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2. ABREVIATURAS

Las abreviaturas usadas en el texto son acorde a su significado en inglés.

3'UTR
5°Cap
4ESE
4E-T
'mGTP
43S PIC
ARE
CFP
DCP 1/2
elF
ERBs
GFP
HSGs
HSPs
SHSPs
MRNP
MiRNA
MeJdA
NMD
nCBP

ncbp-1d

Region no traducible 3

Region no traducible 5

Elemento sensible a elF4E

Proteina transportadora nucleo-citoplasmatica de elF4E
7-metilguanosina-trifosfato o analogo del 5"Cap
Complejo de pre-inicio 43S
Secuencias con elementos ricos en AU

Proteina cian fluorescente (azul claro)

Proteinas de decapping

Factor de inicio de la traduccién eucarionte

Cuerpos derivados de reticulo endoplasmico

Proteina verde fluorescente

Granulos de estrés por calor

Proteinas de choque térmico

Proteinas de choqué térmico pequefas
Ribonucleoproteinas de mRNA

RNA pequeiio o microRNA

Hormona Metil Jasmonato

Degradacién de mensajeros que contienen mutaciones sin sentido
Novedosa proteina de unién al Cap

Alelo mutante nulo de nCBP de A. thaliana
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PABP
PBs
PYK10
RD21
RBPs
RBD
RE
RFP
RT-qPCR
SGs
TIA1
UBP1B
WT
XRN4

YFP

Proteina de unién a poly (A)

Cuerpos de procesamiento

Enzima con actividad 3-glucosidasa, componente principal de ERBs

Proteina de respuesta a desecacion
Proteinas de union a RNA

Dominio de union a RNA

Reticulo Endoplasmatico

Proteina roja fluorescente

Transcripcién inversa acoplada a PCR cuantitativa
Granulos de estrés

RBP importante en la formacion de SGs
Proteina tipo TIA-1 en A. thaliana
Planta silvestre

Exonucleasa 5'— 3’

Proteina amatrilla fluorescente
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3. RESUMEN

El factor elF4E desempefia una funcién primordial en el inicio de la traduccion, a
través del reconocimiento de la estructura 5°Cap presente en los mMRNAs. Ademas
de esta funcién, se ha encontrado que el factor participa en otros procesos
importantes para el metabolismo del mRNA. Por ejemplo, en condiciones de estrés
celular elF4E es reclutado a granulos citoplasmaticos del tipo cuerpos de
procesamiento (PBs) y granulos de estrés (SGs), para la modulacion de la
traduccion y degradacion de mensajeros. Si bien esta funcidon ha sido descrita para
la proteina 4E de humanos e isoformas, se ha encontrado que su ort6logo en
plantas es también localizado a SGs. nCBP es un miembro no candnico de la familia
de factores 4E de A. thaliana, capaz de reconocer la estructura 5 Cap y de
interactuar con proteinas del complejo traduccional. Sin embargo, su baja actividad
en traduccion ha sugerido una funcion diferencial para la proteina. Estudios previos
en el laboratorio mostraron que nCBP interactla con proteinas que participan en
procesos de respuesta a estrés y que no forman parte del complejo traduccional.
Ademas, se observo una localizacion subcelular de la proteina en cumulos
citoplasmaticos definidos. Para determinar su presencia en complejos proteicos de
represion traduccional de tipo SGs y/o PBs en este trabajo se llevaron a cabo
estudios de localizacion de nCBP:GFP en distintas condiciones de estrés en
protoplastos de A. thaliana. Asi mismo, se compard su localizacion con la de
proteinas marcadoras de diferentes granulos o cuerpos citoplasmaticos de estrés.
Por otra parte, se evalud la expresion del transcrito nCBP en estrés osmdético a nivel
de plantula. Los resultados no mostraron incremento en la expresion del mensajero
en estrés osmotico comparado con el control bajo las condiciones empleadas. Sin
embargo, los resultados de co-localizacion de la proteina mostraron que nCBP es
reclutada a PBs, en condiciones de estrés por calor y estrés por hipoxia. Ademas
su dinamica de distribucion citoplasmatica fue diferencial dependiendo del tipo de
estrés, sugiriendo que nCBP podria localizarse en mas de un tipo de granulo, por
ejemplo SGs, como se ha observado para la isoforma elF4E. Estos resultados
sugieren una posible funcion de nCBP en la dindmica de represion traduccional y
degradacion de mensajeros en respuesta a estrés.
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4. INTRODUCCION

La expresion génica en eucariontes es altamente regulada a distintos niveles, desde
la transcripcion, procesamiento, localizacion y degradacion del mRNA hasta su
traduccion. Bajo diversas condiciones ambientales adversas la célula requiere un
cambio radical en la reprogramacién génica y metabolismo del mRNA, para reparar
el dafio inducido por el estrés y adaptarse a las nuevas condiciones. Durante este
proceso la traduccion de mensajeros que codifican proteinas constitutivas es
reprimido, los mMRNAs se desacoplan de los polisomas y se acumulan dentro de
localizaciones citoplasmaticas conocidas como granulos de estrés. Estos granulos
citoplasmaticos de RNA contienen varias subunidades ribosomales, factores
traduccionales, enzimas de degradacion, helicasas, proteinas de andamiaje y
proteinas de unidon a RNA que controlan la localizacioén, estabilidad y traduccién de
los mMRNAs reprimidos traduccionalmente. Su ensamblaje implica la agregacién
conjunta de varias de estas proteinas y enzimas para regular el destino del
mensajero blanco durante el desarrollo y adaptacion al estrés. Entender el papel
que cada uno de los componentes tiene en la agregacion de estos cuerpos, y en la
respuesta de la célula al estrés, permite conocer no sélo el proceso que lleva a su
formacion, si no también saber la funcidn que tiene su presencia en estos acumulos
citoplasmaticos. De tal forma, en el presente trabajo se pretende abordar el papel
gue desempeiia NCBP (proteina de la familia de factores elF4E) en plantas de A.
thaliana, en respuesta a estrés, y su posible localizacion en acumulos

citoplasmaticos del tipo granulos de estrés.

4.1 La proteina de union a 5" Cap elF4E

Para la mayoria de los mensajeros eucariontes el reclutamiento de la maquinaria
traduccional es un proceso que depende de un factor conocido como elF4E
(eukaryotic Initiation Factor 4E), una proteina de 25 KDa capaz de interactuar con
la estructura Cap (m’GpppN, donde m’G es 7-metilguanosina, un residuo de
guanosina modificado por metilacion, ligado a través de un puente de trifosfato, ppp;

N es el primer nucleétido del mRNA) presente en el extremo 5°del mRNA. Esta

13



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 hidrogeno especificos entre la carga positiva
de 7-metilguanosina y los residuos &cidos (Fechter et al., 2005; Tomo et al., 2003;
Issur et al., 2013). Debido a esta actividad, muchas de las propiedades descritas
para la proteina (estructura, funcion y regulacién) estdn enfocadas en su

participacion en el inicio de la traduccion.

4.1.1 Funcion de elF4E en el inicio de la traduccion

La sintesis de proteinas es un proceso que puede ser dividido en tres etapas
principales: inicio, elongacion y terminacién (Sonenberg and Hinnebusch, 2009). En
eucariontes, la etapa de inicio es un evento que implica dos estados importantes: 1)
la formacion del complejo 48S, donde el codon de inicio de un mRNA es apareado
con el anticoddn de un tRNA iniciador, y 2) la union de la subunidad grande para
generar un ribosoma traduccionalmente competente (Sonenberg and Dever, 2003;
Alekhina and Vassilenko, 2012). La gran mayoria de los mensajeros eucariontes
inician la formacién del complejo 48S por un mecanismo que requiere la presencia
de la estructura 5°Cap (Figura 1; Topisirovic et al., 2011). Esta estructura es
reconocida por el complejo elF4F, que se compone de los factores elF4E (proteina
encargada de reconocer e interactuar con el Cap), elF4A (una helicasa de RNA ATP
dependiente) y elF4G, una proteina de andamiaje responsable de interactuar con
elF3, elF4E y PABP (proteina de unién a Poli A), permitiendo obtener una forma
circularizada del mensajero (Figura 1; Robaglia et al., 2006; O’Leary et al., 2013).
La union de elF4F al mMRNA marca el punto de anclaje de la subunidad ribosomal
pequeia, lo que lleva al reclutamiento del complejo de pre-inicio 43S PIC,
compuesto por la subunidad ribosomal 40S, el complejo ternario elF2:GTP:Met-
tRNAMet y |os factores de inicio elF3 y elF5. El complejo 43S PIC, con la asistencia
de elF1l y elF1A escanea el mMRNA en direccion 5’a 3" hasta encontrar un codon
(AUG) en un contexto de secuencia apropiado (secuencia Kozac; AIGCCAUGG), lo
gue lleva a la formacion del complejo 48S (Hinnebusch and Lorsch, 2012; Alekhina
and Vassilenko, 2012).

14
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Figura 1. Complejo de pre-inicio 48S de la traduccién eucarionte. El complejo elF4F, compuesto de los
factores elF4E, elF4AG 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 a los demas factores
del inicio de la traducciéon. Tomado de Robaglia et al. (2006).

El apareamiento entre el codén AUG y el anticodon Met-tRNAi promueve cambios
conformacionales en los factores, lo que resulta en la hidrélisis de GTP por elF2,
permitiendo su disociacion (asi como de otros factores) del complejo, para unir la
subunidad ribosomal 60S a la subunidad 40S y formar asi el complejo de inicio 80S,
encargado de llevar a cabo la siguientes etapas (elongacion y terminacion) de la

traducciéon (Hinnebusch and Lorsch, 2012).

En eucariontes se conoce que la participacion de elF4E en el inicio de la traduccion
es regulada a distintos niveles: 1) expresion diferencial tejido-especifica; 2)
interaccién con proteinas inhibidoras, conocidas como 4E-BPs; 3) modificacién por
fosforilacién del residuo Serina 209; y 4) presencia de isoformas paralogas
(Goodfellow et al., 2008; Klann and Dever, 2004; Scheper et al., 2002; Richter and
Sonenberg, 2005). Todos estos mecanismos permiten modular la sintesis de
proteinas, de manera global o particular de ciertos mensajeros, durante el desarrollo

normal o en condiciones de estrés. Estos procesos han sido descritos ampliamente
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en mamiferos. En plantas, se conoce muy poco sobre el mecanismo de regulacion
de elF4E.

4.2 Clasificaciéon de los factores tipo elF4E

El factor elF4E se encuentra presente en una gran variedad de taxones (Metazoa,
Viridiplantae, Fungi y Protista), donde la mayoria de los genomas presentan
multiples copias génicas que codifican para proteinas similares o isoformas v,
aungque algunas de estas estan restringidas a ciertos grupos filogenéticos, por
ejemplo elFiso4E se encuentra sélo en plantas (Browning, 1996), todos los
organismos poseen un miembro que es expresado de manera constitutiva y que es

capaz de llevar a cabo el proceso de traduccion global.

Las proteinas elF4E se encuentran estructuralmente relacionadas ya que todas son
capaces de reconocer la estructura 5°Cap de los mensajeros eucariontes. Por ello
en su secuencia de aminoacidos contienen residuos conservados incluyendo varios
Trp caracteristicos. Acorde a esto, las proteinas de la familia elF4E se han agrupado
en tres clases principales, dependiendo de la conservacién de los residuos Trp 43
y 56 (numeracién correspondiente al elF4E-1 de humano): clase |, clase Il y clase
Il (Figura 2; Joshi et al., 2005).

La clase | conserva ambos residuos de Trp, y al menos un miembro de esta clase
ha sido identificado en todos los organismos eucariontes. Dentro de esta clase se
encuentran elF4E y elFiso4E de plantas, elF4E-1 de humano y elF4E de hongos.
Los miembros de esta clase se consideran candénicos y participan para llevar a cabo

la traduccion.

La Clase Il tiene sustituidos ambos residuos, Trp 43 y Trp 56, por otros residuos
hidrofébicos: Tyr, Phe o Leu. Miembros de esta clase incluyen a la familia elF4E-2
de metazoarios y a la familia nCBP de Viridiplantae (Figura 2). 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 (A.
thaliana) son capaces de unirse a la estructura 5°Cap, pero su participacion en la

traduccioén es variable. Algunos muestran actividad parcial cuando se comparan con

16



el elF4E canonico, otros no son capaces de formar un complejo elF4F funcional y
actian como inhibidores de la traduccion (Cho et al.,, 2005). Esto ha llevado a
plantear que los miembros de la clase Il pueden tener una funcion diferente en el
metabolismo del mMRNA, probablemente en la regulacion de estabilidad, localizacion

o traduccioén para ciertos mensajeros (Joshi et al., 2005).
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Figura 2. Arbol filogenético radial de los miembros de la familia elF4E de mdltiples especies. El
nombre de los miembros de la familia elFAE se encuentra en letras negras o rojas indicando si hay o no
secuencia completa de la regiéon 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 taxonoémico: 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).
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La clase Il tiene sustituido s6lo uno de los residuos de Trp, el Trp 56, por una Cys
o Tyr. Miembros de esta familia 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). Poco se conoce
acerca de la funcion de esta clase en traduccion. Estudios con elF4E-3 de
mamiferos han mostrado que la proteina es capaz de interactuar con la estructura
5°Cap in vitro (Joshi et al., 2005; Osborne et al., 2013). Se ha encontrado que el
reconocimiento de esta estructura es llevada a cabo por un arreglo espacial atipico
(debido a la sustitucion del residuo aromatico Trp 56 por una Cys). En estudios de
inmunoprecipitacion e in vitro se encontré que elF4E-3 es capaz de interaccionar
también con el factor elF4G, aunque a menores niveles que el factor candénico
elF4E-1 (Osborne et al.,, 2013; Frydryskova et al., 2016). Debido a este tipo de
interacciones se ha demostrado que elF4E-3 actia como un inhibidor, mas que un
inductor, de la expresion de ciertos mensajeros (Osborne et al., 2012). Sin embargo,
se ha observado de manera reciente que elF4E3 puede actuar como un factor
traduccional de ciertos mensajeros bajo estimulos especificos (London et al., 2014).

4.3 Funcion de elF4E en otros procesos

Ademas de la funcién canonica del factor elF4E, antes descrita, este posee otras
funciones independientes del proceso de traduccion (véase Figura 3): regulacion de
la exportacion nuclear de mensajeros especificos al citoplasma, participacion en la
susceptibilidad a infecciones virales y, localizacion a granulos de estrés (SGs) y
cuerpos de procesamiento (cuerpos P o PBs). La funcién de exportacién de
mensajeros nucleares ha sido observado en mamiferos, en donde una parte muy
significativa de factor elF4E (alrededor del 68%) esta localizado en el nucleo en
sitios conocidos como cuerpos nucleares (Strudwick and Borden, 2002; Iborra et al.,
2001). Se ha visto que los mensajeros a ser exportados (en particular, mensajeros
gue participan en la progresion del ciclo celular como ciclina D1), contienen una
secuencia de 50 nucledtidos en el extremo 3° UTR conocida como elemento
sensible a 4E (4ESE, véase Figura 3; Culjkovic et al., 2007; Culjkovic et al., 2005).

18



Traducciéon RNA viral

- AUG—)

Met-tRNAi

BB ©

Cuerpos de procesamiento (PBs)

\ »

Reclutamiento factores
eucarioticos
Citoplasma

Nucleo
Pre-RNAm

Procesamiento

M Granulos de estrés (SGs)

Figura 3. Participacion del factor elF4E en otros procesos del metabolismo del RNA. Una de las
principales funciones de elF4E en el citoplasma es el inicio de la traduccion de mensajeros con estructura
5’Cap. Sin embargo, bajo ciertas condiciones el factor localiza a granulos de estrés (SGs) y cuerpos de
procesamiento (PBs). Los primeros contienen maquinaria traduccional y se consideran sitios transitorios de
almacenamiento de mRNA. Los segundos se constituyen principalmente de maquinaria con actividad
nucelolitica y se consideran sitios de represién y degradacién de mensajeros. Dada la cercania de
localizacion de estos tres estados, se considera que existe un proceso de interconvension de un estado a
otro (indicado por flechas). En plantas y mamiferos, se conoce que el factor elF4E es capaz de reconocer a
la proteina VPg unida covalentemente al extremo 5 del genoma de algunos virus, para el reclutamiento de
la maquinaria traduccional y la traduccién o, estabilizacion del genoma viral. En el nicleo, elF4E cumple la
funcion de exportacion de mensajeros especificos al citoplasma a partir de la interaccion con la estructura
5°Cap y la proteina LRP, que reconoce un elemento sensible (4ESE) presente en el extremo 3'UTR del
mMRNA. La participacién de la proteina CRM1 permite exportar el mMRNA. Tomado y modificado de Bailey-
Serres at al. (2009) y Goodfellow and Roberts (2008).

De manera reciente se ha visto que el reconocimiento de esta secuencia requiere
la interaccion del factor elF4E con una proteina de penta-trico-peptidos repetidos
ricos en leucina (LRPPRC, Leucine-Rich PentatricoPeptide Repeat protein; Volpon
et al.,, 2017). Esta proteina reconoce el elemento 4ESE presente en el mRNA,
formando un complejo LRPPRC-elF4E-mRNA. La exportacion de este complejo
requiere la asistencia del receptor de exporte nuclear CRM1/XPO1, que interactla
con la proteina LRPPRC para llevar a cabo la salida al citoplasma de mRNAs
especificos.
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En plantas la localizacién de elF4E parece ser mas dinamica. En A. thaliana se ha
observado la presencia nuclear de elF4E en células quiescentes, mientras que en
células proliferativas se encuentra elF4E mayoritariamente en el citoplasma (Bush
et al., 2009). Sin embargo, se desconoce si pueda llevar a cabo la funcion de exporte

descrita para animales.

Se ha demostrado que elF4E participa en la localizacion y estabilidad de
mensajeros a localizaciones citoplasméticas del tipo granulos de estrés (SGs) y
cuerpos de procesamiento (PBs) descritos mas adelante (Anderson et al., 2006;
Andrei et al., 2005). Aunqgue la funcion en estos cuerpos no es del todo conocida,
se ha planteado que la proteina elF4E proteje a los transcritos de la degradacién
y/o participe en su almacenamiento (via su union con el 5°Cap) hasta su reentrada
a una nueva ronda traduccional (Schwartz et al., 2000). Sin embargo, en estudios
recientes en mamiferos se observo que el reclutamiento de elF4E a PBs o SGs es
independiente de la interaccion elF4E-5"Cap, pudiendo ser requerida la interaccion
con otras proteinas para su participacion en la formacion de granulos
citoplasmaticos (Ferrero et al., 2012). Pese a que la localizacion de elF4E en los
granulos citoplasmaticos esta bien documentada en humanos y levaduras (Andrei
et al., 2005; Brengues and Parker, 2007), su homdlogo en A. thaliana ha sido sélo
detectado en SGs (Weber et al., 2008).

La participacién del factor elF4E en infecciones virales ha sido descrito en animales
(Chaudhry et al., 2006) y numerosas especies de plantas (Ruffel et al., 2002; Nicaise
et al., 2003). La ausencia o mutacién de residuos de aminoacidos que modifican la
estructura proteica de elF4E llevan a una total o parcial resistencia a infecciones
por virus de la familia Potyviridae (virus de RNA monocatenario; Sato et al., 2005;
Yeam et al, 2007). Esta familia se caracteriza por la presencia de VPg
covalentemente unida al extremo 5 del RNA gendmico, la cual es capaz de
interactuar con la proteina elF4E, y un extremo 3" poliadenilado (Charron et al.,
2008; Jiang et al., 2011; Roudet-Tavert et al.,, 2007). Se ha considerado que la
proteina VPg actia de manera analoga al 5 Cap, por lo que compite con los mMRNA
eucariontes por el reclutamiento del complejo traduccional, llevando a cabo asi su

ciclo de vida y de infeccion en la planta (Léonard et al., 2000; Khan et al., 2008). Sin
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embargo, también se ha visto que la pérdida de la union covalente entre elF4E y
VPg no siempre correlaciona con pérdida de la susceptibilidad a infecciones virales,
lo que plantea la existencia de otros factores o proteinas codificadas por el virus y/o
el propio hospedero que permiten una interaccion fuerte entre el factor elF4E y la
proteina VPg o bien, que el factor elF4E posea una funcién adicional en el ciclo de
vida del virus diferente al proceso de traduccion (para mas detalle revisar Dinkova
et al., 2016; Wang and Krishnaswamy, 2012). En este sentido se ha encontrado que
las proteinas virales Cl y Pl actian como determinantes de virulencia requeridos
para la resistencia recesiva mediada por elF4E (Abdul-Razzak et al., 2009;
Nakahara et al., 2010). Ademas, se ha demostrado que diferentes isoformas del
factor elF4E pueden determinar la susceptibilidad a infecciones por virus
dependiendo de la especie de planta, siendo en algunos casos necesaria la
ocurrencia de mutaciones tanto en elF4E como en elFiso4E para generar
resistencia (Ruffel et al., 2006; Hwang et al., 2009). De manera reciente también la
isoforma nCBP fue identificada como factor de resistencia a infeccion por virus
(Keima et al., 2016).

4.4 Factores elF4E de clase |l

Si bien todos los miembros de la familia 4E son capaces de reconocer la estructura
5°Cap de los mRNA, muchas proteinas cumplen funciones particulares en el
proceso y control de la expresion génica como: promover o inhibir la traduccion de
ciertos mensajeros, expresion diferencial en ciertos tejidos, traduccion especifica
bajo estimulos de estrés o, mostrar distintas propiedades bioquimicas (Zuberek et
al., 2016). En este sentido, se ha observado que miembros de la familia de factores
de clase Il cumplen una funcién de represién traduccional de mensajeros
especificos. En Drosophila melanogaster (Dm) existen ocho proteinas relacionadas
a elF4E: 7 de ellas pertenecen a la clase | y solo una, Dm 4EHP, a la clase Il
(Hernandez et al., 2005). En humanos existen 4 paralogos de elF4E: elF4E (o elF4-
la) y elF4E-1b de la clase |, elF4E-3 de la clase Il y, elF4E2 (0 4EHP) de la clase
Il (Joshi et al., 2004). Caenorhabditis elegans posee 5 miembros de la familia 4E:
IFE-1, IFE-2, IFE-3 e IFE-5 de la clase | e, IFE-4 de la clase Il (Keiper et al., 2000).
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En A. thaliana existen 5 isoformas: elF4E, elF(iso)4E, elF4E1b y elF4Elc de la
clase | y, nCBP la unica de clase Il (Kropiwnicka et al., 2014). La proteina 4EHP de
Drosophila no contiene un motivo de union para el factor elF4G y, ha mostrado
participar como un represor al competir con el elF4E candnico en la interaccion con
la estructura 5"Cap de mensajeros especificos. En particular se han caracterizado
tres mensajeros blancos reconocidos por 4EHP: el mensajero de caudal para
reprimir la expresion de la proteina durante etapas especificas del desarrollo de
Drosophila (Cho et al.,, 2005); la represidbn del mensajero hunchback (hb)
indispensable también para etapas iniciales del embrién (Cho et al., 2006); vy, el
MRNA de belle (bel) requerido para la fertilidad femenina (Vardy and Orr-Weaver,
2007; Yarunin et al., 2011). En cada caso, la represion del mensajero involucra la
formacion de un complejo inhibitorio mediante la interaccion entre 4EHP, el mRNA
y proteinas de unién a secuencias especificas del mRNA, pudiendo incluir o no a
otras proteinas para establecer una circularizacién inhibitoria para la traduccién

(Figura 4, inciso By C).
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Figura 4. Represién traduccional de los mensajeros Caudal y HB para el correcto desarrollo del
embridon en Drosophila. A) Localizacién de los mensajeros y de las proteinas regulatorias. Se observa
que la expresion de las proteinas Caudal y HB se encuentra mantenida hacia la parte anterior del embridn,
mientras que en la parte posterior su expresion es casi nula, debido a la presencia de las proteinas Bicoide
y Nos que reprimen, en complejo con d4EHP, la expresién del mRNA correspondiente. B) y C) muestran el
mecanismo de represion del factor d4EHP, asistido por proteinas de unién a RNA que reconocen una
secuencia especifica en el extremo 3" (BBR o NRE) presente en cada mensajero. La formacion de este
complejo inhibe la unién del factor elF4E canodnico, reprimiendo la traducciéon del mRNA. Tomado y
modificado de Vardy and Orr-Weaver (2007).
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La formacion del complejo permite la expresion correcta de la proteina en un

gradiente, a lo largo del embrion (véase Figura 4, inciso A).

La proteina que reconoce la secuencia especifica de RNA es diferente para cada
mensajero, y su funcion es identificar un elemento de respuesta presente en el
extremo 3'UTR. Por ejemplo, para el caso del mRNA caudal esta proteina se
conoce como Bicoide que, junto con 4EHP, reprimen la expresion del mensajero en
zonas particulares del embrién, permitiendo una distribucion correcta de la proteina
Caudal para el correcto desarrollo (Figura 4, inciso A y B). Para el caso particular
del mensajero de hb se requiere la participacién de 3 proteinas que cumplen la
funcion de Bicoide: Nanos, Pumilo y Brat. Pum y Nanos interactiian con un elemento
de respuesta a Nos (NRE) presente en el extremo 3'UTR del mensajero, mientras
gue Brat une ambas proteinas, junto con 4EHP, a la estructura 5" Cap para formar
el complejo represor (Figura 4, inciso Ay C; Cho et al., 2006). Mutantes nulas de
cualquiera de estas proteinas ocasionan letalidad en la formacion del embrion. En
mamiferos 4EHP también ha mostrado tener funciones importantes en el desarrollo
embrionario al interactuar con las proteinas GIGYF2 (proteina de unién a
secuencias ricas en prolina) y ZNF598 (una proteina con dedos de Zinc). La
ausencia de esta interaccion lleva a un aumento de la traduccion y letalidad perinatal
en ratdén (Morita et al., 2012). Pese a estas evidencias de funcion represora para los
factores elF4E de clase I, estudios recientes en células de mamifero han mostrado
gue bajo condiciones de extrema deplecién de oxigeno (hipoxia), las células usan a
4EHP para la traduccion de manera alternativa (Timpano et al., 2016; Uniacke et
al., 2014). Por ejemplo, se ha visto que las proteinas EGFR (receptor de un factor
de crecimiento endotelial) e IGF1R (un receptor de un factor de crecimiento tipo
insulina) se acumulan preferencialmente en hipoxia y son sintetizados con ayuda de
4EHP en ausencia de elF4E canodnico, que en condiciones de estrés se encuentra
reprimido (David Ho et al., 2016). Este complejo alternativo de traduccion permite a
las células reprogramar la traduccion global de los mensajeros para generar una
respuesta adaptativa al estrés. En plantas la funcién de represién o participacion en
la traduccién de mensajeros especificos, para los factores de clase Il, no ha sido

demostrada.
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4.5. Represion traduccional en estrés

Durante y después de la transcripcion en el nucleo, se lleva a cabo una maduracion
del pre-mRNA que incluye la adicién de la estructura 5" Cap, splicing de intrones y
poliadenilacion, lo que culmina en el exporte de un transcrito funcional al citoplasma.
Este proceso involucra a una gran variedad de proteinas de union a RNA que se
unen a los mensajeros para formar granulos ribonucleoprotéicos de mMRNA (MRNP),
regulando asi la actividad de los transcritos unidos (Franks and Lykke-Andersen,
2008). Una vez en el citoplasma, algunos mensajeros son programados para su
inmediata traduccion, un proceso que involucra la remocion de las proteinas de
unién a RNA y el ensamblado en polisomas. Bajo condiciones de estrés algunos
mensajeros son mantenidos en un estado traduccionalmente reprimido y
transportados a localizaciones citoplasméaticas especificas hasta que el desarrollo,
o0 sefiales ambientales particulares, permitan su traduccion (Eulalio et al., 2007). De
esta manera, los mMRNPs pueden encontrarse en tres poblaciones principales: en
polisomas, en cuerpos de procesamiento (PBs) y en granulos de estrés (SGs,
vedse Figura 5), las dos ultimas consideradas como grandes centros de
almacenamiento y degradacion de mRNAs (Anderson and Kedersha, 2008;
Kedersha et al., 2005).

En humanos y plantas se ha evidenciado que estos tres estados coexisten en una
célula, cercanos fisicamente uno del otro (Kedersha et al., 2005; Weber et al., 2008).
Esta proximidad puede ser necesaria para el intercambio de proteinas y mRNAs
gue son destinados a un determinado estado de represién traduccional. Por
ejemplo, como la formacion de SGs es determinada por una condicion de estrés en
la célula, estos granulos pueden proteger al transcrito durante el lapso que dure el
estimulo, u ocurra un proceso de adaptacion, y reiniciar su traduccion una vez que
las condiciones son mas favorables (Maldonado-Bonilla, 2014). Por otra parte,
cuando los mMRNAs agregados a estos SGs no son requeridos, la proximidad de
localizacion puede facilitar su transporte y degradacion en PBs. Se considera que
los PBs favorecen un proceso de degradacion de mRNAs reprimidos

traduccionalmente provenientes de polisomas, SGs o, directamente después del
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exporte del nucleo si el MRNA posee mutaciones que generan proteinas truncas
(degradacién de mensajeros con mutaciones sin sentido, via NMD: Nonsense
Mediated Decay, por sus siglas en inglés). Sin embargo, la presencia del factor
elF4E en PBs indica que los mensajeros agregados en esta localizaciéon también
pueden ser re-incorporados a rondas traduccionales o a SGs (Andrei et al., 2005;
Brengues and Parker, 2007).
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Figura 5. Modelo del “ciclo del mMRNA”. En el modelo se muestran los diferentes estados citoplasméaticos
de los mRNAs: Polisomas, cuerpos de procesamiento (PBs) y granulos de estrés (SGs). Los mRNAs en
polisomas pueden ser sometidos a varias rondas traduccionales por lo que se consideran traduccional-mente
activos. En respuesta a una represion traduccional se favorece la interaccion de los mMRNAs con la maquinaria
de degradacién, siendo localizados a PBs. Los mensajeros pueden ser almacenados en estos cuerpos,
degradados o reincorporados posteriormente a polisomas. En condiciones de estrés o defectos en el inicio
de la traduccion, la represion traduccional conlleva a la localizacion de mRNAs en SGs que contienen una
maquinaria del complejo traduccional, parcialmente desensamblada, y otras proteinas. Cunado se recuperan
las condiciones o6ptimas, los mensajeros localizados en estos granulos pueden regresar a rondas
traduccionales o de lo contrario ser enviados a PBs para su degradacion. Dada la cercania fisica entre los
PBs, SGs y complejos de traduccion, se considera que existe una remodelacion dirigida por proteinas en los
tres estados que permite localizar a mRNAs en cada uno de ellos, dependiendo de las condiciones y
requerimientos de la célula. Tomado y modificado de Parker and Sheth (2007).

Cuando las condiciones de estrés son mas severas (altas temperaturas o periodos
prolongados de calor) algunos mensajeros pueden ser re-localizados a otro tipo de
granulos, conocidos como granulos de estrés por calor (HSGs). Estos granulos se
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componen principalmente de proteinas de choque térmico (HSPs, Heat Shock
Proteins) que se acumulan después de un periodo prolongado de calor. Debido a la
actividad de chaperona de estas proteinas, la localizacion de los mensajeros y
proteinas existentes a HSGs previene su desnaturalizacion, degradacion y
agregacion en complejos irreversibles (Mu et al., 2013). En plantas existe otro tipo
de granulos descritos como cuerpos de reticulo endoplasmico (ERBs; Hara-
Nishimura and Matsushima, 2003). Estos cuerpos se acumulan de manera
constitutiva en plantulas y raices, son inducidos por dafios en hojas y, representan
un sistema de defensa importante para la planta en condiciones de estrés bidtico.
Su composicidn principal son enzimas con actividad 3-glucosidasa; sin embargo, se
encuentran rodeados por una gran cantidad de ribosomas debido a la presencia de
la membrana de reticulo endoplasmico que los rodea (Hayashi et al., 2001). Si bien
la composicion y formacién de cada granulo es distinta, dependiente del tipo de
estrés e intensidad, su presencia permite a la célula adaptarse y sobrevivir hasta

que las condiciones sean mas favorables.

4.5.1 Cuerpos de procesamiento (PBs)

Los cuerpos de procesamiento, cuerpos P o PBs (Processing Bodies, por sus siglas
en inglés), son estructuras altamente dinamicas donde los mMRNAs que no estan
siendo traducidos se acumulan para ser almacenados hasta regresar a la traduccion
o bien, silenciar su expresion por microRNAs y degradarse (Eulalio et al., 2007). En
eucariontes muchas proteinas identificadas como represores traduccionales, parte
del complejo de silenciamiento inducido por RNA o, proteinas encargadas del
control de calidad y degradacion de mRNAs, co-localizan en estos granulos
citoplasmaticos (Thomas et al., 2011). Debido a su composicion se les considera
como reservorio de represion y degradacién de mensajeros. Los PBs se identifican
por la presencia de proteinas caracteristicas, como particulas esféricas uniformes
distribuidas en todo el citoplasma de la célula de manera constitutiva. Sin embargo,
en condiciones de estrés pueden aumentar de tamafo y nimero (Kedersha et al.,
2005; Teixeira et al., 2005). Su formacion se lleva a cabo por el desacoplamiento de

MRNAs de los polisomas, en presencia de una via activa de degradacion o, por
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degradacion directa de mensajeros con mutaciones sin sentido (Teixeira et al.,
2005; Eulalio et al., 2007). En distintos organismos (levaduras, plantas, humanos,
entre otros) se han descrito proteinas caracteristicas para los PBs. Entre estas se
encuentran las enzimas participantes en la via general de degradacion de mRNAs
como: deadenilasas, enzimas de decapping 5 -m’GpppN Yy coactivadores,
exonucleasas de RNA 57-3", asi como proteinas de unién a RNA involucradas en la
degradacion de mensajeros sin sentido o, en el silenciamiento inducido por miRNA
(Anderson and Kedersha, 2006; Eulalio et al., 2007; Franks and Lykke-Andersen,
2008; Kedersha et al., 2005). En A. thaliana se ha reportado la presencia de enzimas
de decapping (DCP1, DCP2 y Varicosa; VCS), proteinas activadoras del complejo
de decapping (LSM1-7), exonucleasas 5"-3 "(XRN4; homdloga a XRN1 de humano),
proteinas encargadas de la de-adenilacion de mRNA (CCR4-CAF1 y PARN), asi
como las proteinas con dedos de Zinc en tandem (TZF, por sus siglas en inglés) y

de unién a polipirimidinas (PTB, por su siglas en inglés; véase Figura 6).
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Figura 6. Composicion de PBs en A. thaliana. Proteinas de decapping (DCP1, DCP5, DCP2, VCS y
LSM1-7), deadenilasas (PARN y complejo CCR4-CAF1), exonucleasas (XRN4), proteinas del complejo de
silenciamiento de RNA dependiente de miRNA (AGO1), maquinaria de la via NMD (UPF1 y SMG7), asi
como proteinas de union a RNA (TZF y PTB), localizan y forman parte de PBs, granulos ensamblados y
acoplados con la inhibicion traduccional de mensajeros. Se sabe que la aglomeracion de este complejo
inicial requiere la presencia de factores de agregacién (AF), aun desconocidos, que medien el auto-
ensamblado de las estructuras para formar granulos mas grandes. Tomado y modificado de Maldonado-
Bonilla (2014).
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Al igual que en la formacion de SGs, la aglomeracion de PBs pequefios para formar
complejos grandes requiere la participacion de proteinas con dominios de union a
RNA como factores de nucleacion; sin embargo, hasta ahora se desconoce que
proteinas participen en este proceso (factores de agregacion, AF. Figura 6; para

mas detalles véase Maldonado-Bonilla, 2014; Xu and Chua, 2011).

Dependiendo de las condiciones de estrés que inducen la formacion de los PBs y
del tipo de organismo, pueden estar presentes también proteinas como AGO1 y
GW182, implicadas en el silenciamiento de RNA dependiente de miRNA, UPF-1y
SMG7 que participan en la via NMD para reconocer codones de termino prematuros
(PTC, pos sus siglas en inglés) presentes en el extremo 3"del mRNA (Liu et al.,
2005; Parker and Sheth, 2007). El factor de inicio de la traduccién elF4E es el Unico
factor traduccional que ha sido encontrado en PBs de células de mamifero
(Anderson and Kedersha, 2006; Parker and Sheth, 2007; Andrei et al., 2005). A
diferencia de SGs, los mensajeros reclutados a PBs son principalmente mRNAS de-
adenilados, debido a la ausencia de la proteina PABP.

4.5.2 Granulos de estrés (SGs)

En células de mamifero, diferentes tipos de estrés como calor, estrés oxidativo,
estrés osmatico, entre otros, inhiben la traduccién de la mayoria de los mensajeros
poli-adenilados, que se agregan en localizaciones citoplasméaticas conocidas como
granulos de estrés (SGs, por sus siglas en inglés; Kimball et al., 2003; Anderson
and Kedersha, 2006). Estos granulos son agregaciones de proteinas y RNA
dinamicas y transitorias. Después del periodo de estrés se dispersan, enviando a
los mensajeros de regreso a complejos polisomales para su traduccion o bien, a
PBs para degradacién (Mahboubi and Stochaj, 2017). Su induccién se produce bajo
estrés y no se observan en células que crecen en condiciones favorables o, se
observan de manera muy escasa. El tamafio de los SGs es variable, dependiente
del tipo y duracion del estrés, variando el diametro desde 0.1 pum hasta 4 pm
(Anderson and Kedersha, 2009). La composicién de los SGs es dinamica y estrés-
especifica. Sin embargo, existen componentes siempre presentes en estos granulos

como son los mensajeros poli-adenilados (excepto mensajeros que codifican para
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algunas HSPs, como HSP70), miRNAs, factores de inicio de la traduccion,
componentes de la subunidad pequefia ribosomal y, proteinas que regulan el
procesamiento, transporte y estabilidad de los mRNAs (Mahboubi and Stochaj,
2017; Eulalio et al., 2007; Kedersha et al., 2005). Entre las proteinas que se
encuentran en SGs estan elF3, elF4G, elF4A, elF4E, PABP, la subunidad ribosomal
40S, antigeno TIA1 (mamiferos) entre otras (Kedersha et al., 2002; Kimball et al.,
2003). Debido a la presencia de estos factores, se ha asumido de manera razonable
gue los mensajeros liberados de polisomas en células estresadas son dirigidos
primero a SGs (Kedersha et al., 2005).

El ensamblado de SGs requiere de diversas etapas (Mahboubi and Stochaj, 2017).
La primera ocurre cuando los complejos de inicio traduccional son liberados de
polisomas y varios complejos comienzan a agregarse en el citoplasma formando
una localizacion inicial. Esta agregacion requiere de proteinas de union a RNA que
faciliten el reclutamiento de otras proteinas y mensajeros. En mamiferos, TIALl y
TIAl-related (TIAR) son proteinas con dominios tipo prion que median esta
agregacion; su ausencia ocasiona perdida de la formacién de SGs (Gilks et al.,
2004). La segunda etapa involucra eventos de conglomeracion de los complejos de
agregacion inicial para formar hetero-oligomeros (Anderson and Kedersha, 2007).
Se ha visto que en esta etapa se requiere la actividad de proteinas chaperonas que
estimulen la agregacién secundaria de los SGs, permitiendo su crecimiento. HSP70
es una de las proteinas cuya expresion se ha visto incrementada después de la
induccion del estrés y puede localizar en estos granulos (Mateju et al., 2017).
Finalmente en la dltima etapa se reclutan factores adicionales como moléculas de
sefalizacion. La dindmica de formacion, crecimiento y movimiento de SGs es debida
a la asociacion con proteinas motoras, como las miosinas y las formadoras de
microtubulos (Thomas et al., 2011; Mahboubi and Stochaj, 2017). Estas proteinas
promueven la fusion de SGs pequefios y, cualquier mutacion que afecte la dinamica
de los microtubulos afecta a su vez el ensamblado de SGs. En plantas existen
también proteinas tipo TIA1, como la proteina 1B de unién a elementos ricos en
Uracilo (UBP1B, por sus siglas en inglés), RBP45 y RBP47 (Lambermon et al.,

2000). Estas proteinas poseen, al igual que TIA1L, tres dominios de union a RNA del
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tipo RBD y una region amino terminal rica en glutamina. Su localizacion principal es
nuclear, donde cumplen la funciéon de incrementar el splicing de intrones de baja
eficiencia y la acumulacion de mRNAs producidos bajo la regulacién de ciertos
promotores (Lambermon et al., 2000). En condiciones de estrés por calor las
proteinas re-localizan al citoplasma y se incorporan a SGs para prevenir la

degradacion de mRNAs via union al extremo 3"UTR (Weber et al., 2008).

En mamiferos se ha visto que la fosforilacion del factor elF2a es requerida para el
ensamblado de SGs (Anderson and Kedersha, 2006). Esta fosforilacion resulta en
una inhibicién de la formacion del complejo de pre-inicio 43S, deteniendo la

traduccion y dando origen a la formacion y acumulacién de mRNAs en SGs.

4.5.3 Cuerpos de reticulo endoplasmico (ERBS)

El reticulo endoplasmico (RE) representa un organelo importante en células
eucariotas, responsable de la sintesis y transporte de proteinas. En plantas se
desarrollan distintos cuerpos o vesiculas derivados del reticulo (véase Figura 7,
panel A) que permiten acumular proteinas especificas, por ejemplo almacenamiento
de proteinas insolubles (cuerpos de proteina), proteasas especificas con sefales
de retencion a RE (vesiculas KDEL vy ricinosomas) o, vesiculas encargadas de
transporte protéico (vesiculas COP Il y PAC; Hara-Nishimura and Matsushima,
2003). Existen otros cuerpos conocidos como cuerpos de reticulo endoplasmico o
ERBs (Endoplasmic Reticulum Bodies, por sus siglas en inglés) que a diferencia de
los cuerpos antes mencionados poseen una forma alargada tipo vacuolar, con un
tamafio mayor (~1 um de diametro por ~10 um de longitud) que almacenan
principalmente proteinas con actividad enzimatica (Yamada et al., 2011; Hayashi et
al., 2001). Estos cuerpos se clasifican en dos tipos: ERBs presentes de manera
constitutiva y ERBs inducidos por estrés. Los ERBs constitutivos se encuentran
presentes en ceélulas de epidermis de 6rganos como cotiledones, hipocotilos y
raices de plantulas de A. thaliana (véase Figura 7, panel B; Hara-Nishimura and
Matsushima, 2003; Yamada et al., 2011). Su presencia en estos Organos es
dependiente del estado de crecimiento: aparecen después de la germinacion y
desaparecen durante la senescencia del tejido (Matsushima et al., 2002; Hara-
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Nishimura and Matsushima, 2003). En otros tejidos, por ejemplo hojas de roseta de
planta adulta, la presencia de ERBs es practicamente escasa en condiciones
normales de crecimiento pero, cuando estas hojas son dafiadas mecanicamente o
por mordedura de insectos (estrés bidtico) se induce la formacion y acumulacion de
estos cuerpos (ERBs inducidos por estrés, véase Figura 7 panel C y D; Matsushima
et al., 2002).
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Figura 7. Representacion de la distribucién, induccién y funciéon de ERBs en A. thaliana. (A) Tamafio
y forma de ERBs comparado con otros cuerpos derivados de reticulo. Se observa que ERBs tienen una
forma alargada del tipo vacuolar (1 pm de diametro por 10 um de longitud). Los ERBs se encuentran de
manera constitutiva en células epidermales de plantulas (B) o inducidos en hojas de roseta en respuesta a
dafio provocado por insectos o, con la hormona MeJA (C y D). Debido a la composiciéon de estos ERBs y
su interaccidon con otras proteinas de citoplasma y vacuolas (E), su ruptura lleva a la produccién de
compuestos téxicos por PYK10 (B-glucosidasa) como mecanismo de defensa (F). Tomado y modificado de
Hara-Nishimura and Matsushima (2003).
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Se ha visto también que tratamientos de las hojas con la hormona Metil Jasmonato
(MeJA, hormona que promueve resistencia contra patdégenos) induce la formacién
de ERBs. Estas observaciones definen a los ERBs como un sistema de defensa

importante para la planta contra estrés bidtico.

Estudios con una mutante de A. thaliana que no desarrolla ERBs (conocida como
mutante nail) han mostrado que el principal constituyente de estos cuerpos es la
proteina con actividad enzimatica PYK10, una B-glucosidasa que posee en su
extremo amino un péptido sefal de localizacién y, en su extremo carboxilo una sefial
de retencion a reticulo endoplasmico conocida como secuencia KDEL, que permite
también su localizacion a este organelo (Matshusima et al., 2003). PYK10 pertenece
a una gran familia de enzimas B-glucosidasas y, en A. thaliana se ha visto que otros
8 miembros del tipo PYK10 localizan a ERBs (Ogasawara et al., 2009). Proteasas
inducibles por estrés como RD21 (proteina de respuesta a desecacion) y yVPE
(enzima de procesamiento vacuolar) también localizan a ERBs (Hayashi et al.,
2001).

Los sustratos descritos para PYK10 y otras B-glucosidasas pertenecen a un grupo
de compuestos conocidas como glucdsidos, moléculas compuestas por un azucar
y otra molécula de distinta naturaleza. Estos compuestos se encuentran
almacenados en estructuras vacuolares, cercanas a ERBs, en un estado inactivo.
En condiciones de estrés biotico, tanto ERBs como vacuolas son lisados,
permitiendo la liberacion e interaccion sustrato-especifico de sus componentes. La
actividad enzimatica resulta en la obtencion de derivados toxicos que permiten
contender contra el dafio ocasionado por herbivoros y otros patdogenos (véase
Figura 7, panel F; Ketudat and Esen, 2010; Yamada et al., 2011). Se ha visto que la
actividad de PYK10 requiere la asistencia de otras proteinas del tipo lipasa (GLL,
GDSL lipase-like) y lectinas relacionadas a jacalinas citosolicas (JAL, jacalin-related
lectin) como PBP1 (véase Figura 7, panel E; Nagano et al., 2005, 2008). PBP1 es
una proteina no localizada a ERBs, sin embargo forma junto con PYK10 y las
proteinas GLL un agregado protéico en el citosol (una vez inducida la lisis de ERBS).
Esta interaccion permite aumentar y regular la actividad enzimatica de PYK10
(Nagano et al., 2005). Por otra parte, analisis de mutantes de JALs y GLLs ha
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mostrado que estas proteinas regulan también el tamafio de los agregados de
PYK10 (Nagano et al., 2008). Finalmente se ha descrito que el gen NAIL regula la
expresion de PYK10 y formacion de ERBs (Matsushima et al., 2004; Nakano et al.,
2014). Este gen codifica un factor transcripcional del tipo bHLH (basic helix-loop-
helix), su disrupcion (mutantes nail) anula por completo la formacion de ERBs.
Ademas, se ha observado que proteinas como PBP1, JALs y GLLs son expresadas
de manera dependiente de NAI1, indicando que este factor es un regulador maestro

de la formacién de ERBs.

4.5.4 Granulos de estrés por calor (HSGs)

La exposicibn de un organismo a elevadas condiciones de temperatura, por
periodos prolongados de tiempo, lleva a un arresto general de la sintesis de
proteinas; sin embargo, bajo estas condiciones aumenta la expresion y acumulacion
de una clase importante de proteinas que permiten a la célula preservar los
mensajeros y proteinas pre-existentes hasta que las condiciones de estrés cesen.
Estas proteinas corresponden a una gran familia conocida como proteinas de
choqué térmico o HSPs (Heat Shock Proteins). Las HSPs estan involucradas
principalmente en el ensamblado, transporte, correcto plegamiento, proteccion
contra desnaturalizacién irreversible y, mantenimiento del estado normal de
plegamiento de un sinfin de proteinas, asi como de promover la degradacion de
proteinas mal plegadas en distintas condiciones de estrés (Mu et al., 2013; Al-
Whaibi, 2010). Debido a estas funciones se conoce a las HSPs como proteinas con
actividad chaperona o proteinas chaperonas. En plantas las HSPs se agrupan en 5
clases de acuerdo a su peso molecular (Mu et al., 2013): 1) HSP 100, 2) HSP 90,
3) HSP 70, 4) HSP 60 y 5) sHSP (proteinas de choqué térmico pequefas). Las
SHSPs estan clasificadas a su vez en 12 sub-familias de acuerdo a la similitud de
secuencia de aminoacidos y localizacion en distintos compartimentos celulares
(Siddique et al., 2008): CI-CVII (clase I-VII, con localizacion nucleo-citoplasma), ER
(de reticulo endoplasmico), P (de plastidos), PO (de peroxisomas), Ml y MIl (ambas
mitocondriales). La clase | posee mas miembros (6 en plantas).
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En condiciones de estrés por calor las HSPs se agregan para formar complejos
citosolicos conocidos como granulos de estrés por calor o HSGs (Heat Stress
Granules: Nover et al., 1989; Kirschner et al., 2000). Estos granulos funcionan como
sitios de almacenamiento para proteger proteinas y mensajeros termo-sensibles de
eventos irreversibles de desnaturalizacion y agregacion debidos al calor. La
composicién de estos complejos incluye principalmente a sHSPs de la clase |-
(Siddique et al., 2008), aunque también contienen HSPs de mayor tamafio como
HSP70 y 40 (Nover et al., 1989; Smyval et al., 2000) y el factor transcripcional
inducido en estrés por calor HsfA2 (Scharf et al., 1998). Con excepcién de algunos
estados de desarrollo (maduracién de semillas y germinacion, desarrollo de polen'y
maduracion de fruta), la expresion de las sHSPs de CI y CIl es inducida
principalmente en condiciones de estrés por calor (Scharf et al, 1997). Se ha visto
que la formacion de HSGs requiere de un proceso especifico de ensamblado
dependiente de la presencia de homo-oligomeros de proteinas sHSPs de clase II,
las cuales a su vez reclutan a proteinas sHSPs de clase | para formar los agregados
de alto peso molecular (Kirschner et al., 2000). Cuando las condiciones de estrés
cesan, las sHSPs ayudan a re-naturalizar y des-agregar los sustratos con ayuda de
otras HSPs, como HSP70/40, proteinas con actividad de chaperona ATP
dependiente (Wagner et al., 2005). Se ha demostrado que los HSGs son sitios de

almacenamiento para mensajeros housekeeping (Nover et al., 1989).
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5. ANTECEDENTES

El gen nCBP (At5g18110) de A. thaliana esta formado por 6 exones que codifican
una proteina de 24 KDa. La proteina nCBP (novel Cap-Binding Protein) es un
miembro de la familia elF4E, de la clase Il, debido a que tiene sustituidos los
residuos Trp 43 y Trp 56 (homdlogos al elF4E de humano) por Phe y Tyr,
respectivamente (de acuerdo a la clasificacion de Joshi et al., 2005). En estudios
iniciales se observo que la proteina producida de manera recombinante une con
mayor afinidad al 5° Cap, en comparacién con elF4E y elF(iso)4E (Ruud et al.,
1998). Sin embargo, estudios recientes donde utilizaron analogos a la estructura
5°Cap mono, di y tri fosfatados sugirieron una afinidad equiparable con respecto a
elF(iso)4E y, menor respecto a elF4E (Kropiwnicka et al., 2014). Mediante analisis
de doble hibrido, se encontr6 que nCBP es capaz de interaccionar con los factores
elF4G y elF(is0)4G y, que puede recuperar la traduccion in vitro de un mRNA hasta
en un 30% en ausencia de elF4E y elF(iso)4E (Ruud et al., 1998). Sin embargo,
hasta el momento no ha sido posible aun definir su participacion en la traduccién in
vivo. Un andlisis de expresion de nCBP a nivel de mRNA en diferentes tejidos de A.
thaliana mostré que su expresion es ubicua (Figura 8), presentando el mayor nivel
en raiz. En estudios globales de proteomica, nCBP fue detectado principalmente en
botones florales, aunque con niveles altos también en raiz, sugiriendo una funcion

tejido especifica (Hidalgo, 2007).
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Figura 8. Perfil de expresién del mensajero y proteina de nCBP en A. thaliana. A. Medicién 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).
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5.1 Funcion de nCBP en Arabidopsis thaliana

Existe muy poca informacion en la literatura respecto a la proteina nCBP de A.
thaliana. Ademas del estudio inicial de Ruud (1998), antes mencionado, existen solo
dos reportes adicionales sobre la proteina. Bush et al. (2009) reportaron que nCBP
es particularmente abundante en complejos de unién a 5°Cap aislados de cultivos
celulares en crecimiento activo, asi como en zonas meristematicas de hojas de A.
thaliana, indicando una participacion tejido-especifica de la proteina en distintas
etapas del desarrollo de la planta. En el segundo trabajo se observé que nCBP es
un factor necesario para el eficiente movimiento célula a célula de virus del género
Potexvirus, ya que su ausencia limita la propagacion de la infeccion en plantas de
A. thaliana pero no afecta la replicacion viral (Keima et al., 2016). Especificamente
se observld que en ausencia de nCBP disminuye la expresion de dos proteinas
importantes (TGB2 y TGB3), indispensables para el correcto movimiento del virus
hacia otras células. Estos resultados indicaron que nCBP también puede actuar
como un gen de resistencia recesiva en infecciones virales, funcién que hasta este
momento solo habia sido descrita para elF4E y elFiso4E, probablemente
participando en la sintesis (funcion traduccional) y/o estabilidad de los mensajeros
de TGB2 y TGB3.

En nuestro laboratorio se han llevado a cabo experimentos para dilucidar la funcién
que pudiera desempefiar nCBP en el desarrollo normal de la planta. El analisis de
una linea mutante homocigota nula de la proteina nCBP (insercion de T-DNA en el
exon 4 del gen) arrojé diferencias fenotipicas estadisticamente significativas con
respecto a plantas silvestres (WT), en condiciones normales de desarrollo. Estas
consistieron en un mayor numero de hojas de roseta, hojas caulinares,
influorescencias y silicuas, asi como un evidente retraso en su tiempo de floracion
de aproximadamente 10 dias (Figura 9; Ledn, 2016). Estos fenotipos sugieren una
funcién de nCBP en el proceso de desarrollo y floracion de A. thaliana. Debido al
retraso en el tiempo de floracion de la mutante, previamente se habia analizado la
expresion de genes representativos para las vias de floracion, encontrandose que

en ausencia de nCBP se alteran los niveles de mRNA de FCA y FLC (via autbnoma
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de floracion), fundamentando el fenotipo observado. Sin embargo, hasta el
momento no ha sido posible descubrir la funcion que juega nCBP en la via
autonoma de floracion (De la Torre, 2009).
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Figura 9. Fenotipo de plantas mutantes ncbp-1d. A. Fenotipo de plantas representativas ncbp-1d y
silvestres (WT) a los 38 dias de siembra. Se observa que ncbp-1d presenta retraso en la emergencia de la
influorescencia y mayor numero de hojas de roseta comparada con WT, cuya influorescencia mide mas de
15 cm de altura. B. Numero total de hojas de roseta contadas en el tiempo después de la germinacion. A
partir de los 28 dias las plantas WT cesan la produccion de hojas de roseta y dan paso a la aparicién de
influorescencias, mientras que en plantas mutantes esta etapa ocurre aproximadamente 10 dias después.
Las barras con *** indican diferencia estadisticamente significativa con respecto a WT (P<0.001). Tomado
de Ledn, 2016.

Para abordar la posible funcién de nCBP se realizaron ensayos de localizacion
celular de fusiones en el C-terminal de nCBP y elF4E con GFP. Las construcciones
se expresaron de manera transitoria en protoplastos de hoja de A. thaliana, bajo el
promotor constitutivo CaMV 35S y observados en microscopia confocal (Figura 10,
A; de la Torre, 2009). De manera interesante se observo que la proteina se localiza
en el citoplasma, mostrando patrones de acumulacion en regiones especificas que
asemejan SGs o PBs (Figura 10, B). La distribucion particular de nCBP fue
observada en diferentes eventos de transformacion y, diferia de la observada para
elF4E que mostraba patrones de distribucion difusos. Esto plantea la posibilidad de

gue nCBP forma parte de algiin complejo relacionado a estrés.
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Figura 10. Localizacién de nCBP-GFP y comparacion con otros granulos citoplasmaticos descritos
en plantas. A) Se observa que la localizacion de nCBP-GFP en protoplastos de A. thaliana es citoplasmatica,
en acumulos preferenciales (aun de naturaleza desconocida), a diferencia de elF4E-GFP que presento una
distribucién citoplasmatica difusa. Tomado de de la Torre (2009). B) La distribucién de nCBP-GFP asemeja
la distribucion de granulos de estrés descritos, en especial a SGs y PBs. La expresion de UBP1 y DCP1,
marcadores de SGs y PBs respectivamente, es en protoplastos del meséfilo de Nicotiana. Tomado de Weber
et al. (2008). Los ERBs son vistos en células epidermales de A. thaliana. Tomado de Hayashi et al. (2001).
Los HSGs son vistos en protoplastos de Nicotiana plumbaginifolia. Tomado de Miroshnichenko et al. (2005).
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Figura 11. Proteinas que interactian con nCBP.
Dadas las funciones de cada proteina interactora, se
plantea un modelo en el que nCBP podria estar
interactuando con ellas para formar un complejo o
granulo citoplasmatico.Tomado de Flores (2014).

En un trabajo posterior se
identificaron proteinas que podrian
interactuar con nCBP mediante
ensayos de “Pull down”, utilizando
nCBP recombinante y extractos
proteicos de plantas mutantes ncbp-1
(Flores, 2014). Entre estas se
encontr6 una predominancia de
proteinas que desempefian funciones
en procesos de respuesta a estrés
(como JALs, RD21, HSPs, Figura 11)
y no en la formacion del complejo de

inicio de la traduccion, lo que sugiere
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nuevamente la posible participacién de nCBP en procesos diferentes a la traduccion

Los hallazgos anteriores dirigieron la atencion hacia una posible regulacion por
NCBP en respuesta a estrés en plantas. Al evaluar los patrones de mRNA de nCBP
a partir de datos globales disponibles a partir de microarreglos (Arabidopsis eFP
Browser) se observé cambio en la expresion de nCBP en estrés osmaotico y estrés
por calor. De manera interesante se encontré que el nivel de expresién de su
mensajero en raiz, bajo condiciones de manitol 300 mM, aumenta desde la primera
hora (1.2 veces) e incrementa en los siguientes tiempos hasta mantener un nivel

elevado de expresion (véase color rojo en la Figura 12) a lo largo del tiempo de

evaluacion.
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Figura 12. Andlisis in silico del nivel de expresion del gen nCBP, a distintos tiempos, bajo condiciones
de estrés abidtico. 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, por manitol a 300 mM y estrés por calor. 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 osmotico los niveles aumentan desde la primera hora de evaluacién. En calor
se observa un aumento del transcrito solo a las 3 horas de evaluacion. A lado derecho se muestra la escala
de veces de cambio con respecto a la condicién control.
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Para la condicion de estrés por calor sé6lo se observé un aumento en la expresion a
las tres horas y se mantuvo al mismo nivel que la condicién control en los tiempos
subsecuentes Por ultimo, en estrés por frio no se observé aumento alguno en la

expresion de nCBP.

Debido a que se observé una aumento importante en la expresion del mensajero en
estrés osmotico, realizamos experimentos de estrés por manitol para evaluar la
respuesta de plantas mutantes (nulas a nCBP) y silvestres in vivo. Como se observa
en la Figura 13, bajo condiciones sin estrés, el fenotipo de las plantas WT y ncbp-
1d es similar, ambas desarrollan plantulas de un mismo tamafio y longitud de raiz.
En cambio, bajo condiciones de estrés por manitol, se observd una diferencia
importante en el fenotipo de las plantas mutantes, las que desarrollaron una raiz
mucho menor que las plantas WT. Pese a que ambas se afectan severamente en

su desarrollo, las plantas silvestres resisten mas el estrés (mayor longitud de raiz).

Control 200mM Manitol
WT ncbp-1d

Figura 13. Fenotipo del desarrollo de raiz de plantas silvestres y mutantes ncbhp-1d en estrés
osmético y control. Fenotipo de plantulas a los 25 dias de evaluacion, después de la germinacion, en
condiciones control y con manitol 200 mM. Se observa en las condiciones de estrés que plantulas mutantes
desarrollan una longitud de raiz menor que plantas silvestres. Tomado de Leén (2016).
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Estos antecedentes apoyan que nCBP puede estar desempefiando una funcién
importante en la modulacion de la respuesta de A. thaliana a condiciones de estrés.
A nivel molecular no se conoce cédmo nCBP podria estar ejerciendo su funcion, pero
dada su afinidad al 5"Cap y su interaccion con diversas proteinas, se presume que
podria actuar en la exportacion nuclear de mRNAs, su localizacién en granulos

citoplasmaticos debidos al estrés o incluso, ejercer inhibicion traduccional.
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6. HIPOTESIS

Si nCBP interacciona con proteinas distintas al complejo traduccional, las cuales
poseen funciones de estrés y, presenta una distribucion citoplasmatica en regiones
localizadas, se hipotetiza que la proteina nCBP participe y sea co-localizada a
granulos citoplasmaticos de respuesta a estrés y, que su nivel de expresion

aumente en estrés osmotico comparado con las condiciones control.

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General

Determinar el nivel de expresion de nCBP en estrés osmatico y, su localizacion
subcelular en granulos en respuesta a estrés, en plantulas y protoplastos de

Arabidopsis thaliana, respectivamente.

7.2 Objetivos Particulares

e Andlisis de la expresion de nCBP en condiciones de estrés osmatico.

e Determinar la distribucion subcelular de la proteina nCBP con el reportero
GFP, en condiciones control y de estrés, en protoplastos de A. thaliana.

e Determinar el tipo de granulo que forma nCBP, en protoplastos de A. thaliana,
mediante co-localizacion con marcadores de granulos citoplasmaticos

reportados en plantas.
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8. METODOLOGIA

8.1 Material biolégico

Se ocupo una linea mutante nula de la proteina NnCBP por insercion de T-DNA en el
cuarto exon del gen nCBP (SALK-131503.32.70), asi como plantas silvestres (WT),
ambas en ecotipo Col-0. Para los experimentos de estrés osmotico las semillas
fueron esterilizadas previamente como se describe a continuacién: se colocaron en
un microtubo y se les adicion6 1 mL de una solucion Cloro 20% + Tween 0.1%. Se
mantuvieron en agitacion vigorosa durante 20 min y se elimind el sobrenadante. A
continuacion, se adicioné 1 mL de cloro al 20% para dejar de nueva cuenta en
agitacion por 10 min. Una vez concluido el tiempo se elimin6 el sobrenadante, se
lavaron las semillas cinco veces con 1 mL de agua estéril por 30 s, hasta eliminar
completamente el hipoclorito/Tween. Finalmente, después del dltimo lavado se

adicion6 1 mL de agua estéril.

8.2 Tratamientos de estrés osmotico con manitol

El estrés osmoético con manitol, aplicado a plantulas de A. thaliana, se realiz6

germinando semillas de plantas WT en medio MS liquido y sélido (con agar).

8.2.1 Estrés osmotico en medio liquido

Entre 15-20 semillas desinfectadas fueron colocadas en 20 mL de medié Murashige
y Skoog (MS) 0.5 % (w/v), sacarosa 0.5 % (w/v), MES (amortiguador) 0.02 % (w/v)
y vitaminas Gamborg B5 1X, a un pH de 5.7. Los frascos fueron sellados con
parafilm e incubados por dos dias, a 4°C en oscuridad, para estratificar tiempo de
germinacion. Después se pasaron a una camara de incubacién a 22 °C con un
fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad (dia largo). Siete dias después se
cambié de medio de germinacion por uno nuevo sin sacarosa (20 mL por frasco).
Tres dias después se tomo6 una muestra de las plantulas (tiempo 0; sin estrés) y a
los frascos restantes se afiadieron 20 mL de medio MS con Manitol 600mM para
tener una concentracion final de 300 mM (estrés osmatico). Se recolectaron

muestras a las 1.5, 3, 6 y 24 h después de la adicion de manitol. Las muestras
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fueron recolectadas en periodo de luz. Se llevaron a cabo tres réplicas biolégicas
independientes. Para dos de ellas (segunda y tercer réplica) la adiciébn del manitol
se llevd a cabo a las 8 h después de haber iniciado el ciclo de luz, mientras que para
la primera réplica biologica la adicion se realizé 11 h después de iniciado el
fotoperiodo de luz. El tejido obtenido de cada frasco fue considerado como un grupo

de plantas y fue almacenado a -70 °C hasta su uso.

8.2.2 Estrés osmotico en medio sélido

Las semillas desinfectadas se sembraron en cajas Petri (de 15 x 15 cm) con medio
sélido (la composicién fue igual que el medi6 liquido MS, adicionado con agar al 10
%). Para plantulas sometidas a estrés osmotico se adicion6 ademéas manitol a una
concentracion de 200 mM. Una vez sembradas las semillas en medio sin y con
manitol, se sellaron las cajas con parafilm y se cubrieron con papel aluminio para
dejarlas a 4 °C por 48 h (sincronizacion de germinacion). Después, se pasaron a
una cadmara de incubacién de manera vertical, a 22 °C con un fotoperiodo de 16 h
de luz y 8 h de oscuridad (dia largo). A los 10, 14, 18, y 22 dias después de la
germinacion en condicion control y en estrés, se recolecto el tejido y se almacend a
-70°C hasta su uso. Se llevaron a cabo dos réplicas bioldgicas independientes,
procurando sembrar en las mismas condiciones de temperatura (25°C) y luz. En
cada caja se sembraron aproximadamente 6 plantulas. Se hizo una mezcla de 12
plantulas para la extraccién de RNA y posterior evaluacion de la expresion de nCBP.

8.3 RT-qPCR
8.3.1 Extraccion de RNA total

La extraccion de RNA se realiz0 siguiendo la técnica recomendada por el fabricante
del reactivo Trizol (Invitrogen Carlbad CA, USA). Se partié6 de 100 mg de tejido el
cual se pulverizé con ayuda de nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino en un
microtubo de 1.5 mL. Enseguida, se adicion6 1 mL del reactivo Trizol y se agit6 la
mezcla hasta resuspension total. EI homogenizado se dejé incubando por 5 min a

temperatura ambiente para permitir la disociacion completa de los complejos
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nucleoproteina. Después, se adicionaron 200 pL de cloroformo y se agito
vigorosamente por 15 s, dejando incubar por 3 min a temperatura ambiente, seguido
por una centrifugacion a 12000 x g durante 15 min a 4°C. En esta etapa, la mezcla
se separa en dos fases, una inferior compuesta por fenol cloroformo, una interfase,
y finalmente una fase superior acuosa que contiene el RNA; esta ultima se transfirio
a un nuevo microtubo de 1.5 mL para precipitar el RNA adicionando 500 pL de
isopropanol absoluto. Se dejo incubando por 10 min a temperatura ambiente y se
centrifugd a 12000 x g durante 10 min a 4°C. Se removié el sobrenadante y el
precipitado de un color blanco gelatinoso se lavé con 1 mL de etanol al 75 %,
centrifugando a 7500 x g a 4 °C durante 5 min. Después, se eliming el sobrenadante
y se dej6 secando sobre papel absorbente a temperatura ambiente. A continuacion
se re-suspendio el RNA en agua libre de RNasa. Finalmente, el RNA se separ6 en
un gel de agarosa al 1.5 % con amortiguador TAE 1X y bromuro de etidio, para
observar la integridad y pureza del RNA. EI RNA se almacend a -70 °C hasta su

uso.

8.3.2 Tratamiento de RNA con DNasa

Previo a la sintesis del cDNA complementario y su amplificacién, se llevo acabo 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 gPCR) se obtuviera sélo a partir de cDNA y no de DNA. La

reaccion de digestion del DNA consistio de:

RNA (a tratar) 1-8 uL
Amortiguador RQ1 DNasa 10X 1puL
Enzima DNasa 1puL

H20 (libre de RNasa) c.b.p. 10 pL

La mezcla se incub6 a 37 °C por 30 min. Posteriormente se adicion6 1 pL de
solucion RQ1 DNase Stop Solution para detener la reaccion, incubando por 10 min
a 65 °C para inactivar la DNasa.

8.3.3 RT y PCR en tiempo real o cuantitativa (RT-qPCR)
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Se realizo la sintesis de DNA complementario (cDNA) y su cuantificacion por gPCR
en un solo paso mediante el uso del Kit EXPRESS One-Step SuperScript RT-gPCR
SuperMix (Thermo Fischer) y el termociclador Applied Biosystems 7500.

Se prepararon reacciones de 10 pL por triplicado con la siguiente composicion:

e 0.2 pL SuperScript

e 5.0 uL EXPRESS gPCR SuperMix con ROX

e 0.4 uL de cebadores (forward y reverse 10 uM c/u)

e 3.4 pL de H20dd

e 1.0 uL de templado (RNA, dilucién de RNA o H20 como control negativo)
e 2.5pL de H20

Los cebadores empleados fueron disefiados de manera especifica para PCR
cuantitativa (ver Anexo 1, listado de oligos). El programa del termociclador consistio
en las incubaciones: 95°C por 10 min, 40 ciclos de 95 °C por 15 sy 60 °C por 1 min,
seguido por un andlisis de curva de desnaturalizacion a 60-95 °C. Debido a que la
eficiencia obtenida de los cebadores para amplificar nCBP fue menor a 100 % (de
73 %), se ajusto la expresidn relativa con respecto a la eficiencia obtenida para el

gen constitutivo (HK, housekeeping), empleando la siguiente formula:

(CT cond 1—CT condicién 2)

10 (m gen_iilterés)

(7rrrr)
10

ER =

(CT cond 1 HK—CT condiciéon 2 HK)

Donde: ER = Eficiencia relativa; m = pendiente de la curva de eficiencia (gen de
interés o HK); cond 1= condicién de referencia; cond 2 = condicion de prueba; HK =

gen de referencia (housekeeping).
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8.4 Obtencion de construcciones con proteinas fluorescentes

8.4.1 Disefo de cebadores

Para el diseio de cebadores se utilizd el software Primer3Plus

(http://www.bioinformatics.nl/cqi-bin/primer3plus.cgi; Untergasser, 2007) y el

software Sequence Manipulation Suite

(http://www.biomol.unb.br/sms2/pcr_primer_stats.html), para verificar que los

cebadores no formaran dimeros o estructuras secundarias. También se realiz6 una
busqueda mediante Blast para asegurar que estos reconocieran sélo la secuencia
del gen de interes. Para ello se empled Primer-Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Los cebadores disefiados (ver

Anexo 1, listado de oligos) flanquean la regién codificante de los genes, sin incluir
el coddn de paro, y poseen en el extremo 5" una secuencia adicional de CACC
usada para clonar el DNA recombinante en un vector pENTR-TOPO (de entrada) vy,
por recombinacién, llevar el producto génico a un vector destino (sistema
GATEWAY) con la proteina reportera de interés CFP o YFP.

8.4.2 Reacciones de PCR punto final

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo empleando un termociclador Veriti
Thermal Cycler, de Applied Biosystems. La composicion de cada reaccion consistio
de: 2 pL de amortiguador 10X, 1.8 puL de MgClz2 25 mM, 0.4 pL de dNTPs 10 mM,
0.2 pL de cebador Forward 10 mM y 0.2 uL de cebador Reverse 10 mM, 0.3 pL de
Tag DNA Polimerase (recombinante) de Fermentas, DNA (50 ng por reaccion) vy,
agua grado PCR para un volumen final de 20 uL. Las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: 1 ciclo de pre-desnaturalizacién de 5 min a 94 °C, seguido por
30 ciclos de amplificacién del fragmento: desnaturalizacion a 94 °C por 15 s,
alineamiento entre 60-62 °C (dependiendo de los cebadores y su temperatura
optima) por 30 sy, extension a 72 °C por 2 min. Por ultimo, un ciclo de extension
final de la cadena a 72 °C por 8 min. Cada producto de PCR fue separado en un gel
de agarosa al 1.5 %, en soluciéon TAE 1X, tefiido con bromuro de etidio para

visualizarlos en UV.
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8.4.3 Purificacion de DNA a partir de geles de agarosa

Los productos obtenidos por PCR fueron purificados a partir de geles de agarosa,
ocupando el kit QIAquick Gel Extraction, siguiendo las recomendaciones dadas por
el proveedor (Qiagen). El fragmento de DNA del gel se cortd y pesé. Se adicionaron
3 volimenes de buffer QG por cada volumen de gel (100 mg = 100 pL). Se incubd
la muestra a 50 °C por 10 min, mezclando por inversion cada cierto tiempo durante
la incubacion. Se adicion6 1 volumen de gel de isopropanol absoluto a la muestra 'y
se mezclo por pipeteo. Después, la muestra fue colocada en una columna QIAquick
y se centrifugd 1 min a 13000 rpm, descartando el liquido del tubo colector. Para
lavar se adicionaron 750 pL de Buffer PE a la columna y se centrifugd por 1 min.
Finalmente para la elucidon se adicionaron 30 pL de agua estéril a la columna,
dejandola incubar por 5 min, para después centrifugar por 1 min. La muestra de

DNA se almacené a -20 °C hasta su uso.

8.4.4 Clonacion del producto de PCR en el vector pENTR-D-TOPO

Para llevar a cabo la reaccién de ligacién del producto de PCR se siguié el protocolo
establecido por el proveedor del vector, cuidando de seguir todas las indicaciones
especiales para aumentar la eficiencia de la reaccion. La reaccion de ligacion se

describe a continuacion:

Tabla 1. Reaccién de ligacion

Reactivo Cantidad
Productode PCR  0.2-2puL (5-10ng)
Solucién salina 0.5 uL
Agua esteéril c.b.p 3 puL
Vector TOPO 0.5 uL
Volumen final 3 uL

Se mezclaron gentilmente todos los componentes indicados en la tabla 1 y se dejo

incubando la reaccion 24 h a temperatura ambiente. Después, se prosiguié a
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transformar células quimio-competentes de E. coli (TOP10 o DH5a). También se
llevé a cabo a la par la ligacién del producto de PCR que contiene el kit, como control
positivo de ligacion y transformacion.

8.4.5 Obtencion de células competentes y su transformacion

Se llevé acabo la obtencion de células competentes E. coli por el método de cloruro
de calcio. De manera breve: se inoculé una colonia de la cepa E. coli a emplear
(DH5a, Top 10 0 DB3.1) en 10 mL de medio LB sin antibiético. Se dejé crecer toda
la noche a 37 °C en agitacion de 250 rpm. De este pre-cultivo se tomé 1 mL para
inocular 100 mL de medio LB, para de nueva cuenta dejar incubando a 37 °C y 200
rpm hasta alcanzar una densidad Optica de 0.37 (a 590 nm). Una vez alcanzada la
densidad se reparti6 el cultivo en 4 tubos falcon de 50 mL estériles (pre-enfriados)
y dejé incubando por 10 min. Después, se centrifugd a 3000 rpm por 7 min a 4 °C.
El sobrenadante se descartd y el boton se resuspendié en 10 mL de solucién de
CaCl2 100 mM (con 15 % de glicerol) fria, para después centrifugar de nueva cuenta
a 3000 rpm, 7 min, a 4 °C. De nueva cuenta se descartd el sobrenadante y se
resuspendieron los botones en 10 mL de la solucion de CaClz2 1000 mM fria. Todos
los botones resuspendidos fueron juntados en un solo tubo falcon, dejando incubar
en hielo durante 30 min. Después de este tiempo, se centrifugd a 3000 rpm por 7
min a 4 °C, se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el botén en 2.5 mL de
solucién de CaCl: fria. Finalmente se repartié6 en alicuotas de 50 pL en tubos
eppendorf de 1.5 mL, congeladas con ayuda de N2 liquido y almacendas a -70 °C

hasta su uso.

La transformacion se describe de manera breve a continuacion:

1. De la reaccion de ligacion (producto en el vector pENTR-D-TOPO) se tomo
un volumen de 2 uL y se coloco6 en un tubo de 1.5 mL estéril, dejandolo en
hielo. Para el vector control se ocup6 0.1 ng de plasmido.

2. Las células competentes (células E. coli Top 10 o DH5a) fueron

descongeladas 5 min antes de usar.
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Se agregaron 50 L de las células al tubo de reaccién del producto de ligacion
(paso 1) y se mezcld gentilmente.

Se dejé incubando por 30 min la reaccién para después calentar el tubo por
30-35 s en un bafio a temperatura exacta de 42 °C. Inmediatamente se
regreso a hielo.

Se adicioné 250 pL de medio SOC a cada reaccién de ligacion y dejé
incubando por 1.5 h a 37 °C con agitacion (150 rpm).

Una vez concluido el tiempo de incubacion se plaque6 toda la reaccion (300
uL) en dos placas con medio LB mas kanamicina 50 pg/mL.

Las placas se dejaron incubando toda la noche a 37 °C, para después

seleccionar colonias positivas y verificar su transformacién con el vector.

8.4.6 Aislamiento de DNA plasmidico y analisis

Para la extraccion del DNA plasmidico se ocup0 el kit GenElute Plasmid Miniprep

de SIGMA. El procedimiento seguido se describe a continuacion:

1.

Se partié de un cultivo celular liquido (5 mL), en medio LB con antibi6tico,
obtenido a partir de una colonia positiva.

Se centrifug6 el cultivo por 1 min a 12 000 x g. El sobrenadante se descarto
y las células se resuspendieron en 200 pL de solucién de resuspension,
mezclando por pipeteo.

Las células fueron lisadas agregando 200 pL de solucion de lisis, mezclando
gentilmente hasta obtener una mezcla clara y viscosa.

Se adiciond 350 pL de solucién de neutralizacion y se invirtio el tubo 4 — 6
veces para mezclar. Después, se centrifugoé a 12 000 x g por 10 min para
separar el debris celular.

El lisado aclarado se transfiri a la columna y se centrifugé a 12 000 x g por
1 min. Se realizé una segunda centrifugacion por 2 min para remover el
exceso de etanol.

Finalmente para la elucién se adicionaron 50 yL de solucién de elucién (o
agua DEPC) a la columna centrifugando por 1 min.

El plasmido eluido se almacend a -20 °C hasta su uso.
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El plasmido ocupado para las transfecciones fue obtenido también con kit pero, en
este caso con un MaxiPrep, que permitio tenerlo en mayor concentracion y con una

mejor calidad para la expresion en la célula.

La confirmacién de insercidn y correcta orientacion del gen en el vector fue llevada
a cabo por digestién enzimatica, en todos los casos por una doble digestion. Para
ello se ocuparon 5 pg de DNA plasmidico para un volumen final de 20 pL de
reaccion. Por cada reaccion se adicion6 ademas el amortiguador indicado para
ambas enzimas en una concentracion 1X, la enzima correspondiente de acuerdo a
los sitios de corte del inserto y del vector y, agua estéril para alcanzar el volumen
final. La reaccion fue incubada a 37 °C por 2 h, para después correr los fragmentos
obtenidos en un gel de agarosa al 1.5 %, y buffer TAE 1X, tefiido con bromuro de
etidio. Las imagenes fueron tomadas en un fotodocumentador ChemiDoc de la

marca Bio-Rad, procesadas con el software Image Lab.

8.4.7 Recombinacion del vector de entrada al vector destino pEarlyGate

Una vez confirmada la insercion del gen de interés en el vector pENTR-D-TOPO,
en la orientacion correcta y sin modificaciones en la secuencia de bases, se
prosiguié a recombinar el vector de entrada con el vector destino el cual posee la
proteina reportera de interés (CFP o YFP). Para llevar a cabo la reacciéon se ocup6
la enzima LR Clonase de Invitrogen, siguiendo el protocolo indicado por el

proveedor. La mezcla de reaccion se describe a continuacion:

Tabla 2. Reaccion de recombinacion
Plasmido (clona entrada) 150 ng
Vector destino 70 ng
Buffer LR Clonase 2 uL
Buffer TE, pH =8 c.b.p8puL

Volumen final 8 uL
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Se adicionaron los reactivos indicados en un microtubo de 1.5 mL y, se mezclo
brevemente con vortex por 2 s. A continuacion se afiadid 2 pL de la enzima LR
Clonase a la reaccién y se mezcldé brevemente. La reaccion se centrifugd y se
incubo a 25 °C por 3 h. Una vez transcurrido el tiempo se afiadio 1 pL de Proteinase
Ky se incubd a 37 °C por 10 min para asi inactivar la reaccion. Finalmente se
procedi6 a transformar células E. coli Top10 o DH5a con el volumen total (10 pL) de
la reaccion. El marcador de seleccion en este vector fue de nueva cuenta

kanamicina (50 pg/mL).

8.5 Expresion transitoria de las construcciones en protoplastos

Para la co-localizacion de la proteina nCBP con las proteinas marcadoras de
granulos de estrés se llevo a cabo su expresion transitoria en protoplastos aislados
a partir del mesofilo de hojas de A. thaliana. El protocolo empleado para el

aislamiento de los protoplastos es el descrito por Yoo et al., 2007.

8.5.1 Aislamiento de protoplastos de hojas de A. thaliana

1- Se utilizaron plantas de 3-4 semanas de edad (es muy importante que se
utilicen antes de la floracién). Las plantas también deben de estar
completamente sanas.

2- Con una navaja se cortaron los terceros y cuartas partes de las hojas. La
parte superior e inferior de la hoja se desechd y la parte media se cortd en
pequeinas tiras de aproximadamente 0.5-1.0 mm de ancho, teniendo el
cuidado de no maltratar las hojas.

3- Las tiras obtenidas se sumergieron inmediatamente en la solucion de
enzimas (ver Anexo 3, listado de soluciones), con ayuda de unas pinzas
delgadas. En este paso fue importante sumergir ambos lados de la tira para
permitir mayor contacto con la solucion.

4- Se aplicé vacio con ayuda de un desecador (protegido de la luz) durante 25
min.

5- Posteriormente se retird el vacio y se continud con la digestién durante 90

min mas en agitacion suave (40 rpm, 25 °C, oscuridad). La solucion después
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de este tiempo se torno6 verde, lo que indica la liberacion de los protoplastos
(se puede agitar a 80 rpm, 25 °C durante 5 min, 0 menos, para facilitar la
liberacién de los protoplastos). En el periodo de esta incubacion se debe
preparar la solucion PEG (ver Anexo 3).

6- Se agregod 1 volumen de la solucion W5 (ver Anexo 3) y se filtro a través de
una malla de nylon mesh de 37-75 um, humedecida previamente con aguay
con la solucion W5.

7- Se centrifugd durante 2 min, 200 x g, 4 °C. El sobrenadante se desechd y el
boton se resuspendio agitando suavemente.

8- Con ayuda de un microscopio se verifico la integridad de los protoplastos. Si
estos se encuentran en buenas condiciones, se realiza el conteo en un
hematocitometro.

9- Se ajusto el volumen de los protoplastos con la solucion W5 para tener 2 X
10%/mL (es importante que se tome en cuenta el volumen en el que estan
resuspendidos los protoplastos).

10- Se centrifugd nuevamente durante 2 min, 200 x g, 4 °C, se descart6 el
sobrenadante y el botén se resuspendio con la solucién W5 para tener 2 x
10°/mL de protoplastos.

11- Los protoplastos se incubaron en hielo y oscuridad durante 30 min.

12- Finalmente se centrifugd durante 2 min, 200 x g, 4 °C, se descarto el
sobrenadante y el botdn se resuspendié con la solucion MMg (ver Anexo 3)

para tener 2 x 10°/mL de protoplastos.

8.5.2 Transfeccion DNA-PEG-Ca?*

Todo el proceso de transfeccién se realiz6 a temperatura ambiente. Los pasos que

se siguieron se describen a continuacion:

1- Enun tubo de 2 mL con fondo redondo se adiciond:
a) 10 pL de DNA (10-20 pg)
b) 100 pL de protoplastos (Nota: mezclar suavemente el tubo de los

protoplastos cada vez que se tome una alicuota)
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Se mezcldo golpeando suavemente la parte inferior del tubo y se
adicionaron110 pL de la solucién PEG (ver Anexo 3). Se tap6 el tubo y se
mezcld por inversion.

La mezcla de transfeccion se incub6 durante 30 min a 25 °C, en oscuridad.

Para detener la reaccion, se agregaron 440 pL de la solucion W5 y se

mezcld por inversion.

Se centrifugd durante 2 min, 200 x g, 25 °C. El sobrenadante se desechd v,

el botdn se resuspendié gentilmente en 100 pL de la solucién W5.

Los protoplastos resuspendidos se agregaron en un pozo de una placa de

cultivo celular.

a) Para evitar que los protoplastos se adhieran a la superficie de la placa,
los pozos se cubrieron durante 1 s con 1 mL de una solucion de suero
bovino fetal al 5 %.

b) El suero se retird6 y se agregd un volumen de la solucién W5
(dependiendo de la capacidad de la placa: 1 mL para 6 pozos, 0.5 mL
para 12 pozos 6 0.25 mL para 24 pozos).

La placa se cubrié con parafilm y se incub6 16 h a 25 °C en oscuridad, para

permitir un tiempo basal de expresion del gen.

Finalmente, después de la incubacién y los tratamientos de estrés (ver

siguiente punto), los protoplastos fueron trasladados a un tubo de fondo

redondo para centrifugar durante 2 min, 200 x g, 25 °C. El sobrenadante fue
desechado y el botdn resuspendido gentilmente en 100 uL de la solucion

WS5. Inmediatamente después de la cosecha se prosiguio a su observacion

en un microscopio confocal.

8.5.3 Tratamientos de estrés a los protoplastos

Previé a la cosecha de los protoplastos se aplicaron diversos tratamientos para
permitir la adecuada formacion de los granulos de estrés y asi, co-localizar la
proteina nCBP. Los tratamientos aplicados han sido reportados de manera previa,
donde se ha estudiado las condiciones que favorecen su formacién. De manera

breve: para la formacion de los granulos de estrés (SGs) los protoplastos fueron
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incubados a 40°C por un periodo de 45 min, previo a su observacion en microscopio
(Weber et al., 2008). La induccion de formacion de los cuerpos de procesamiento
(PBs) fue llevada a cabo incubando los protoplastos en el porta con el cubreobjetos
por un periodo de 20 min previo a su observacion (Weber et al., 2008). El estrés
aplicado para la formacion de los granulos de choqué térmico (HSGs) consistié de
un periodo de incubacién de 15 min a 40 °C, seguido de un periodo de recuperacién
a 25 °C por 2 h para después incubar de nueva cuenta a 40 °C por una 1 h més. Se
ha visto que en esta condicién se favorece la expresion y acumulacion de las
proteinas de choque térmico (HSPs), principal constituyente de este tipo de granulos
(Nover et al., 1989; Lyck et al.,, 1997; Kirschner et al., 2000). Finalmente, la
formacién de los cuerpos derivados de reticulo endoplasmico (ERBSs) fue inducida
por tratamiento con MeJA a una concentracion de 100 uM por un periodo de 3 h
previo a su observacién (Pomeranz et al., 2010; Matsushima et al., 2002). Para la
condicién control, los protoplastos fueron observados al microscopio después de la

cosecha y sin un tratamiento posterior.

8.6 Microscopia confocal

Para la observacion de los protoplastos y localizacidn de los genes con las proteinas
reporteras, se ocup6 el microscopio confocal Olympus FluoView™ 1000, equipado
con el software FV10-ASW 3.0. Los protoplastos fueron colocados en un
portaobjetos concavo con su correspondiente cubreobjetos. Todas las imagenes
fueron tomadas con un objetivo de inmersion 60 X. Las longitudes de excitacion y
emision para las proteinas de fusion empleadas son: CFP fue excitado a 458 nm y
detectado en un rango de 470-500 nm; GFP fue excitado a 488 nm y detectado
entre 500-525 nm; YFP fue excitado a 514 nm y detectado en un rango de 520-550
nm; RFP fue excitado a una longitud de 543 nm y detectado en un rango de 553-
630 nm. Finalmente, se considero¢ la autofluorescencia de la clorofila. Para ello se
ocupd una longitud de excitacion de 488 nm y un rango de deteccion de 630-690
nm. Estas sefiales fueron tomadas como fondo para asegurar que las longitudes
emitidas fueran debidas solo a la excitacién de la proteina reportero y no a la

excitacion de la clorofila.
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9. RESULTADOS

9.1 Expresion de nCBP en estrés osmotico

Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar de manera cuantitativa la expresion
del mensajero de nCBP en estrés osmaotico. De acuerdo con los datos disponibles
a partir de microarreglos de A. thaliana (eFP Browser) su expresion en este tipo de
estrés aumenta. Ademas, en un trabajo previo se observo que en ausencia de nCBP
se afecta el desarrollo de raiz de plantulas que crecen en medio con manitol 200
mM (Leon, 2016). Por tal motivo los niveles de mRNA de nCBP fueron evaluados
por RT-gPCR en plantulas que germinaron y crecieron en medio MS al que se
adicion6 manitol 200 mM (estrés osmatico) a diferentes tiempos post-germinacion.
La expresion fue comparada respecto a plantulas crecidas en los mismos dias en
medio sin manitol (sin estrés). La Figura 14 muestra los resultados de la expresion

relativa de nCBP obtenida para cada dia evaluado.
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‘O ]:
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Tiempo de estrés (dias)

Figura 14. Expresion relativa de nCBP de plantulas crecidas en estrés osmético y en condicién
control. Mediante RT-gPCR se evalué la expresion del transcrito de nCBP a distintos dias de crecimiento en
condiciones control y en estrés con manitol 200 mM. Los valores de expresion fueron normalizados con
respecto al gen endégeno 18S (housekeeping). La cuantificacion relativa de cada muestra fue calibrada con
respecto a la muestra 10 dias control, la cual fue considerada como muestra de referencia. Asterisco (*)
indica diferencia estadistica significativa: * P < 0.05; ** P < 0.01, analizado con una t-student. Con linea
naranja se muestra los grupos que mostraron diferencia significativa en el dia evaluado. Las barras de error
indican el error estandar de la media (n = 6). Dos réplicas bioldgicas fueron evaluadas.
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Se observa que la expresion del mensajero en condicion control aumenta a lo largo
de los dias evaluados con respecto al dia 10. En estrés osmotico, el mensajero
también aumenta con respecto al dia 10, pero solo de manera significativa en el dia
22. La comparacion de la expresion de nCBP entre control y estrés, por dia, muestra
que solo al dia 18 hay una diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05),
debida a una menor expresion del mensajero en estrés. Estos resultados indican
que la expresion de nCBP no se modifica de manera importante (incrementa o
disminuye) por la concentracion de manitol utilizada, ya que no existe cambios
significativos con respecto a la condicidén control (excepto al dia 18 donde disminuye
significativamente en estrés). Por otra parte, el aumento significativo del mensajero
en el crecimiento de la plantula bajo condicion control indica que su expresion es

regulada por el desarrollo.

Considerando que las plantulas estan desde germinacion, hasta dia 22 en medio
con manitol, puede ocurrir que la respuesta de nCBP haya sido temprana tal que en
dias tardios no se detecten cambios apreciables entre condicion control y estrés.
Por tal motivo se decidio evaluar la expresion a tiempos cortos del estimulo (horas),
de manera similar a las condiciones evaluadas en los analisis por microarreglos
depositados en el eFP Browser de A. thaliana. Para ello se ocuparon plantulas de
12 dias después de la germinacion (crecidas en medio liquido, sin manitol) las
cuales se sometieron a estrés osmoético (manitol 300 mM), determinando la
expresion de nCBP a distintas horas del estimulo. La Figura 15 muestra los
resultados de expresion relativa de dos réplicas biologicas independientes. Como
se aprecia, los resultados obtenidos entre las réplicas no son tan reproducibles,
existiendo variaciones significativas en algunas horas de evaluacion (indicado con
lineas azules), pese a que el tiempo de inicio del estrés y la recoleccion de muestras
fueron realizados en horario similar pero dias diferentes. A pesar de esto fue posible
encontrar algunos datos interesantes. En primer lugar se observa que para cada
tiempo de estrés, en la réplica biol6gica 2 (2RB), existe un cambio significativo en
la expresion de nCBP con respecto al tiempo 0 o control sin manitol. En el caso de
la réplica 1 no hubo diferencia significativa a las 3 y 24 horas de estrés con respecto

a la expresion en el tiempo 0, mientras a las 1.5 y 6 horas si.
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Figura 15. Expresion relativa de nCBP de plantulas de A. thaliana, sometidas a estrés con manitol
300 mM, a distintas horas de evaluacion. Mediante RT-qPCR se evalud la expresion del transcrito de
nCBP a distintas horas en presencia de manitol 300 mM. Los valores de expresion fueron normalizados con
respecto al gen enddgeno 18S (housekeeping). La cuantificacion relativa de cada muestra bioldgica fue
calibrada con respecto a la muestra a tiempo O, la cual fue considerada como muestra de referencia.
Asterisco (*) indica diferencia estadistica significativa: ** P < 0.01; ** P < 0.001, analizado con una t-student.
Las barras de error indican el error estandar de la media (n = 9). Dos réplicas bioldgicas (RB) independientes
fueron empleadas para evaluar la expresion del mensajero (1RB y 2RB). Con linea azul se indica los puntos
en los que existe diferencia estadistica significativa entre replicas bioldgicas.

Por otra parte, se observa una tendencia general entre réplicas biol6gicas de una
baja en la expresion de nCBP a partir de las 3 h, que se mantiene hasta las 24 h de
la evaluacién. También se observa que existe un periodo entre 0y 1.5 h en el que
aumenta la expresion del transcrito, excepto para la réplica bioldgica 2 en la que
desde el tiempo 1.5 h comienza la bajada de expresion. Estos resultados indican
gue existe un periodo de tiempo (entre 0y 1.5 h) en la que posiblemente se requiere
un mayor nivel de expresion de nCBP en respuesta al estrés, probablemente para
regular el destino (represion o traduccién de ciertos mensajeros) que permita
responder de manera rapida a la condicion. En cambio, a tiempos mas largos, su
expresion no sostiene la estimulacion inicial, probablemente debido a la accion de

otros factores que podrian participar en la respuesta al estrés.

58



9.2 Anadlisis de las fusiones traduccionales con proteinas fluorescentes

obtenidas por el sistema Gateway

9.2.1 Clonacion de fragmentos de DNA en el vector pENTR-D-TOPO

Para dilucidar la naturaleza de los cuerpos citoplasmaticos formados por nCBP,
reportados previamente (De la Torre, 2009), fue necesario obtener construcciones
de proteinas marcadoras de granulos citoplasmaticos, fusionadas a una proteina

fluorescente para facilitar su deteccion.

Se disefiaron cebadores para amplificar la region codificante de los siguientes genes
de interés (ver Anexo 1, listado de oligos): DCP1y XRN4 para PBs; RBP47 y UBP1B
para SGs; RD21 y PYK10 para ERBs; HSPl y HSP17 para HSGs. Las secuencias
fueron amplificadas a partir de DNA genémico y de cDNA, obtenido a partir de RNA
extraido de plantulas de A. thaliana de 22 dias en condiciones control o de estrés
con manitol (véase Figura 16). Se observa en la figura que ningun gen pudo ser
amplificado con cDNA de plantulas crecidas en condicion control pero, si a partir del
cDNA obtenido de plantulas crecidas en estrés, indicando que esta condicidon
permitié6 mayor expresion del mensajero de estos genes. Por otra parte, a excepcion
de PYK10 y UBP1B, también fue posible amplificar las secuencias gendmicas de
cada gen (DNA con intrones, véase Figura 16). A la derecha de la imagen se enlista
el tamafio esperado para cada fragmento amplificado. Cabe destacar que no se
observa en la imagen la amplificacion de DCP1 y XRN4 debido a que se contaba
con las construcciones apropiadas para estas proteinas, donadas por el Dr. Marcus
Fauth, del Instituto Molecular de Biociencias de la Universidad Goethe en Frankfurt,
Alemania (Weber et al., 2008). Para dichas construcciones se realizd la
comprobacién apropiada mediante patrones de digestion enzimatica (véase Figura
22).

Una vez amplificadas las secuencias los fragmentos se clonaron en el vector
PENTR-D-TOPO. Se clonaron los fragmentos gendmicos (es decir, secuencia con
intrones) para la mayoria de las proteinas, a excepcion de PYK10 y UBP1B donde

fueron clonadas las secuencias de cDNA. En la Figura 17 se muestran los
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resultados obtenidos para la doble digestion de cada plasmido aislado, a partir de

colonias transformantes positivas.
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Figura 16. Amplificacion del ORF de los genes marcadores de granulos de estrés. En cada imagen
se observa las bandas obtenidas de la amplificacion de los fragmentos por PCR o RT-PCR. A = fragmento
amplificado por RT-PCR con RNA de plantulas de A. thaliana crecidas en condiciones control. B =
fragmento amplificado por RT-PCR con RNA de plantulas de A. thaliana crecidas en estrés osmotico. C =
fragmento amplificado por PCR con DNA gendmico. (-) = control negativo de la reaccion. En la parte inferior
se enlista los tamafios esperados para cada amplicon. El rRNA18S fue amplificado como control positivo
(290 pb) para DNA y cDNA. MP = marcador de peso molecular.
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En cada digestion se utilizd la enzima Notl que corta dentro de la secuencia del
vector TOPO (véase Anexo 2, mapa del vector) junto con una enzima que corta solo
en la secuencia del gen clonado (véase el listado de la Figura 17). En cada caso se
confirmo la insercidn de la secuencia génica en la correcta orientacion, es decir con
el ATG de inicio rio abajo del sitio attL1 de recombinacidén presente en el vector
TOPO (véase Anexo 2, mapa del vector).

RBP47 PYK10 RD21 UBP1B HSP17 HSPI UBP1B
MP A B A B A B MP B A B A B A MP A B

4000 4000
3000 3000
2500 2500
2000 2000
1500 1500
1000
750 750
500 500
= = = 500
250
Gen Fragmentos digestion (pb) Gen Fragmentos digestion (pb)
RBP47 EcoR1 =310 + 3290 UBP1 Xmal = 1070 + 2770
PYK10 Ncol = 630 + 3535 HSPI Ncol = 400 + 2664
RD21 EcoR1 = 1667 + 3398 HSP17 Bg1ll = 385 + 2679

Figura 17. Comprobacion dela correcta clonacion del ORF de genes marcadores en el vector pENTR-
D-TOPO. Digestion enzimatica de DNA plasmidico con la enzima Not | méas la enzima especificada en el
listado de la parte inferior de la imagen, acorde al gen clonado. El carril A corresponde al plasmido sin
digerir. El carril B corresponde al plasmido digerido. En cada caso se observan las bandas esperadas de
los fragmentos obtenidos por la digestion enzimatica. En flechas amarillas se sefiala la posicion de la banda
de menor peso, apenas perceptible. MP = marcador de peso molecular.

Una vez confirmada la insercién del producto génico, se comprobaron las
secuencias de los marcos de lectura correctos en los plasmidos por secuenciacion,
en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Para ello, se emplearon los cebadores M13 y T7, que flanquean en la orientacion
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sentido y antisentido del vector TOPO. Los resultados obtenidos de la secuenciacion

para cada construccion se detallan a continuacion:

Plasmidos RD21 y PYK10, marcadores para ERBs. El Blast obtenido para RD21
indic6 un 100 % de identidad en secuencia de nucleétidos con respecto a la
depositada en la base de datos. La secuencia mostré un correcto marco de lectura,
por lo que a nivel de secuencia de aminoacidos también presentdé un 100 % de
identidad. Con respecto a PYK10 hubo un porcentaje de identidad del 99 % como
consecuencia de un cambio de base (T por C en el exdn 13). Al traducir la secuencia
y realizar el alineamiento correspondiente se observo que el cambio provoco a su
vez un cambio de aminoéacido, de fenilalanina (F) a serina (S; véase Figura 18),

presente en el extremo carboxilo de la secuencia.

PYK10
PYK10

PYK10
PYK10

PYK10
PYK10

PYK10
PYK10

PYK10
PYK10

PYK10
PYK10

PYK10 YGEELGASD A GTADE YYEORHELS MOER D IVIGYEVWS! DNEEWODGY
PYK10 j YGEELGASDS : TADHN; HLLS MC D IVTGYSVWS:! ,DNEEWQDGY

PYK10
PYK10

Figura 18. Alineamiento de la secuencia de PYK10 clonada en el vector TOPO. El resultado obtenido
por secuenciacion fue alineado con la secuencia depositada en la base de datos. En punto rojo se indica el
cambio de aminoéacido que se presenté en la secuencia clonada (F a S). En estrella azul se indica los
aminoéacidos que interactian con el sustrato en la region catalitica de la enzima. En linea roja se indica el
péptido sefial. En linea negra se indica la secuencia de retencion a reticulo (KDEL).

Si bien el cambio es de un grupo aromatico no polar por un aminoacido polar (ambos
sin carga), este cambio no se encuentra dentro de las regiones correspondientes a
los dominios cataliticos de la enzima ni dentro de la secuencia KDEL de retencion
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a reticulo, sefial indispensable para su reclutamiento y localizaciéon a ERBs (véase
Figura 18; Nakano et al., 2017).

Pldsmidos HSPly HSP17, marcadores para HSGs: el porcentaje de identidad de
nucleotidos mostré para ambas secuencias un 99 % con respecto a la secuencia
depositada en la base, debida también a un cambio de nucleétido. En el caso de
HSPI esta variacion cambio la lectura de codon de una leucina (L) por una isoleucina
(I; véase Figura 19); sin embargo, ambos aminoécidos pertenecen al mismo grupo
de aminoacidos hidrofébicos (100 % similitud). Por otra parte el cambio de base en
la secuencia de HSP17 no derivd en ningun cambio en la secuencia traducida, ya
que el nuevo codon siguié codificando para el mismo aminoacido, presentandose

un 100 % de identidad a nivel de secuencia de aminoacidos (Figura 19).

A

HSPI

HSPI

HSPI

HSPI
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HSP17 RNNN NSNNNDVMNNA |
HSP17 j RNNN NSNNNDMNNZ 1
HSP17

HSP17
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Figura 19. Alineamiento de la secuencia de HSPI y HSP17 clonada en el vector TOPO. El resultado
obtenido por secuenciacion fue alineado con la secuencia depositada en la base de datos. A. alineamiento
de HSPI. En punto rojo se indica el cambio de aminoacido que se presentd en la secuencia HSPI (L a I),
obteniéndose un 99 % de identidad (156/157) y un 100 % de similitud. B. alineamiento de HSP17. Se
observa 100 % de identidad de la secuencia clonada con respecto a la reportada en la base de datos.
Plasmidos RBP47 y UBP1B, marcadores para SGs: el porcentaje de identidad
para la secuencia de RBP47 indic6 un 99 % debido a dos cambios de bases. Sin
embargo, el Blast con la secuencia traducida mostré que los codones modificados
siguen codificando para los mismos aminoacidos (100 % de identidad). Respecto a
UBP1B el porcentaje obtenido también fue del 99 % derivado de dos cambios de

base. El alineamiento con la secuencia traducida mostré6 que ambas variaciones
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derivaron en cambios de 2 aminoacidos, uno en el extremo amino y otro muy

cercano al extremo carboxilo (véase Figura 20).
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Figura 20. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de UBP1B con respecto a la reportada en
la base de datos y, con otras secuencias homologas. Con un punto rojo se indica el aminoacido
cambiado en la secuencia clonada. La barra negra subraya los 6 motivos de los dominios de union a RNA
que se encuentran conservados entre especies. At = A. thaliana; St = Solanum tuberosum (papa); Tc =
Theobroma cacao; Np = Nicotiana plumbaginifolia.

El primero, en el extremo amino, se cambié una isoleucina (l) por una serina (S, no
polar a polar). El segundo (cercano al extremo carboxilo) fue un cambio de serina
(S) por una prolina (P, polar a no polar). Como se observa en el alineamiento (Figura
20) los cambios obtenidos en la secuencia no caen dentro de los motivos de unién
a RNA que se han reportado para estas proteinas (Lambermon et al., 2000; Chau
et al., 2016) y, que se encuentran conservados entre distintas especies (Waris et
al., 2014). Tampoco se vio afectado el dominio tipo prion presente en el extremo

amino de la secuencia que permite la auto agregacion de UBP1B con complejos
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proteicos para la formacion de los granulos debidos a estrés (SGs; Lambermon et
al., 2000). Si bien las variaciones no afectaron las regiones mencionadas
indispensables para la funcion de UBP1B y formacion de SGs, se puede ver que los
aminoacidos cambiados se encuentran conservados en secuencias homologas en
otras especies (véase Figura 20); sin embargo, se comprobd que la proteina UBP1B
mantuvo su funcioén y localizacién a SGs (véase seccion 9.3), motivo por el cual la

secuencia fue clonada.

9.2.2 Obtencidn de clonas de expresion

Una vez analizadas las secuencias clonadas en el vector TOPO, estas fueron
transferidas al vector destino pEarly de acuerdo a la proteina fluorescente deseada.
Para ello se ocuparon los vectores pEarly 101 (con YFP), 102 (con CFP) y 104 (con
YFP en el extremo amino). Debido a que tanto el vector de entrada como el de
destino poseen resistencia a kanamicina se elimind, previd a la reaccion de
recombinacién, la secuencia de resistencia a dicho antibidtico en el vector de
entrada para asi facilitar la seleccién de clonas positivas recombinantes. Para ello
se ocupo la enzima Mlu que digiere al vector en dos sitios que flanquean la
secuencia clonada y los sitios attL1 y attL2, necesarios para la recombinacion. En
la Figura 21 se muestra el fragmento digerido y purificado que contiene la secuencia
de interés junto con los sitios de recombinacion, asi como la integridad de los

vectores destino empleados.

Figura 21. Fragmentos purificados de la digestion
del vector de entrada con la enzima MLU e
integridad de los vectores destino. De izquierda a
derecha (1-9) se tiene: 1. RD21; 2. HSPCI; 3. UBP1B;
4. PYK10; 5. HSP17; 6. RBP47; 7. pEarly 101; 8.
pEarly 102 y 9. pEarly 104. MP = marcador de peso de
1Kb.

10000pb
3000pb

1500pb
1000pb

500pb

Una vez purificado el fragmento digerido,
se llevo a cabo la reaccion de recombinacion empleando la enzima LR Clonase. Se
seleccionaron varias colonias positivas para aislar plasmido y verificar por digestion
que el vector destino tiene la secuencia de interés con el tag deseado. La Figura 22
muestra los resultados obtenidos de las digestiones. En la parte inferior de laimagen
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se enlistan las enzimas empleadas para la reaccién asi como el tamafo de los
fragmentos esperados. Se incluye también el resultado de la digestion de los
vectores que contienen la secuencia de DCP1 y XRN4 (marcadores de PBS)
fusionados a RFP y GFP, respectivamente, asi como la digestion del vector pEarly
103 que contiene la secuencia codificante de nCBP fusionada a GFP, clonacién
hecha previamente por de la Torre (2009). En todas las construcciones se lograron
obtener los fragmentos esperados, por digestion o PCR (en algunos casos).

nCBP:GFP RD21:CFP PYK10:YFP XRN4:GFP DCP1:RFP
B A B MP B A MP A B A B
—— — e  10.0Kb e —
S i . 6.0Kb o
6.0Kb g bl 6.0Kb E = 4.0Kb > -
4:0KB -a- 5 = = 4.0Kb E _ 3.0Kb
2.5Kb | = — ) 30 = 2.0Kp - —
2.0Kb = 2.0KD | —
1.5Kb ws b — ’ 1.5Kb ey
- 1.5Kb | ===
1K - 1.0Kb -
1.0Kb s
- ..
.-
UBP1B:YFP HSPL:YFP HSP17:CFP RBP47:CFP
MP A B C A B C A B CB C MP C B A C B A
- -
— C e—
6.0Kb
4.0Kb =
3.0Kb ‘=
2.0Kb ==
1.5Kb
1.0Kb ==
Gen Fragmentos digestion (Kb) Gen Fragmentos digestion Producto PCR
nCBP:GFP EcoRV + EcoRI=16,25,7.5 HSPIL:YFP EcoRV=4471 0.5Kb
RD21:CFP EcoRV + EcoRI =1.6,24, 3,6.2 HSP17:CFP Pvull=1.1,1.3,2.1,6.8 0.5Kb
PYK10:YFP Nhel + Xhol = 0.8, 1.3,4.6,5.8 RBP47:CFP Sacl=0.9,36,74 1.0Kb
DCP1:RFP Nhel + Ncol =0.9,1.1,5 UBP1B:YFP Xmal = 1.0, 11.0 1.2Kb
XRN4:GFP Nhel + Ncol = 1.0, 2.8,6.5

Figura 22. Clonacion de las secuencias en el vector pEarly. En cada construccién se confirmé la
recombinacién de la secuencia con la proteina fluorescente de interés. En la parte inferior se detallan las
enzimas utilizadas y los tamafios de los fragmentos esperados. En algunos casos se llevé a cabo PCR para

amplificar también la secuencia. A. plasmido sin digerir. B. plasmido digerido con las enzimas indicadas; C.
producto de PCR. MP. marcador de peso.
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9.3 Localizacion subcelular de nCBP y proteinas marcadoras de granulos

Una vez confirmada la obtencion de las clonas de expresion (el gen de interés
fusionado a la proteina fluorescente) se comprob6 que dichas clonas fuesen
funcionales para la expresion de la proteina en el modelo (protoplastos). Para ello,
se transfectaron protoplastos de A. thaliana con cada construccion dejando un
tiempo para la expresion de 18 h a 25 °C (condicion control) previo a su observacion
al microscopio. Para observar la formacion de granulos y, localizacién de algunas
proteinas en estos, se utilizaron las condiciones de estrés especifico reportadas en
la literatura (véase metodologia). En las Figuras 23 y 24 se observa la localizacion
de: DCP1 (marcador de PBs), HSP17 (marcador de HSGs), UBP1B (marcador de
SGs) y PYK10 (marcador de ERBs). En cada caso se observé una dinamica
diferencial en la distribucion y acumulacién de la proteina entre la condicién control
y el estrés. Asi, la proteina DCP1 en condicion control mostré una acumulacién en
granulos pequefios distribuidos en el citoplasma, mientras que en hipoxia se
observaron granulos que aumentaron en tamafio considerablemente (véase Figura
23). En cambio, en estrés por calor DCP1 se acumula en mayor nimero de granulos
comparado con la condicién control (ver Figura 26, localizacion subcelular de DCP1
en dicho estrés). La proteina HSP17 present6 también una localizacion en granulos
pequefios en el citoplasma en condicién control (menores a 1 um) que aumentaron
de tamafo después del choqué térmico (Figura 23), distribucion caracteristica
debida a la acumulacién y formacion de HSGs por las proteinas HSPs (Scharf et al.,
1998; Weber et al., 2008). En cuanto a la proteina UBP1B esta presentd una
distribucion semejante entre las condiciones control y de estrés, acumulandose una
parte importante en el nucleo, region en la que cumple la funcion de maduracion de
pre-mRNAs (Lambermon et al., 2000; Lorkovic et al., 2000). Para esta proteina se
observé que los granulos en el citoplasma son pequefios y aumentan en nimero en
el estrés por calor (Figura 24). Finalmente PYK10 fue expresada en todo el
citoplasma, bordeando a cada cloroplasto, sin una localizacion puntual aparente,
mientras que la adicion de MeJA (estrés hormonal) di6 origen a la formacion de
ERBs como consecuencia de la acumulacion localizada de la proteina (véase Figura
24).
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Figura 23. Localizacion subcelular de DCP1 y HSP17, en protoplastos de A. thaliana, en condiciones
control y de estrés. Protoplastos del meséfilo de hojas de A. thaliana fueron transfectados con los
plasmidos de expresion indicados, puestos en condiciones control o estrés (hipoxia, 20 min en portaobjetos;
choque térmico, 15 min a 40 °C, seguido por 2 h a 25 °Cy 1 h a 40 °C). Las proteinas estan fusionadas con
RFP (DCP1) o CFP (HSP17). Se observa que la acumulacion y distribucion cambia entre condicion control
y estrés para ambas proteinas. Con flechas blancas se indica la acumulacién de DCP1 y HSP17 en PBs y
HSGs, respectivamente. Las imagenes son representativas del comportamiento observado de cada
proteina. En rojo se muestra la autofluorescencia de la clorofila. Escala = 10 pum.

68



Clorofila Traslape

Control

Estrés
Control
calor

J

Estres MeJa

Figura 24. Localizacion subcelular de UBP1B y PYK10, en protoplastos de A. thaliana, en
condiciones control y de estrés. Protoplastos del mesofilo de hojas de A. thaliana fueron transfectados
con los plasmidos de expresion indicados, puestos en condiciones control o estrés (calor, 40 min a 40 °C;
MeJA, 100 uM por 2.5 h). Ambas proteinas se encuentran fusionadas con YFP. Se observa que la
localizacion de PYK10 en condicién control es difusa en todo el citoplasma mientras que en estrés comienza
la formacion de los ERBs (marcado por flechas). Para UBP1B el estrés permite mayor formacién de SGs
(indicado por flechas), comparado a la condicién control. En flecha azul se indica localizacién nuclear de la
proteina. Las imagenes son representativas del comportamiento observado. Escala = 10 pm.
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Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente (Matsushima et al.,
2003; Nagano et al., 2005). Para cada una de las proteinas analizadas, el estrés
aplicado permitié la formacion de los granulos que han sido reportados, siendo
consistentes los resultados con datos publicados en la literatura acerca de la
participacion de las proteinas DCP1, HSP17, UBP1B y PYK10 en estrés (Xu et al.,
2006; Weber et al., 2008; Scharf et al, 1998; Matsushima et al., 2003). Cabe resaltar
que existieron diferencias menores para las condiciones control con respecto a lo
reportado, debidas probablemente al sistema experimental (protoplastos de A.
thaliana en lugar de tabaco que ha sido el modelo mas utilizado) y al procedimiento
general de obtencion de dichos protoplastos. Por otra parte, debido a que las
fusiones empleadas mostraron expresién y localizacién de acuerdo a lo reportado,
no se probaron las otras clonas generadas, para las cuales haria falta ver
previamente su expresion transitoria y asi poder ser empleadas también para

futuros experimentos.

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas de estrés para la formacién de cada
tipo de granulo, se prosiguié a observar la localizacion de nCBP en condiciones
control asi como bajo la influencia del estrés (hipoxia, calor o choque térmico) sin la
co-expresion con otra proteina. Los resultados obtenidos mostraron una dindmica
distinta de acumulacion de la proteina dependiendo del estrés (véase Figura 25).
En condicién control nCBP mostrd una distribucién en granulos citoplasmaticos con
pocas localizaciones, algunas de ellas pequefias (menores a 1 um) y otras de mayor
tamafo (entre 1 a 2 um). Este resultado fue reproducible acorde a lo obtenido por
el laboratorio en trabajo previo (De la Torre, 2009). En estrés por hipoxia nCBP
mostré también una acumulacion definida en el citoplasma formando granulos
pequenos (menores a 1 um) y algunos grandes (2-3 pum) pero, comparado con la
condicion control, mostré6 un nimero mayor de granulos pequefos. Por otra parte,
el estrés por calor (40 min a 40 °C) afectdo de manera apreciable la distribucion de
NCBP. Esta distribucién fue mayor, abarcando practicamente todo el citoplasma de
la célula, en localizaciones muy pequefias (menores a 1 pum) comparado con la

acumulacion de nCBP en las anteriores condiciones.
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Figura 25. Dinamica de distribucion subcelular de nCBP dependiente del estrés. Protoplastos del
mesofilo de hojas de A. thaliana fueron transfectados con la construccién nCBP:GFP. Se observa que la
distribucién de nCBP cambia dependiendo del estrés, formando granulos de mayor o menor tamafio. Estrés
hipoxia = 20 min de incubacién en porta. Estrés calor = 40 min a 40 °C. Estrés choque térmico = 15 min a
40°C,2ha25°C,1ha40°C. Las imagenes son representativas del comportamiento observado para la
proteina en cada estrés. En rojo se muestra la autofluorescencia de la clorofila. Escala = 10 pm.
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Finalmente, en estrés por choque térmico nCBP presentd acumulacion en granulos
de tamafio mucho mayor comparado con los anteriores estrés (algunos mayores a
5 um), aunque también presentd localizaciones pequefias (menores o iguales a 1
pum). Cabe resaltar que falta aun por determinar si la dinamica de localizacion de
NCBP también es dependiente de la presencia de la hormona MeJA, un experimento

gue se ha planteado como perspectiva para trabajo futuro.

9.4 Co-localizacion de nCBP con proteinas de estrés

Para determinar si nCBP co-localiza con uno o varios tipos de granulos de estrés
previamente descritos, se co-transfectaron protoplastos de A. thaliana con el
plasmido de nCBP fusionado a GFP (o CFP en algunos casos) junto con el plasmido
marcador para el granulo de estrés a probar. De esta manera se realizaron co-
transfecciones de: nCBP:GFP con DCP1:RFP; nCBP:GFP con HSP17:CFP;
nCBP:CFP con UBP1B:YFP; y, nCBP:CFP con PYK10:YFP. Los resultados
obtenidos se muestran en las Figuras 26 y 27. Para el caso de las co-transfecciones
de nCBP:CFP con UBP1B y PYK10 no fue posible visualizar la expresién de nCBP
debido a la baja sefal emitida por la proteina CFP, siendo imposible su deteccién

por el microscopio.

Como se aprecia en la Figura 26, nCBP co-localiz6 con DCP1 en las condiciones
control y de estrés. Se aprecia que en condiciones control existe formacién de PBs
(como lo obtenido en la expresion individual de DCP1, véase Figura 23) debido
probablemente a que pese a las condiciones adecuadas de incubacién (25 °C) los
protoplastos captan mas facilmente estimulos externos debido a la ausencia de la
pared celular. Por otra parte en estrés por hipoxia aumenta el nUmero y tamafo de
los PBs, como consecuencia de la baja en el contenido de Oz en el micro-ambiente
(incubacién en porta y cubreobjetos). En ambas condiciones se observa que nCBP
co-localizé en un 100 % con DCP1. En estrés por calor se observo para ambas
proteinas la acumulacién en granulos pequefios (< 0.5 um), menores en tamafio con
respecto a la condicién control e hipoxia, asi como granulos de mayor tamafio a
estos; sin embargo, a diferencia de los otros tratamientos ya descritos, se observo

que existe granulos donde no co-localizan las proteinas, particularmente las
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acumulaciones pequefas (véase Figura 26, puntos verdes y rojos, correspondientes

a la localizacién individual de nCBP y DCP1, respectivamente).

Clorofila Traslape
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Figura 26. Anédlisis de co-localizacion de nCBP con la proteina DCP1, marcador de PBs. Protoplastos
del mesdfilo de A. thaliana fueron co-transfectados con ambas construcciones (nCBP:GFP y DCP1:RFP),
incubados en condiciones control y de estrés (hipoxia: incubacion en porta y cubre por 20 min; estrés por
calor: 40 min a 40 °C). Las regiones donde ambas proteinas coexisten estdn marcadas como puntos
amarillos. Se observa que en estrés por calor existen localizaciones en las que nCBP y DCP1 (puntos
verdes y amarillos, véase zoom de la imagen) no co-localizan, formando nCBP otro tipo de granulos de
estrés. Las imagenes son representativas del comportamiento observado. En azul se muestra la auto-
fluorescencia de la clorofila. Escala = 10 pum.

Los resultados obtenidos con respecto a la co-localizacion de nCBP con la proteina
HSP17, constituyente principal de HSPs, mostré que ambas proteinas coexisten en
ciertas regiones en respuesta a estrés por choque térmico (véase Figura 27,
regiones marcadas con azul claro). Sin embargo, hay muchas regiones en las que
NCBP no co-localiza (granulos citoplasmaticos grandes, marcados con color verde).
Este resultado pudo deberse a que la expresion de HSP17 en este experimento,

con respecto a lo observado previamente en el mismo estrés (comparese con la
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Figura 1, HSP17 en choque térmico) mostré una distribucion diferente formando
granulos mas pequefios, debido probablemente a factores externos (como
temperatura, soluciones nuevas, etc.) e internos propios del sistema (edad de las
hojas para la obtencion de los protoplastos, etc.). En consecuencia, la baja
expresion y poca acumulacion de HSP17 pudo influir en los patrones de co-
localizacion observados. Por otra parte, nCBP mostré una presencia abundante en
granulos de mayor tamafio (mayores a 5 um) pudiendo dar lugar a la observacién
de una aparente co-localizacién debido al sobrelapamiento de sefial con HSP17 en
las zonas donde se acumulé nCBP (véase Figura 27, zoom de la imagen). Cabe
también la posibilidad de que efectivamente nCBP esté siendo agregado a HSGs,
debido a la severidad del estrés (choque térmico), siendo asi protegida la proteina

de eventos de desnaturalizacion y de formacion de agregados por las HSPs.
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Figura 27. Analisis de co-localizacion de nCBP con la proteina HSP17, marcador de HSGs.
Protoplastos del mesdfilo de A. thaliana fueron co-transfectados con ambas construcciones (NCBP:GFP y
HSP17:CFP), incubados en condiciones de estrés por choqué térmico (15 min a 40 °C, seguido por 2 h a
25°C y 1 h a 40 °C). Las regiones donde ambas proteinas co-localizan estan marcadas como zonas azul
claro. Las imagenes son representativas del comportamiento observado. En gris se muestra la auto-
fluorescencia de la clorofila. Escala = 10 um.

En las imagenes se observa que nCBP mantiene la formacién de granulos
pequefios (menores a 1 um) en la condicion de estrés, sugiriendo que puede estar

localizada a otro tipo de granulo en la condicidbn de este estrés, PBs o SGs.
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Finalmente cabe sefialar que no se evaluo la co-expresion y localizacion de HSP y
NCBP en condiciones control, debido a que se ha reportado que la formacién de

HSGs es consecuencia de un tratamiento por choqué térmico severo.
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10. DISCUSION

Se conoce que en diversas condiciones de estrés debe existir una adecuada
regulacion de la sintesis de proteinas (principalmente a nivel de la etapa inicial), asi
como una correcta homeostasis de las proteinas existentes, que permita obtener
una respuesta adaptativa en la célula para sobrevivir hasta que las condiciones sean
mas favorables. En este sentido los organismos han desarrollado a lo largo de la
evolucion distintas variantes de la proteina elF4E (de clase |, clase Il y clase IlI),
proteina indispensable en el reconocimiento de la estructura 5"Cap del mensajero y
reclutamiento de la maquinaria traduccional para la sintesis de proteinas. Las
caracteristicas particulares de cada variante, asi como su expresion diferencial,
derivan en la formacion de complejos alternativos que permiten una adecuada
seleccion de los mensajeros a ser traducidos o reprimidos (muchos de ellos en
granulos citoplasmaticos), en condiciones normales de desarrollo o en condiciones
de estrés. Por ejemplo, se ha encontrado que en el desarrollo normal de las células
de mamifero los mensajeros traducidos son preferencialmente reclutados por el
elF4AE canonico, mientras que ciertos mensajeros que son reprimidos
traduccionalmente, se unen a miembros de clase Il de elF4E (Cho et al., 2005). Por
el contario, en condiciones de estrés el factor candnico se encuentra reprimido por
fosforilacidén (principalmente) que le impiden formar el complejo traduccional. Esto
lleva a proteinas de clase Il a participar en la traduccién de mensajeros especificos

gue permitan una respuesta adaptativa en la célula (David Ho et al., 2016).

De tal forma, en este trabajo se indago la participacién de nCBP, isoforma del factor
elF4E canodnico, en la regulacion de la respuesta a estrés en A. thaliana. A nivel
mensajero de nCBP se encontrd de manera intrigante que su expresion de en estrés
osmotico no se ve aumentada, en comparacion de una condicion control, incluso se
observd cierta disminucion en contraste con datos previos (andlisis de
microarreglos, EFP Browser) que mostraban mayor expresion del transcrito en este
tipo de estrés. Se sabe que en condiciones de estrés ambiental las células requieren
una rapida sefializacion para iniciar cambios en el desarrollo y expresion geénica,

como mecanismo de proteccion (Kawa and Testerink, 2017). En este sentido, se ha

76



visto que los cambios fisol6gicos son generados por complejas vias de transduccion
de sefiales que permiten regular la transcripcion de ciertos genes y su abundancia.
Sin embargo, la abundancia de estos mRNAs depende no solo del control
transcripcional, sino también de la velocidad de degradacion del transcrito (Narsai
et al., 2007; Kawa and Testerink, 2017). Por ejemplo, en levaduras se ha visto que
la regulacion de la degradacion de mensajeros en estrés osmético es una
importante via de sefializacion (Romero-Santacreu et al., 2009). En este trabajo
demostraron que la estabilidad del mMRNA depende de la severidad del estrés vy,
cuando hay un choque osmatico severo, puede resultar en una represion global de
mensajeros en PBs. En A. thaliana, mRNAs que codifican para proteinas
involucradas en respuesta a estrés osmoético han sido encontrados por ser
transcritos que se degradan rapidamente (Jiao et al., 2008). Asi, lo que podria estar
ocurriendo con el mensajero de nCBP es que este siendo degradado en el
transcurso del tiempo de estrés. Sin embargo, alin cuando no se observa un
aumento en la expresion del mensajero de nCBP podria ser que la expresion a nivel
de proteina si este siendo favorecida, pues no siempre existe una correlacion
proporcional entre nivel de mensajero y nivel de proteina traducida. Ademas, quien
lleva a cabo la funcién de traduccion/represion de mensajeros es la proteina 'y no el
mensajero. Esto plantea la opcion de que la proteina nCBP pueda llevar a cabo el
reconocimiento y modulacion de la expresion génica de mensajeros especificos que
sean inducidos (o requeridos) en estrés osmdtico, pues antecedentes apuntan a
gue la ausencia de esta proteina afecta el desarrollo de raiz de plantulas de A.
thaliana (Ledn, 2016). Si bien evaluar los niveles de proteina en plantulas sometidas
a estrés osmotico fue planteado como objetivo particular, no fue posible completarlo,

guedando como perspectiva a futuro.

El analisis a nivel de distribucion citoplasmatica de nCBP se realizé utilizando
construcciones fusionadas a proteinas fluorescentes. Los resultados permitieron
evaluar la participacion de nCBP en otros tipos de estrés, en especifico en
condiciones de hipoxia, estrés por calor y estrés por choqué térmico (véase Figuras
26 y 27). Mediante microscopia confocal se observd que la distribucion

citoplasmatica de la proteina nCBP, fusionada a GFP, es diferencial en cada tipo de
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estrés (véase Figura 25). Al co-transfectar con los marcadores de granulos
citoplasmaticos se encontrd que en hipoxia y estrés por calor nCBP co-localiza con
DCP1 a PBs (granulos involucrados en la represion traduccional y degradacion de
mensajeros), mientras que la proteina en choque térmico co-localiza con HSP17 a
HSGs (granulos involucrados en el mantenimiento del correcto plegamiento y

prevencion de desnaturalizacion de proteinas; véase Figuras 26 y 27).

En plantas la proteina elF4E canonica ha sido localizada solo en SGs (Weber et al.,
2008), mientras que en mamiferos la localizacion de la proteina elF4E ha sido
ampliamente reportada en SGs y PBs (Parker and Sheth, 2007; Andrei et al., 2005;
Fujimura et al., 2012). Asi, los resultados obtenidos permiten enriquecer el amplio
espectro de roles atribuidos para los factores elF4E, al exhibir nCBP una
localizacion con granulos de RNA de distinta composicidon y funcion, bajo distintos
tipos de estrés, sobre todo cuando los granulos a los que localizé no ha sido
reportado en plantas (en el caso de PBs) o en algin organismo (con respecto a
HSGs). En estudio reciente de localizacion de distintas isoformas de elF4E
presentes en células de mamifero (todas de distinta clase) se encontr6 que en
condiciones de estrés por calor el homélogo de nCBP, elF4E2 (también miembro
de la clase Il), se localiza a PBs y SGs, mientras que en estrés oxidativo localiza
solo a PBs (Frydryskova et al., 2016). Resultados similares fueron observados en
otro estudio en el que confirmaron que en estrés oxidativo elF4E2 no re-localiza a
SGs como lo hace elF4E1, permaneciendo localizado solo a PBs (Kubacka et al.,
2013). Estos datos apoyan la participacion descrita para factores clase Il en
procesos de represion mas que de induccidn traduccional, y permiten proponer una
funcién particular para la proteina nCBP de plantas en la regulacién post-
transcripcional de mensajeros especificos en condiciones de hipoxia y estrés por
calor, mediante su localizacion en PBs y la composicion de este tipo de complejos.
Ademas, su funcion y localizaciéon a PBs, al parecer, es un proceso conservado

entre homaologos de la misma clase en distintas especies.

La participacion de nCBP en la represion traduccional localizada a PBS podria
involucrar el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC, por sus siglas en

inglés) que ha sido reportado en la represion de la traduccion de mensajeros blanco.
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Recientemente se encontré que el factor elF4E2 de animales desempefia una
funcion principal en el proceso de represion traduccional mediado por miRNAs
(Chen and Gao, 2017). En ese trabajo se encontr6 que la proteina TNRC6A
(componente principal del RISC) interactia y recluta directamente a elF4E2 al
mensajero blanco para bloguear el inicio de la traduccién. Esta funcion esta
determinada por el reconocimiento de la estructura 5°Cap, compitiendo entonces
esta proteina con el factor candnico elF4E1 por su union. Ademas, se observé que
cuando baja la expresion de elF4E2 se reduce la represion mediada por miRNA de
mensajeros blanco. También se reportd recientemente que la participacion de
elF4E2 en la represion es mediada por un complejo de proteinas que interactuan
con la proteina TNRC6A (Chapat et al., 2017). Una proteina importante de este
complejo es la proteina 4E-T, que puede interaccionar tanto con elF4E1 como con
elF4E2 (Chapat et al., 2017; Kubacka et al., 2013). Si bien en plantas se desconoce
si existe una interaccion directa del factor elF4E con la maquinaria del complejo
RISC, en trabajos previos se ha encontrado que nCBP es capaz de interaccionar
con proteinas distintas al complejo de traduccion (Flores, 2014), dando posibilidad
a gue esta proteina pueda interaccionar directa o indirectamente con el complejo
RISC en la represion de mensajeros especificos. Apoyando esta idea, se ha
observado también en mamiferos que la sobre-expresion de DCP1 (marcador
empleado en este trabajo) inhibe la sintesis de proteinas lo que induce la formacién
de diversos agregados (PBs), a los que son reclutados distintos miRNAs, facilitando

asi el reconocimiento del mensajero blanco a ser reprimido (Wang et al., 2017).

Cabe resaltar que pese a que la localizacion de nCBP a PBs en estrés por calor se
observé en distintas zonas, se aprecié también una localizacion citoplasmatica
individual de la proteina que no co-localizé con DCP1 (véase Figura 26). Estas
localizaciones individuales de nCBP (puntos verdes) indican que esta proteina este
formando parte de otro tipo de granulos en este estrés por calor, pudiendo ser los
SGs por la semejanza en tamafio y distribucion. Si se compara la distribucion de
UBP1B (marcador de SGs; véase Figura 24) en estrés por calor, con respecto a la
distribucion de nCBP en el mismo estrés (sin co-transfeccién con otro gen; Figura

25) es de apreciarse que la distribucion de esta ultima asemeja la localizacion de
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UBP1B, pudiendo ser que nCBP esté formando parte de complejos SGs. Como se
ha mencionado ya, en plantas se ha reportado la presencia del factor elF4E
canodnico en SGs debidos a estrés por calor (Weber et al., 2008) y, el homdlogo a
NCBP en humanos (elF4E2) ha mostrado también localizar a SGs en la misma
condicion (Frydryskova et al., 2016). Ademas, se ha visto que en estrés las
proteinas de clase Il pueden formar complejos traduccionales alternos (maquinaria
componente de SGs) que permiten la expresion de mensajeros especificos para
regular la homeostasis durante el tiempo que dure el estrés (David Ho et al., 2016).
Estos hallazgos proponen una funcion diferencial para factores de clase Il
dependiente del estrés y de los mensajeros especificos que reconozcan,
participando posiblemente como proteinas involucradas en traduccion cuando
localizan a SGs o0, mayoritariamente como proteinas de represion traduccional
cuando localizan a PBs, una funcidbn que ha sido ampliamente descrita para

proteinas clase Il de mamiferos.

Por otra parte, también es de apreciarse en la Figura 25 (distribucion de nCBP en
estrés por calor) una region de mayor acumulacién, debida a la agregaciéon de la
proteina o bien, a una localizacién subcelular distinta, en este caso nuclear. Podria
ser posible esta localizacion ya que se ha visto en animales que el elF4E candnico
se encuentra presente en gran porcentaje en el nacleo (Culjkovic et al., 2007; Iborra
et al. 2001) donde desempefia la funcion de exporte de mensajeros hacia el
citoplasma, mientras que la variante elF4E2 es localizada principalmente en el
citoplasma, pero re-localiza a nucleo por una via independiente al transportador 4E-
T (proteina encargada del transporte de elF4E desde citoplasma a nucleo; Kubacka
et al., 2013). En plantas elF4E ha mostrado también acumulacion nuclear en células
quiescentes (Bush et al., 2009). Sin embargo, queda pendiente confirmar la posible
localizacion nuclear de nCBP con un marcador adecuado asi como aumentar el
namero de repeticiones experimentales, debido a que no siempre en todos los

protoplastos observados nCBP mostré esta distribucion.

Con respecto a la localizacion de nCBP en granulos de choque térmico (HSGS), si
bien no hay reportes sobre la co-localizacién de proteinas elF4E con HSPs, se ha

visto que en condiciones de estrés a altas temperaturas existe una coordinacion
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entre el control traduccional y la homeostasis de proteinas. En un estudio en
levaduras se observo que en condiciones de estrés severo por calor (por arriba de
los 40 °C), existe una agregacion inicial de proteinas mal plegadas, sensibles al
calor, que a medida que aumenta el tiempo en estrés va inhibiéndose mas la
traduccion y promoviéndose la formacion de SGs que co-localizan con estos
agregados proteicos (Cherkasov et al., 2013). AUn mas, encontraron que estos
complejos de proteinas agregadas-SGs co-localizan también con HSPs pequefias
(sHSPs) y con HSPs con actividad de desagregacion. Ademas mediante ensayos
de co-inmunoprecipitacibn observaron que también se encuentran como
componentes de estos complejos factores traduccionales, entre ellos elF4E y
elF4G. Resultados similares fueron encontrados en otro trabajo (Cherkasov et al.,
2015). Se plantea que esta asociacion provee un eficiente mecanismo para
coordinar la actividad traduccional con el estado de plegamiento del proteoma
citosélico. Ademas, la asociacion con proteinas HSPs previene por un lado la
desnaturalizacion y degradacion de las proteinas termo-sensibles y, por otro lado
promueve la des-agregacion y liberacion de maquinaria y proteinas atrapadas en
estos complejos, una vez que las condiciones son mas favorables (Mateju et al.,
2017). Asi, pese a que no habia sido reportado anteriormente la localizacion de
proteinas elF4E a HSGs, no es de extrafarse este resultado dada la importancia de
la coordinacién entre la estabilidad proteica y la actividad traduccional, sobre todo
porque asi se evita que proteinas mal plegadas dafien a la célula al unirse con las
HSPs y, a su vez inhibiendo la traduccion de mas proteinas. En plantas, si bien no
ha sido demostrada la relacion directa de proteinas agregadas-SGs-HSPs se ha
encontrado que es necesaria la presencia de HSPs (en especifico de la familia HSP
100) para liberar complejos mRNA-proteinas y restaurar la maquinaria de traduccién
para producir nuevas proteinas (Merret et al., 2017; McLoughlin et al., 2016). Por
otra parte, se ha visto también en células de mamifero que HSP27, una sHSP,
inhibe la traduccion durante choque térmico al unirse directa y especificamente al
factor traduccional elF4G, inhibiendo asi la formacion del complejo traduccional vy,
reclutando al elF4G a granulos de choque térmico (Cuesta et al., 2000). Se observo

gue esta asociacion sHSP-elF4G es especifica, debido a que no hubo interaccion
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con otros factores (entre ellos elF4E) y por tanto, ninguna otra proteina traduccional
fue reclutada a HSGs. Esto plantea la opcion de que nCBP pueda estar
interaccionando también de manera directa con HSP17 para la represion
traduccional de mensajeros que sean blanco de nCBP o bien, simplemente para
proteger a nCBP de eventos de desnaturalizacion y degradacion durante la
condicion de choque térmico. Recientemente en plantas se observé que sHSPs de
clase | (HSP17.4) y clase Il se asocian con factores traduccionales especificos (de
manera directa o indirecta) para reclutarlos a granulos de estrés citosolicos (HSGs)
en condiciones de estrés por choque térmico, para mantenerlas estables y solubles
durante y después del estrés, estando funcionales para la traduccién normal
(McLoughlin et al., 2016). Aun cuando los factores encontrados no incluyen a elF4E,
no se descarta la posibilidad de que pueda interaccionar con sHSPs. Ademas, en
trabajo previo se observdé que nCBP es capaz de interaccionar con HSP81.2 y
HSP81.3 (ambas de la familia de las HSP 90) en complejos citoplasmaticos (Flores,
2014). Se ha reportado que HSP90 juega una funcién importante en la formacién
de SGs y PBs vy, es requerida para la localizacion de elF4E en estos granulos
(Suzuki et al., 2009; Matsumoto et al., 2011). Asi, la localizacion de nCBP a HSGs
puede ser debida a su estabilizacién durante el estrés, como se discutié antes, o
bien, para formar parte de complejos SGs y PBs asociados con HSPs y agregados

proteicos.

Finalmente, cabe sefialar que para cada gen empleado como marcador de granulos
de estrés se comprobo que bajo las condiciones de estrés probado se logro formar
el granulo de estrés deseado. Esto es importante ya que se ha visto que bajo
distintas condiciones de estrés y en distintos organismos, puede o0 no ser estimulada

su formacion, ademas de ser su composicion estrés especifica (Aulas et al., 2017).
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11. CONCLUSIONES

e En estrés osmdético, en las condiciones experimentales empleadas, se
observo ligera, aunque estadisticamente significativa, disminucion de la
expresion del mensajero de nCBP en tiempos tardios (3, 6, 24 h y dias de
estrés). En cambio, hubo un ligero aumento en la expresion en un tiempo
muy corto (1.5 h) para la primer réplica biologica. Este resultado podria estar
reflejando la regulacién de la estabilidad o transcripcién del mensajero pero
no refleja necesariamente el comportamiento de la proteina nCBP en el
estres.

e La proteina nCBP presenta una distribucion citoplasméatica diferencial
dependiente del estrés, sugiriendo que esta pueda desempefar funciones
particulares de acuerdo a los mecanismos de adaptacion que requiera la
célula.

e nCBP co-localiza con DCP1 a PBs en condiciones control y de estrés por
hipoxia y calor. Su localizacion a estos granulos sugiere la participacion de la
proteina en procesos de represion y degradacién de mensajeros.

e nCBP co-localiza con HSP17 a HSGs en condiciones de choque térmico. La
localizacion a estos cuerpos plantea la posibilidad de que nCBP este
regulando la traduccién de sus mensajeros blanco, aun sin ser identificados,
al interaccionar directa o indirectamente con HSP17 o bien, esté simplemente
siendo estabilizada para su correcta funcién y plegamiento con ayuda de la
actividad chaperona de las HSPs.

e El reclutamiento de nCBP a granulos (PBs y HSGSs) contribuye a elucidar su
funcidn celular en estrés en A. thaliana, permitiendo dirigir su estudio hacia
el mecanismo de represion de mensajeros blanco (como ocurre para

homologos en otras especies) mas que a su participacion en traduccion.
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12. PERSPECTIVAS

Fusionar a la secuencia de nCBP con la proteina mCherry para llevar a cabo
los experimentos de co-localizacion de la proteina con marcadores de

granulos de SGs y ERBs.

Inmunolocalizacion de la proteina nCBP, expresada bajo su propio promotor,
con los marcadores de granulos de estrés fusionados a la proteina reportera
(vectores generados en este trabajo), para asegurar la localizacion de nCBP

a estos cuerpos debidos a estrés.
Andlisis de complejos citoplasmaticos en los que este asociado nCBP,

mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion, a partir de extractos celulares
de plantulas sometidas a distintos tipos de estrés.
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14. ANEXOS

Anexo 1. Cebadores empleados en las construcciones y tiempo real

Tabla 3. Lista de cebadores

Nombre Orientacion Secuencia 5 ---------- 3 Uso
RD21cds Forward | CACCCACTGAAGAAGAAATGGGGTTCCT C
RD21cds Reverse | GGCAATGTTCTTTCTGCCTTGTGACCAG C
UBPlcds Forward | CACCATGCAGAGGTTGAAGCAGCAGCAGCA C
UBPlcds Reverse | CTGGTAGTACATGAGCTGCTGCGCGTT C
PBPlcds Forward | CACCAAGAAGCAGAAGATGGCCCAAAAGG C
PBPlcds Reverse | TGCGTTGGATAAAGGACGAACATGGACTCC C

HSPC17cds Forward | CACCAGAATGGATTTGGAGTTTGGAAGG C
HSPC17cds Reverse | GGCAGCGACTTGAACTTGTATAGTC C
PYK10cds Forward | CACCACGAGAATGGTTTTGCA C
PYK10cds Reverse | GGCAAGCTCATCCTTCTTGAGCGC C
18s Forward | TCC TAT TGT GTT GGC CTT CGG TR
18s Reverse | TCC TTG GCA AAT GCT TTC GC TR
NCBP_TR_1 | Forward | GGAATCGCAATGCTTCTGACC TR
nCBP_TR_1 Reverse | GCAACTTCAAATGCCGCTTG TR
NCBP_TR_2 | Forward | GCTTCTGACCATCAGGCAGT TR
NCBP_TR_2 | Reverse | GAGAGAAGCATCGTGTGGCT TR
RBP47cds Forward | CACCGAGAGAGCGATGTCGTCAAAGATGGT C
RBP47cds Reverse | TGCCTCCGGGTAAGATAGCATTGTG C
HSPClcds Forward | CACCTCGAGAATGTCGCTTATTCCAAG C
HSPClcds Reverse | TGCGCCAGAGATATCAATAGACTTAACTTGAGCC | C
PENTRPYK10 | Forward | CACCGGATCCTAAATCTACGGCGAAACAG C
RD21 inter Forward | CTTGGTTACAGGCTCACAGCATTTC C

Nota: TR= Tiempo Real; C = Clonacién
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Anexo 2. Mapas de vectores empleados

Vector pENTR-D-TOPO
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Anexo 3. Listado de soluciones

Solucién enzimas

Reactivo Concentracion 15mL
Celulasa R10 1.5% 0.225g
Macerozima R10 0.4% 0.069g
Manitol 0.4M 7.5 mL (stock 0.8M)
KCI 20 mM 150 pL (stock 2M)
MES 20 mM 1.5 mL (stock 0.2M)
CaCl2 10 mM 150 pL (stock 1M)
H20 - c.b.p. 15 mL
Solucion PEG
Reactivo ImL
PEG 4000 049
H20 300 pL
Manitol 0.8M 250 pL
CaClz 1M 100 pL
Solucion W5
Reactivo Concentracion 40mL
NacCl 154 mM 1.54 mL (stock 4M)
CaClz 125 mM 5 mL (stock 1M)
KCI 5mM 100 pL (stock 2M)
MES 2 mM 400 pL (stock 0.2M)
H20 - c.b.p. 40 mL
Soluciéon MMg
Reactivo Concentracion 15mL
Manitol 04 M 7.5 mL (stock 0.8M)
MgCl2 15 mM 225 pL (stock 1M)
MES 4 mM 300 pL (stock 0.2M)
H20 - c.b.p. 15 mL
Medio LB pH 7.0
Reactivo Cantidad
Bactotriptona 10 g/L
Extracto de Levadura 5g/L
NaCl 5g/L
Agar (medio solido) 10 g/L
Agua chpllL
Esterilizar por autoclave
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