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1 Resumen

La proteina novedosa de unidn a Cap (nCBP) es un miembro de la clase Il de la familia de proteinas
elF4E, las cuales han sido ampliamente caracterizadas debido a su participacién en el
reconocimiento de la estructura 5° Cap para el posterior reclutamiento de la maquinaria
traduccional. Sin embargo, en plantas existen muy pocas funciones que se le han atribuido a nCBP.
Dada la aparente redundancia funcional entre la familia 4E y la expresién ubicua y diferencial en A.
thaliana se ha sugerido que nCBP tiene un papel importante en condiciones y estadios de
desarrollo determinados en los organismos. Se ha explorado la participacién de nCBP en
condiciones de estrés, y en el desarrollo como la embriogénesis, debido a la letalidad
embriogénica en mutantes nulas de nCBP, y a su alta expresién durante los primeros dias de
subcultivo en cultivos celulares de Arabidopsis. Por lo que se planted el uso de cultivos de callos
pro-embriogénicos de A. thaliana como modelo de estudio, para indagar las funciones donde
participa nCBP. Durante la induccion de los callos las plantulas ncbp-1 presentaron proliferacién en
el meristemo apical de la plantula y en baja proporcién en el hipocétilo y la radicula, mientras que
en las plantulas silvestres la proliferacién se presentd principalmente en el hipocétilo, zona
radicular y parte distal de los cotiledones, lo que sugiere que nCBP participa en el control espacio-
temporal del proceso de proliferacion celular. Ademas, se evaluaron curvas de crecimiento de los
callos obtenidos tanto en medio semi-sélido como en suspensiones celulares, encontrando
disminucion en el peso fresco en medios semi-sélidos en callos ncbp-1 respecto a los silvestres. Se
observé la localizacion subcelular de nCBP fusionada a GFP en los callos de Arabidopsis,
localizdndose en cumulos citoplasmaticos. Se lograron transformar callos pro-embriogénicos con
el vector pncbp:GUS, donde GUS se expresd de forma difusa en el citoplasma y nicleo de forma
difusa. El material generado permitird en un futuro regenerar embriones somaticos para analizar
mas a fondo el papel de nCBP a nivel de mRNA. De manera interesante, se encontré un fenotipo
en la testa de las semillas de ncbp-1 asociado a defectos en la formacion de la columela y
consecuentemente a la acumulacién y extrusion del mucilago, lo cual sugiere que nCBP esta
involucrado con genes que participan en la formacién de la testa en etapas tempranas del

desarrollo embrionario.



2 Introduccion

Todos los organismos estdn compuestos de macromoléculas ya sea que formen estructuras
celulares y/o realicen diversas actividades dentro ellas. Estas son de gran tamafio y se encuentran
organizadas dando lugar a formas intrincadas que son capaces de realizar tareas complejas con
gran precision y eficacia. Las macromoléculas se dividen en cuatro categorias principales: acidos
nucléicos, polisacdridos, lipidos y proteinas.

Las proteinas, las cuales son del interés principal en este studio, son macromoléculas que realizan
una gran diversidad de actividades celulares, dividiéndose a su vez en diferentes grupos tales:

como enzimas, las cuales aceleran las reacciones metabdlicas; las proteinas estructurales, que

brindan soporte mecanico, tanto dentro de las células como en su periferia; hormonas, factores de
crecimiento y activadores genéticos. Ademas, las proteinas son capaces de realizar una gran
cantidad de funciones reguladoras, tales como los receptores de membrana y transportadores,
mismos que determinan ante qué reacciona una célula y qué tipos de sustancias entran y salen de
ella; como filamentos contractiles y motores moleculares que constituyen la maquinaria para los
movimientos bioldgicos. Entre mdultiples funciones adicionales, las proteinas actuan como
anticuerpos, toxinas, forman coagulos sanguineos, absorben y refractan la luz y ransportan
sustancias de una parte del cuerpo a otra. Cada proteina tiene una estructura Unica y definida que

le permite relizar una funcién particular. Lo mas importante, es que las proteinas pueden tener

interacciones selectivas con otras moléculas, incluyendo otras proteinas también (Karp, 2011).

Se le llama traduccidn al proceso de cambio informacional de RNA a proteina, y representa una de
las vias de flujo de informacién general postuladas en 1970 por Crick dentro del llamado Dogma
central de la biologia molecular (Fig. 1). Dicho proceso es fundamental para todas las formas de
vida, y su control es crucial en la expresién genética durante diversos procesos celulares y del
desarrollo. Ademas, las proteinas son moléculas elementales en la bidsfera, las cuales catalizan la
mayoria de las reacciones que sustentan la vida, de tal manera que juegan un papel estructural, de

transporte y como reguladores en todos los organismos (Hernandez et al., 2016).



Replicacion

DNA

Transcripcién
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RNA
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Replicacién

Traduccion deRNA

Proteina
Figura 1. Representacion grafica del Dogma central de la biologia molecular. Las flechas
solidas representan las vias de cambio informacional generales (replicacidn, transcripcion y
traduccién), mientras que las flecha punteadas las vias especiales (transcripcidn reversa,

replicacion de RNA y traduccion libre de RNA) del mismo dogma. Tomado y modificado de
Crick (1970).

2.1 Traducciéon de RNA mensajeros en eucariontes

La traduccién de los RNA mensajero (mRNA) es un proceso que consume aproximadamente el 90%
de la energia de la célula. El control se ejerce primordialmente a nivel de inicio de la traduccion, ya
que es energéticamente favorable controlar el primer paso de dicha reaccién, por lo que se
considera que es un evento de gran importancia a nivel fisioldgico (Martinez-Silva & Dinkova,
2010). Una variacién en el inicio tiene influencia tanto en la cantidad de proteinas, como en los
niveles relativos de sintesis de las mismas (Rhoads, 2009). El proceso de traduccién esta dividido
esencialmente en cuatro etapas, cada una con sus respectivos factores involucrados, que son:
iniciacidon, elongacion, terminacidn y reciclamiento. La regulacién las etapas de la traduccidon
permiten la sintesis diferencial de proteinas especificas, lo cual resulta en cambios profundos en la
fisiologia celular, sin necesidad de cambios en la transcripcidn de los genes correspondientes
(Groppo & Richter, 2009).

El inicio de la traduccidén es uno de los pasos primordiales, y dentro de éste existen dos pasos
regulatorios importantes; uno de ellos consiste en la primera unién del complejo elF4F al extremo
5’, es decir, el reconocimiento de la estructura 5’ Cap (7-metilguanosintrifosfato, m7GpppN) y

unién del mRNA, lo cual puede ejercer efectos variables en la traduccién de diferentes mRNAs. En
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este primer paso es cuando el 5’ Cap del transcrito es reconocido por el factor de traduccién 4E
(elF4E) unido a elF4G (proteina de anclaje). Este ultimo recluta a elF4A, una helicasa dependiente
de ATP facilitando el desenrollamiento de estructuras secundarias en el RNA. Una vez unidas
dichas proteinas, se forma el complejo elF4F el cual recluta elF4B, (uniéndose a RNA y estabiliza la
unién del ATP con elF4). En este paso, elF4G recluta a la proteina de unién a la cola de poli(A)
(PABP) lo cual promueve la circularizacion del mRNA y se puede iniciar el reclutamiento de la
maquinaria traduccional (Fig. 2).

La interaccidn de elF4G con el factor elF3, el cual se encuentra unido al complejo de pre-inicio 43S
(compuesto por GTP, Met-tRNA, y el elF2aBy; el complejo multifactor por elF5, elF1 y elF1A y la
unidad ribosomal 40S), permite la formacion del complejo de inicio 48S que recorre el mMRNA en
direccién 5" a 3’ en busca del coddn de inicio AUG. Una vez que el Met-tRNA reconoce el AUG, se
hidroliza el GTP unido a elF2a con la asistencia de elF5. Hay disociacién de la mayoria de los
factores de inicio y se lleva a cabo la unién de la unidad ribosomal 60S para formar el ribosoma
80S (Pain,1996; Fischer, 2009 y Groppo & Richter, 2009). Durante la elongacién se requieren tres
factores: (1) eEF1A, el cual unido a GTP ayuda a cargar a los aa-tRNAs correctos al ribosoma; (2)
eEF1B necesario para el intercambio de GDP por GTP en eEF1A; y (3) eEF2, el cual mediante la
hidrélisis de GTP promueve la translocacién del ribosoma exactamente tres nucleétidos sobre el
MRNA (Groppo & Richter, 2009). La terminacién estd mediada por el factor de liberacién eRF1, el
cual se une al ribosoma en lugar del tRNA para reconocer cualquiera de los tres codones de paro
(UAA, UAG o UGA), induciendo la hidrdlisis de la proteina recién sintetizada del ultimo tRNA.
Posteriormente, eRF3 unido a GTP promueve la liberacién de eRF1. De esta manera ocurre un

evento de hidrélisis de GTP para el proceso de terminaciéon (Pestova, Lorsch & Hellen, 2007).

Figura 2. Complejo pre-inicio 48S de la traduccion
de eucariontes. El complejo elF4F encargado de
recluta al mRNA, esta integrado por los factores
elF4E, elFAG y elF4A. elF4E es la proteina de unidn
al 5’ Cap; elF4A es una helicasa de RNA ATP; elF4G
es una proteina de andamiaje, con dominios de
union a polyA (PABP). elF4A, elFAE y elF3 (complejo
de multisubunidades que se une al ribosoma 40S),
permite circularizar el mensajero y reclutar a los
demas factores de inicio de la traduccion. Tomado
de Robaglia & Caranta. (2006).

La traduccion de la mayoria de los mRNA inicia por el mecanismo Cap dependiente en eucariontes

actuales, via anteriormente mencionada, la cual es mediada por los factores de inicio de la
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traduccién (elFs) y consiste en el reclutamiento del mRNA a la subunidad ribosomal 40S sobre el
reconocimiento de la estructura Cap (m’GpppN, donde N es el nucleétido localizado en el extremo

5’ del mRNA) por la proteina de unién a Cap elF4E.

De manera alterna existe una secuencia interna en el 5’-UTR de los mRNA de picornavirus
localizada cercanamente al coddn de inicio que permite a la subunidad ribosomal 40S aterrizar
directamente en el mRNA de manera independiente a Cap y sin involucrar a elF4E; este
descubrimiento lo lograron los grupos de Nahum Sonenberg y Eckard Wimmer a finales de los
afios 80. Esta secuencia es llamada Sitio Interno de Entrada al Ribosoma (IRES, por sus siglas en
inglés; Internal Ribosome Entry Site) (Hernandez et al., 2016). También hay IRES celulares en
diversos eucariontes localizados generalmente en los mRNA que codifican proteinas relacionadas
con la regulacion de la expresion genética, durante el desarrollo, la diferenciacion, la progresion
del ciclo celular, el crecimiento celular, la apoptosis y el estrés. Los IRES celulares poseen una
estructura Cap, por lo que los mRNA también pueden ser traducidos de forma dependiente a Cap
y producir una proteina idéntica. Sin embargo, cuando los IRES celulares se encuentran dentro de
las regiones codificantes del mRNA, se producen dos proteinas diferentes, mediante la traduccion
dependiente de Cap y la otra de manera dependiente de IRES. En otras ocasiones, la traduccidn de
los mRNA celulares puede ser mas compleja, y el balance entre ambos tipos de inicio de la
traduccién resulta en la produccién de isoformas distintas de una proteina (Gutiérrez-Escolano,

2006).

2.2  Origen de la estructura Cap de los mRNA

La estructura Cap m’GpppN de los mRNA de eucariontes juega un papel crucial en la biogénesis y
estabilidad del mRNA. Ademas, es esencial para la eficiencia del splicing, la exportacién y la
traduccién del mismo mRNA. Todos los procesos nucleares de la biogénesis del mRNA (i.e.
transcripcidén, capping, poliadenilacion, exporte nuclear de splicing y estabilidad) estan
estrechamente entrelazados.

Durante la transcripcion realizada por la RNA polimerasa Il (Pol Il), se agrega el Cap en todos los
pre-mRNA eucariontes durante la transcripciéon. Esto sucede una vez que se ha sintetizado
una cadena de 20 a 30 nucledtidos debido a la interacciéon entre las enzimas capping con el

domino carboxilo terminal (CTD) de la subunidad de la Polimerasa Il. El proceso dependiente del



CTD de la Pol Il recibe una sefial blanco de poliadenilacion del mRNA por la polimerasa poly(A) al
final de la transcripcion, que justo después de transcribirla es liberada. Posteriormente, el
transcrito sintetizado forma un complejo con las proteinas Cap-binding CBP20 y CBPS8O0, los
cuales conforman el Cap-binding nuclear para el splicing de intrones.

En cuanto al extenso acoplamiento en los diversos procesos de metabolismo de mRNA, la
estructura Cap es reconocida por diferentes proteinas incluyendo a muchas que pertenecen a
diferentes procesos del metabolismo de RNA. Esto también apoya la idea de que entre muchos de
los primeros componentes y procesos que aparecieron en eucariontes el CTD de la Pol I, la
estructura Cap y la proteina nuclear de unién a Cap (CBC) proporcionaron “una plataforma” para
llevar a cabo el splicing, la exportacién nuclear, proteccion de mRNA y las maquinarias NMD
(nonsense-mediated mRNA decay). Asi, tanto Cap como la cola de poli (A) de los mRNA
participaron durante la eucariogénesis, posteriormente siendo incorporados en el proceso de
traduccién en la evolucidn, Unicamente después de involucrar a elF4E, elF4G y PABP (Hernandez et

al., 2016).

2.3 Origen del factor de iniciacién 4E

Existe evidencia que sugiere que elF4E emergié como un factor de traduccién. Sin embargo, esto
aun continla discusién, pues se plantean otros posibles escenarios evolutivos. Una de las teorias
propone que elF4E aparecio en la eucariogénesis temprana como un mediador de la exportacion
nuclear, asi como para mejorar la estabilidad del mMRNA o como un mediador de almacenamiento
citoplasmatico, sin tener un papel en la traduccidon (Hernadndez & Vazquez, 2005). Evidencia de
este posible escenario lo provee una de las isoformas de elF4E en Giardia lamblia, debido a que la
proteina solo se une a pequefios RNA nucleares no codificantes, por lo que se sugiere que la
aparicidn del Cap y elF4E pudieron haber tenido un gran salto adaptativo por la proteccién de los
MRNAs de la degradacion, suceso seguido de la aparicién de las exonucleasas 5’ (algunas de origen
eucaridtico) en la etapa temprana de la eucariogénesis (Deutscher & Li, 2001; Li & Wang, 2005).

La aparicion de elFAE pudo haber seguido esta secuencia evolutiva, ya incrementa la estabilidad de
los mRNAs, pues en ausencia de algin medio de interaccidn directa con el mismo ribosoma, no
puede participar en la traduccidn. elF4E podria haber sido incorporado en los procesos de
traduccién solo después del surgimiento de una proteina de andamio (nombrada elF4G), capaz de

coordinar la actividad elF4E. Por lo que la aparicidon de elF4E ancestral implica que ese propio
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MmRNA fue muy probablemente traducido de forma dependiente de Cap, que de modo

dependiente de IRES (Hernandez et al., 2016).

2.4

La familia de proteinas elF4E

El factor de inicio de la traduccion elF4E, se encarga de reconocer la estructura 5’ Cap en el

extremo 5’ de los RNAs mensajeros eucariontes y recluta a la maquinaria de sintesis de proteinas

para dar inicio a la traduccion. En eucariontes, la sintesis de mds del 95% de las proteinas se inicia

mediante el reconocimiento del Cap de los mRNAs (Browning, 2004; Fischer, 2009 y Kaye et al.,

2009). Ademas, la familia de las proteinas elF4E se encuentra agrupada en tres clases (Fig. 3)

acorde a Joshi y colaboradores (2005). La clase | contiene Trp en las posiciones 43 (importante

para la estabilizacién estructural de la proteina) y 56 (aminoacido involucrado directamente con la

unién m’GTP), la clase Il, contiene Tyr, Phe o Leu en la posicién 43 y Tyr o Phe en la posicién 56, y

la clase lll contiene Trp en la posicion 43 pero Cys o Tyr en la posicion 56.
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Figura 3. Cladograma radial que
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miembros de la familia elF4E
seleccionados de multiples
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miembros de la familia elF4E se
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clase a la cual pertenecen. Tomado
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realizado con secuencias de elF4E y sus isoformas entre diferentes grupos taxondmicos se
encontré que aproximadamente 55 aminoacidos estan conservados por razones estructurales de
la proteina, formando el nucleo hidrofébico y otras interacciones terciarias esenciales para la
misma. Los residuos mds intimamente relacionados con la unién m’GTP se encuentran
conservados a lo largo de todas las especies y 11 residuos estan notablemente bien conservados
en plantas. Sin embargo, difieren en identidad la de aminoacidos analogos en las formas de elF4E
de mamiferos y levaduras (Monzingo et al., 2007).

Algunos de los miembros de la familia 4E presentan selectividad por diferentes estructuras Cap.
Los mRNAs en Caenorhabditis elegans contienen dos tipos de Cap, monometilado (m’GpppN) y
trimetilado (m”?2GpppN). IFE-3 (Clase 1) e elFE-4 (Clase 1) se unen preferentemente a m’GpppN,
mientras que IFE-1, IFE-3 e IFE-5 (Clase 1) se unen a ambos tipos de Cap (Keiper et al.,2000). En
plantas, se encontrd que las afinidades de unién a Cap de elF4E son de 4 a 10 veces mas fuertes
que en elF(iso)4E (Clase 1), mientras que las afinidades de uniéon para nCBP y elF(iso)4E son

similares (Kropiwnicka et al., 2015).

El factor elF4E es una proteina de aproximadamente 24 kDa, cuya estructura le permite tener
contacto directo con el Cap, estd involucrada en el reclutamiento de los mRNA al ribosoma y tiene
potencial de influir en la expresion de distintas proteinas en la célula (Kaye et al., 2009; Mayberry
et al., 2009). Ademas, su estructura primaria de aminodacidos esta altamente conservada en todos
los organismos que la presentan (Niedzwiecka et al., 2002). En organismos que presentan varios
miembros de la familia elF4E, se ha encontrado que sélo uno de ellos es ubicuo y se expresa
constitutivamente, siendo responsable de la traduccién dependiente de Cap. Este estd
representado por elF4E-1 en Drosophila (Hernandez et al., 2005), elF4E-1 en mamiferos. IFE-3 en
C. elegans (Keiper et al., 2000), elF4E-1a en pez cebra (Robalino et al., 2004) y elFAE en plantas
(Rodriguez et al., 1998). Los otros elFAEs son activos en tejidos o etapas de desarrollo particulares
o se unen a ciertos mRNA, lo que apoya la hipdtesis de que no son completamente redundantes al
presentar selectividad traduccional. Por otra parte, elFAE es blanco de multiples mecanismos de
regulacién que pueden afectar su funcion ya sea a nivel general, o solamente para ciertos mRNAs.
Debido a dicha regulacidon, la célula es capaz de mantener niveles dptimos de crecimiento y
division celular, asi como responder a estimulos externos, asi como a sefiales de desarrollo. Este
factor también es blanco de regulacién por infecciones virales y por la via de microRNA (miRNA)

celulares (Martinez-Silva & Dinkova, 2010).



2.5 nCBP, miembro de la familia elF4E

En plantas, la familia de elFAE estd compuesta por las proteinas elF4E (eucaryotic Initiation Factor
4E), por la isoforma elF(iso)4E y por nCBP (novel Cap-Binding Protein); una de las caracteristicas
conservadas en los miembros de esta familia es la formacion de un puente disulfuro
intramolecular entre las cisteinas 133 y la 151 que fue observado en la proteina elF4E de trigo
(Joshi et al., 2005 y Monzingo et al., 2007). La clase Il incluye a nCBP (novel cap-binding protein),
que fue inicialmente se identificd y caracterizd en Arabidopsis thaliana. Para esta proteina existen
diferencias notables con respecto a elF4E y elF(iso)4E de la clase |, ya que la secuencia de residuos
de triptdfano -1 y -3 cambian, sitios que estan relacionados con la afinidad a la estructura Cap del
MRNA (Ruud et al., 1998). Los tres miembros de la familia elF4E se encuentran presentes en
diversas plantas, pero hasta el momento no se ha podido determinar con certeza su

especializacion funcional (Martinez-Silva & Dinkova, 2010).

nCBP en A. thaliana es una proteina de 221 aminoacidos. El gen que la codifica (At5g18110)
contiene 1938 nucledtidos y estd localizado en el cromosoma V, contiene 1938pb y estd
conformado por 6 exones y 5 intrones. El gen nCBP codifica para una proteina de 24 kDa
(www.arabidopsis.org). Posee un 32% de identidad y un 58% de similitud con el factor elFAE de A.
thaliana a nivel de animodacidos (Joshi et al., 2005). Ademas; se sabe que nCBP es capaz de unirse
al factor elF(is0)4G, pero no interacciona con elF4A y elF4B. Es capaz de mantener el inicio de la
traduccién cerca del 30% del nivel de elF(iso)4E in vitro; lo cual implica que no sélo puede unirse a
la estructura Cap de los mRNA, sino que también forma un complejo funcional con elF(is0)4G. Sin
embargo, no esta claro si la baja actividad de la sintesis de proteinas es una caracteristica propia
de nCBP, o esta determinada por alguna interaccién aun desconocida. Su baja actividad durante la
traduccién sugiere que su funcion puede ser la de una proteina secuestradora de ciertos mRNA,
proviniendo o disminuyendo su propia traduccién (Ruud et al., 1998).

Se sabe que al menos un miembro de la familia elF4E es esencial para la viabilidad, como es el
caso de IFE-3 en C. elegans (Keiper et al.,2000), asi como también se requiere la presencia de otros
miembros de la familia en los organismos en ciertos eventos especificos durante su ciclo de vida
(Rhoads, 2009). Ademas, los complejos correspondientes a elF4F y elF(iso)F, son capaces de
discriminar mRNA con regiones no traducibles de diferente longitud y grado de estructuracién.

(Mayberry et al., 2009). Los factores elF4E estan involucrados en respuesta a distintos tipos de


http://www.arabidopsis.org/

estrés, como es el caso del factor elF4E-2 en Schizosaccharomyces pombe, el cual responde ante el
estrés por falta de nutrientes, altas temperaturas y elevadas concentraciones de sal, deteniendo la
division y el crecimiento celular (Ptushkina et al., 2004). En el caso de A. thaliana, se sugiere que el
factor elF(iso)4E es requerido particularmente durante condiciones de estrés por deficiencia de

fosfato, donde son cruciales los niveles de la proteina PHO1 (Martinez et al., 2012).

Para el caso de nCBP existen diversos ortdlogos: IFE-4 en C. elegans, d4E-HP en Drosophila
melanogaster, elF4E-1 en Leishmania, xX4EHP en Xenopus laevis y, en Homo sapiens y Mus

musculus, la proteina 4E-HP.

IFE-4 en C. elegans puede unirse al 5" Cap para la traduccion selectiva de ciertos transcritos. La
proteina se ha visto expresada con una fusidn IFE-4 a GFP se expresa de forma tejido-especifica en
musculo y neuronas de la faringe, en cuerpos de células neurales, en el corddén neuro-ventral, en
el musculo de la vulva, asi como en la pared corporal del musculo y la espermateca. La mutacion
por knockout de ife-4 mediada por RNA de interferencia (RNAI) produce un fenotipo pleiotrépico
en el organismo que incluye defectos en la ovoposicién, y como consecuencia, un retraso en la
reproduccion sin afectar su viabilidad (Dinkova et al., 2005).

Los mutantes de Drosophila melanogaster que expresan marcadamente niveles reducidos de d4E-
HP muestran defectos en la formacién del eje antero-posterior durante la embriogénesis
temprana (Cho et al.,, 2005). El desarrollo del eje antero-posterior en embriones de D.
melanogaster es dependiente de la distribucidn por genes de efecto materno que incluyen a bicoid
y caudal. En el oocito, el mRNA de caudal es distribuido de manera homogénea, mientras que el
MRNA de bicoid esta restringido a la parte anterior de la célula. La traducciéon del mRNA de bicoid
es activada por la fertilizacién lo que resulta en un gradiente decreciente de proteina bicoid hacia
la parte posterior del embrion. d4E-HP muestra selectividad por ciertos mRNAs durante el
desarrollo, y ejerce una funcidn regulatoria negativa sobre su traducciéon, como ocurre en el mRNA
de caudal, en la cual se reconoce una secuencia especifica en el 3’UTR (BBR, regién de unién a
Bicoid) por la proteina Bicoid (BCD), quien a su vez interacciona con d4E-HP unido al 5 Cap,
formando asi un circulo cerrado que impide la traduccién del mensajero y como resultado se
genera un gradiente opuesto de la expresidn de caudal (Cho et al., 2005; Hernandez et al., 2005).
Por otra parte, la proteina elF4E-2 (4E-HP) es ubicua, pero principalmente se expresa en gdnadas

de Mus musculus. Esta proteina en Homo sapiens y M. musculus tiene la capacidad de unirse a 4E-
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BPs débilmente a comparacién de elF4E-1, y a la estructura Cap. Sin embargo, no puede asociarse
con elF4G, lo cual sugiere una baja probabilidad de tener un papel como factor de inicio de la
traduccién y mas bien podria desempefiar una funcién de regulacién traduccional en estas

especies (Joshi et al., 2004).

2.6  Evolucidn de los miembros de la familia elF4E en plantas

Los analisis filogenéticos de las secuencias disponibles de elF4E y elF4G de genomas secuenciados
de Viridiplantae sugieren que elF(iso)4E aparecié en primera instancia en plantas con flor,
mientras que elF(iso)4G es mds antiguo, pues en todos los genomas secuenciados se encuentra al
menos una copia de esta isoforma (Patrick & Browning, 2012). En esos analisis, dos miembros de
la familia elFAE se reportan en las gimnospermas, uno mas parecido a elF4E conservado en plantas
y el otro diferente del elF4E candnico, pero también distinto de elF(iso)4E. Ya que tanto elF4E
como elF(iso)4E estan en gimnospermas, es posible que cada elF4E presente una afinidad
particular por elF4G o elF(is0)4G, sin embargo, para probar la hipdtesis se requiere de la
caracterizacion bioquimica de la unién de la subunidad de Gimnospermas. Una reconstruccion
filogenética con datos recientes de secuencias en Viridiplantae de elF4E, basadas en la regién
nucleo, esta representada en la Fig. 3. El arbol fue inferido del alineamiento de aminodcidos de la
region nucleo de proteinas similares a elF4E de plantas y algas verdes donde se muestra la familia
elF4E de plantas vasculares esta dividida en 3 linajes principales; un clado de secuencias de 4EHP,
uno de elF4E y otro clado de elF(iso)4E.

Los clados similares a elF4E y elF(iso)4E aparecen como hermanos uno de otro, formando un
grupo monofilético (aunque con bajo soporte de bootstrap), que a su vez es hermano del linaje de
4EHP. La monofilia de cada uno de esos tres grupos esta bien soportada por valores de bootstrap
del 63% para el clado de elF4E, 83% para elF(iso)4E de secuencias de plantas con semilla (aunque
el apoyo disminuye al 51% si se incluyen secuencias de los linajes de las Briofita y las
Licopodiofitas), y sube al 100% del linaje de secuencias 4EHP para plantas vasculares.

La rama mas larga de la filogenia de la familia de elF4E de las plantas estd basada a partir de
secuencias de un grupo monofilético de algas verdes y Amborella trichopoda. El arbol estd
enraizado con su rama mas larga, y un clado de algas verdes se forma adyacentemene al clado
4EHP. Sin embargo, en un analisis previo, las secuencias similares a 4EHP fueron consideradas

ausentes de las algas verdes. El andlisis filogenético del clado 4EHP contiene secuencias de
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musgos, licopodios, gimnospermas y angiospermas (incluyendo A. trichopoda). Interesantemente,
ninguno de los clados elF4E o elF(iso)4E son tan diversos como el clado 4EHP. Por ejemplo, el
clado elF4E incluye secuencias de Picea sitchensis (una gimnosperma), pero no de algin musgo o
licopodiophyta, mientras el clado de elF(iso)4E esta cercanamente relacionado con secuencias de
Selaginella moellendroffii y Physcomitrella patens, pero no de gimnospermas.

El orden del anidamiento de esos grupos monofiléticos, asi como la procedencia taxondmica de
sus constituyentes es compatible con un escenario en el que ya existia una proteina ancestral de
union a Cap en las algas. Entonces, en el antepasado de las plantas vasculares, un gen ancestral, es
decir, con una sola copia, se duplicé y dio lugar al linaje de 4EHP vy a los linajes elFAE y elF(iso)4E.
La duplicacién secundaria que dio lugar a los linajes elF4E y elF(iso)4E parece haber pasado en
seguida. Debido a su cercania con las secuencias de algas, pareceria que 4EHP conserva

caracteristicas similares a las de la proteina ancestral de unién a Cap (Dinkova et al., 2016).

2.7 Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

Arabidopsis thaliana es un miembro de la familia Brassicaceae con una extensa distribuciéon a lo
largo de Europa, Asia y Norte América. Presenta una gran variedad de ecotipos de los cuales
Columbia y Landsberg tienen estandares aceptados para estudios genéticos y moleculares.
(Meinke et al., 1998). Varias caracteristicas de Arabidopsis la convierten en un organismo modelo
de utilidad. En primer lugar, tiene un ciclo de vida corto, desde la germinacion de la semilla hasta
la produccion de semillas es de 6 semanas a tres meses. Ademas, las plantas son pequefias y su
tallo floral puede medir hasta 35 cm por lo que son de facil cultivo y manipulacién.

Las rosetas de dicha planta tienen un intervalo de 2 a 10 cm de didmetro, dependiendo de las
condiciones de cultivo. Las hojas estan cubiertas por tricomas, caracteristica que las hace un
modelo conveniente para estudiar la morfogénesis y diferenciacién celular. Las flores, completas y
perfectas, tienen 2 mm de longitud con pétalos color blanco. En esta especie es facil obtener
productos de polinizacidn cruzada y autopolinizacién, ademds, cada planta produce 10,000
semillas en promedio. Las semillas maduran en frutos alargados, denominados silicuas, donde una

semilla llega a medir en promedio 0.5 mm de largo.

Por otra parte, el genoma de Arabidopsis es relativamente pequefio, con 125 millones de pares de

bases (MBP), 33,600 genes aproximadamente, y cinco cromosomas que contienen toda la
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informacidn genética. La secuencia de su genoma se completd en el 2000 (Nakamura & Tabata,
2000). Otra ventaja que tiene esta planta es que puede transformarse facilmente con el uso de
Agrobacterium tumefaciens como vetor biolégico por medio del método de inmersién floral o por
otros métodos tales como la biobalistica. Ademas, existe un gran nimero de lineas mutantes y
recursos gendémicos disponibles para Arabidospsis thaliana (Sowers & Karcher, 2015). Para el
presente estudio se cuenta con material de semillas WT de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 tipo

silvestre (WT) y con las mutantes nulas de nCBP, la proteina de interés.

2.8 Uso de callos de Arabidopsis para el estudio de nCBP

Bush et al. (2009) se dieron a la tarea de investigar proteinas asociadas al 5’ Cap de los mRNAs
durante el de crecimiento en Arabidopsis. Entre sus resultados, muestran perfiles de diversas
proteinas de la familia elF4E hechos a partir de extractos de proteina de meristemos apicales,
hojas y cultivos celulares en suspensién. En las suspensiones celulares de 2 dias se muestra que la
abundancia relativa para de la proteina nCBP es mayor con respecto a otras proteinas de la misma
familia (Fig. 4B) y que dicha abundancia se presenta durante los primeros 4 dias a partir del
subcultivo de las suspensiones celulares (Fig. 4A). Esto ha dado lugar a plantear el uso de cultivos
in vitro de A. thaliana como modelo para estudiar las posibles funciones que involucran a la

proteina nCBP.
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Figura 4. Afinidad de los miembros de la familia elF4E al complejo Cap en Arabidopsis thaliana. A.
Inmunodeteccidn en ensayo tipo western-blot de nCBP y elF4A unido al complejo Cap durante la proliferacion
celular; control hlg (cadena pesada de la inmunoglobulina). B. Inmunodeteccidn en ensayo tipo western-blot para
deteccion de afinidad a Cap de diversos miembros de la familia elF4E en Ms= meristemos; S= hojas chicas; M=
hojas medianas; B= hojas grandes (imagen de Arabidopsis de la parte superior izquierda) y 2= extractos de cultivos
celulares de 2 dias de subcultivo. Tomado v modificado de Bush et al.. 2009.

A)

El crecimiento de las plantas superiores depende de la distribuciéon organizada de funciones en
drganos que, en consecuencia, comienzan a diferenciarse, es decir, se modifican y especializan
para realizar sus respectivas funciones esenciales. El crecimiento desorganizado es raramente
encontrado en la naturaleza, pero ocurre frecuentemente cuando los fragmentos de plantas
enteras son cultivados in vitro, el cual se basa en la totipotencialidad celular. El cultivo de tejidos
vegetales es una herramienta biotecnolégica con la cual se puede evaluar el crecimiento de células
de plantas, tejidos u érganos aislados de la planta madre, en un medio artificial. Incluye técnicas y
métodos usados para la investigacion en muchas disciplinas botanicas y tienen diversos objetivos

practicos.

El crecimiento organizado contribuye a la formacién o mantenimiento de estructuras definidas.

Esto ocurre cuando los érganos de la planta, asi como los puntos de crecimiento de brotes o raices
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(meristemos), hojas, botones jovenes de flores o pequefios frutos, son transferidos a cultivos y
continuamente crecen con su estructura preservada. El crecimiento coherentemente organizado
también ocurre cuando se induce la formacion de los 6rganos. Esto puede ocurrir in vitro, ya sea
directamente sobre un dérgano o sobre un fragmento de tejido colocado en un cultivo (un
explante), o durante el cultivo de masas celulares previamente desorganizadas. El proceso de la
formacién de érganos de novo es llamado organogénesis o morfogénesis (el desarrollo de la
forma) donde las células son nuevamente diferenciadas, es decir, que han desarrollado una forma
especializada (morfologia) y/o funcién (fisiologia) y, consecuentemente llevan a la formacion de
tejidos diferenciados (por ejemplo, xilema o epidermis) (George et al., 2008). Para llevar a cabo los
procesos antes mencionados es importante la aplicacion de reguladores de crecimiento vegetal de

manera externa.

Las auxinas son fitorreguladores que se usan extensamente en el cultivo de tejidos vegetales y
usualmente forman parte integral del medio de cultivo nutritivo. Dichas moléculas promueven, en
combinacion con las citocininas, el crecimiento de callo, de células en suspensién y de drganos.
También regulan la direcciéon de la morfogénesis. A nivel celular, las auxinas controlan procesos
basicos tales como la divisién y elongacidn celular. Ya que son capaces de iniciar la division celular
estan involucradas en la formacién de meristemos dando lugar a tejidos desorganizado u de
organos. En tejidos organizados, las auxinas estan involucradas en el establecimiento vy
mantenimiento de la polaridad y en plantas completas su efecto mas marcado es el
mantenimiento de la dominancia apical y la mediacion de los tropismos (Friml et al., 2003; George
et al., 2008)

Las auxinas son sustancias organicas de bajo peso molecular, que contienen ya sea un indol o un
anillo aromatico. Son cristalinas y poco solubles en agua, pero facilmente solubles en solventes
organicos (etanol, metanol, acetona, dietil éter y dimetil sulféxido, en &acidos débiles o en
soluciones acuosas alcalinas. Con excepcion del 4cido indol acético (AlA), las auxinas son estables y

persisten en medios de cultivo.

Las citocininas comprenden una clase separada de los reguladores de crecimiento. Producen
varios efectos cuando son aplicadas en plantas intactas. Particularmente estimulan la sintesis de
proteinas y participan en el control del ciclo celular. Esa es quiza la razén por la que pueden

promover la maduracién de los cloroplastos y retrasar la senescencia de hojas desprendidas. La
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aplicacion de citocininas en un solo sitio de la planta (por ejemplo, a una hoja) causa que el érgano
tratado comience a activar la disminucion de aminodcidos, que luego migran a los érganos
circundantes. El efecto de las citocininas es el mds reportado en cultivo de tejidos, donde son
utilizados, a menudo junto con las auxinas, para estimular la division celular y el control de la
morfogénesis. Agregadas a los medios de cultivos, superan la dominancia apical y liberan la
dormancia de las yemas laterales.

Se han sintetizado y probado un gran nimero de compuestos quimicos por su actividad como
citocininas. Diversos analisis han proporcionado una idea sobre las necesidades estructurales para
su actividad. Casi todos los compuestos activos como citocininas son aminopurinas sustituidas en
el N% como la beciladenina (BA). Es decir, todas las citocininas naturales son derivados de
aminopurinas. También hay citocininas sintéticas, que no se han encontrado en plantas,
destacando las citocininas tipo difenilurea, como el tidiazurdn, que se usa comercialmente como

defoliante y herbicida (George et al., 2008; Taiz & Zeiger, 2006)

En cuanto a algunos de los tipos de crecimiento desorganizados reconocidos en el cultivo de
tejidos vegetales tenemos a los cultivos de callos; representan el crecimiento y mantenimiento de
masas de células desorganizadas que surgen de un crecimiento descoordinado y desorganizado de
pequefios 6rganos de la planta, explantes de tejidos o de cultivos celulares previos. Como
consecuencia de la obtencidon de callo, es posible establecer cultivos celulares en suspensién
donde hay diversas poblaciones de células vegetales y pequefias aglomeraciones celulares,
dispersadas con agitacién, y que ademds son aireadas en medio liquido. Se pueden encontrar
agregados celulares que se caracterizan por la ausencia de alguna estructura reconocible y
contienen un numero limitado de células especializadas y diferenciadas encontradas en una planta

intacta.

El callo es una masa irregular de tejido parenquimatoso con sitios meristematicos. Carece de una
estructura organizada y generalmente se inducen por heridas, por la presencia de insectos o
microorganismos o como resultado de estrés. El proceso de formacién de callo puede inducirse in
vitro por pequefios fragmentos de la planta (explantes) en un medio de cultivo nutritivo en
condiciones de esterilidad bajo los estimulos de reguladores de crecimiento enddgenos o
reguladores de crecimiento vegetal adicionados al medio. Regularmente muestra diferenciacion

celular, principalmente compuesto por elementos traqueales. La heterogeneidad del callo es
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derivada de explantes multicelulares usados para el inicio de cultivos de callo y/o inducidos por
condiciones del cultivo. El callo del explante puede mostrar considerable variacién respecto al
color, textura, grado de compactacién, cantidad de agua, y potencial quimiosintético vy
morfogénico. Ademas, puede ser compacto o friable, seco o hiumedo, con coloracién clara u
obscura. Esas caracteristicas también pueden cambiar con el paso del tiempo de los cultivos, asi
como los cambios genéticos o epigenéticos (variacidn somaclonal) o debido a cambios de medio
de cultivo. Con frecuencia ha sido posible aislar diferentes tipos de callo de los mismos explantes.
El callo puede mantenerse como un tejido desorganizado por tiempo ilimitado a través de
subcultivos periddicos en medio fresco o inducido a la diferenciacidn de estructuras organizadas

(e. g. raices, brotes, embriones) manipulando el contenido del medio de cultivo.

Los cultivos in vitro pueden presentar diversas anomalias, las cuales pueden afectar el crecimiento
de los tejidos de interés. Una de estas es el proceso de oxidacién, que se debe a que algunas
plantas producen altas concentraciones de sustancias fendlicas cuando las células estan dafiadas o
senescentes. Los tejidos aislados comienzan a oxidarse, cambian su coloraciéon a café o negro
suspendiendo el crecimiento. Por otra parte, existe la hiperhidratacion o la vitrificacién, la cual se
presenta en los tejidos regenerados bajo condiciones de alta humedad ambiental y condiciones
heterotroficas dentro de viales de cultivo. Las plantas suelen mostrar anormalidades morfoldgicas,
anatomicas, fisioldgicas y metabdlicas (Ziv 1991; Kharrazi et al. 2011). Las plantas con
hiperhidratacidn se caracterizan por tener una apariencia vidriosa, trasllcida, suculenta vy rigida,
con hojas gruesas y quebradizas, asi como en los tallos y los callos. El grado de hiperhidratacidn
depende de la especie, el medio de cultivo, dispositivo de cierre del vial de cultivo, tipo y cantidad

de agente gelificante, asi como la concentracion y tipo de citocininas.

La embriogénesis es un modo de desarrollo especializado por el cual un évulo fecundado,
mediante una serie de divisiones celulares con un patrén predeterminado resulta en la
diferenciacidon de un embridn, es el precursor de la siguiente generacion. La doble fecundacion,
caracteristica de las angiospermas, donde dos gametos masculinos participan en un acto de
fusidn: uno se une con la célula huevo para formar el cigoto diploide del cual se desarrolla el
embrién, mientras que el otro gameto se fusiona con la célula central del saco embrionario que
después desarrolla el endospermo triploide.

El desarrollo en las angiospermas puede dividirse en dos principales pasos (Dodeman et al., 1997):
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(1) embriogénesis sensu stricto (Fig. 5), comenzando con el cigoto y finalizando en el estado
cotiledonario. El desarrollo a través de los estados globular, corazén, torpedo vy
cotiledonario pueden ser divididos en una secuencia de diferentes estadios representando
tres mayores eventos (Goldberg et al., 1994): (i) divisién asimétrica del cigoto, dando un
aumento a pequeiias células apicales y las células largas basales; (ii) formaciéon de un
patrén especifico, que da lugar al embridn globular; y (iii) transicién del estado cotiledonar
gue coincide con la iniciacién del primordio de raiz seguido, en dicotiledéneas, por la

emergencia del primordio. (2) Maduracion del embridon seguido por la germinacion.

ANGIOSPERM EMBRYO DEVELOPMENT (Arabidopsis)
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Figura 5. Representacion esquematica de desarrollo embrionario de angiospermas (Arabidopsis) para dicotiledoneas.
En el pro-embridn se dan las primeras etapas de divisidén celular a partir de que la célula huevo ha sido fecundada,
posteriormente se presenta un patréon de formacidn del embridn al pasar por el estado globular y triangular. Finalmente,
el embridn llega a los estadios de corazén y torpedo como forma de maduracidn y expansion. Tomado de Goldberg et al.,
1994.

En la naturaleza, la embriogénesis esta restringida a un évulo e involucra la fusidon de los gametos
masculino y femenino. Ocasionalmente, en condiciones naturales se forman embriones en algunas
variedades de mango y citricos a partir de células esporofiticas de la nucela, dentro de dvulos (por
ejemplo, Paeonia) y raramente en hojas (por ejemplo, Asplenium y Kalanchoe) que son
independientes de la fecundacion.

Los embriones formados por células somaticas son Ilamados embriones somaticos. El proceso
mediante el cual una célula somatica se diferencia en un embridn es llamado embriogénesis
somatica. Los embriones somaticos son parecidos morfolégicamente a los embriones cigdticos.

Son bipolares y producen los tipicos drganos de un embridn. Sin embargo, se desarrollan por una
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via diferente. In vitro la embriogénesis somatica ha encontrado amplias aplicaciones en la ciencia

basica y aplicada (Saran & Kumar, 2013; George et al., 2008).

Los embriones somaticos pueden diferenciarse ya sea directamente del explante sin pasar por la
fase de callo o indirectamente después de la fase de callo (Williams & Maheswaran, 1986). La
embriogénesis somatica indirecta puede darse a partir de células indeterminadas y callo no
diferenciado, el cual es formado previamente. Usualmente es facil distinguir a un callo
embriogénico del no embriogénico basado en su morfologia y su color. El callo embriogénico estd

compuesto de masas pro-embriogénicas (PEMs).

La regeneracién via embriogénesis somatica incluye cinco pasos:

1.- Iniciaciéon de cultivos embriogénicos por el cultivo primario del explante en un medio
suplementado con reguladores de crecimiento vegetal, principalmente auxinas, pero a menudo en
combinacién con citocininas.

2.- Proliferacion de cultivos embriogénicos en medio semisélido o liquido suplementado con
reguladores de crecimiento vegetal, de manera similar al inicio.

3.- Pre-maduraciéon de los embriones somaticos en medios ausentes de reguladores de
crecimiento vegetal, que inhiben la proliferacién y estimulan la formacién del embrién somatico y
su temprano desarrollo.

4.- La maduracion de los embriones somaticos por el cultivo en medio suplementado con ABA y/o
reduciendo el potencial osmético.

5.- Regeneracién de plantas en medio libre de reguladores de crecimiento vegetal.
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3  Antecedentes

El conocimiento sobre las funciones de nCBP en plantas resulta importante para entender
ampliamente la diversidad dentro de la familia de proteinas elF4E, asi como los posibles
mecanismos de interaccion de la proteina en cuestion. La presencia de nCBP dentro del grupo de
las plantas aun cuenta con muchas incégnitas, las cuales han llevado a algunos grupos de

investigacion a tratar de dilucidarlas mediante diferentes métodos.

Actualmente hay reportes a nivel de mRNA en A. thaliana, donde se presenta una expresion
ubicua de nCBP en diferentes tejidos de la planta (Fig. 6A). Ademas, se observan mayores niveles
de expresion en raiz, semilla y plantula (Fig. 6A). En cuanto a los estudios protedmicos, se detecta
a nCBP principalmente en botones florales (Fig. 6B), lo que ha llevado a sugerir una funcién tejido

especifica para este miembro de la familia 4E (Hidalgo, 2007; de la Torre, 2009).
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Figura 6. Perfil de expresion del mensajero y proteina de nCBP en Arabidopsis thaliana. A. Medicion de los
niveles de mRNA de nCBP por densitometria RT.PCR semicuantitativa en diferentes tejidos de la planta a lo largo
de su desarrollo. B. Expresidn de la proteina nCBP en diferentes tejidos de la planta. Tomado de Hidalgo, 2007 y de
la Torre, 2009.

También se ha sugerido la participacion de nCBP en procesos durante la etapa reproductiva, como
la floracion en Arabidopsis. Esto se debe a que en ausencia de nCBP se ha reportado un retraso en
dicho proceso, asi como cambios en la expresién de genes como AGL28, FCA y FCL, los cuales

forman parte de la via auténoma de floracién. En cuanto a la embriogénesis, se ha registrado un
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13% de letalidad embriogénica en ausencia de la proteina en cuestién (Fig. 7), caracteristica de

algunas mutantes en genes de la via auténoma de floracién.
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Figura 7. Frecuencia de semillas abortadas en la mutante ncbp-1. Semillas abortadas en la mutante ncbp-1

indicadas con flecha negra. Tomado de de la Torre, 2009.
Se sabe que nCBP en Arabidopsis interactla directamente con otras proteinas relacionadas con
estrés como Heat Shock Proteins (HSPs), con proteinas relacionadas a jacalinas y proteinas tipo
tubulinas implicadas en la dindmica del citoesqueleto, formando asi complejos. Esto ha llevado a
pensar que estan implicados en la respuesta a estrés. Ademas, la proteina nCBP se expresa en
protoplastos de A. thaliana en cumulos citoplasmaticos especificos (Fig. 8A), sugiriendo una
localizacion de estrés y/o de cuerpos de procesamiento (cuerpos P). Por otra parte, los analisis
fenotipicos en ausencia de nCBP en condiciones de estrés osmotico muestran una disminucion
significativa en la raiz principal de la planta de A. thaliana (Fig. 8B), evidencia que apoya la
participacion de la proteina en la respuesta a estrés. (de la Torre, 2009, Flores, 2013; Ledn, 2016)
Aungue nCBP ha sido poco estudiada, y se han logrado dilucidar algunas caracteristicas fisioldgicas
que nos dan pistas sobre sus posibles implicaciones en plantas, se han propuesto principalmente
dos modelos traduccionales (Fig. 9) para explicar dichos procesos fisiolégicos, donde nCBP puede
tener una interaccion directa o indirecta con proteinas de unidn selectiva a determinados

mensajeros proporcionando una especificidad funcional como miembro de la familia elF4E.
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Figura 8. Participacion de nCBP en respuesta a estrés. A. Localizacidn subcelular de nCBP-GFP en protoplastos de
A. thaliana. B) Andlisis fenotipico del desarrollo de raiz en plantas de A. thaliana bajo estrés osmdtico, en
condiciones control y con manitol a 100, 200 y 300 mM. Tomado de de la Torre, 2009; Ledn, 2016.
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Figura 9. Posibles modelos de regulacion mediados por nCBP. A. Traduccion mediada por nCBP de mRNAs
especificos. B. Represién de la traduccion de mRNAs especificos mediante la unién de nCBP con otras
proteinas que puedan reconocer a su vez secuencias en la region 3'UTR. Tomado de Martinez-Silva et a/,
20009.
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Debido a que no existe informacion acerca del papel del factor de inicio de la traduccién nCBP en
diversas condiciones, y a que su expresion es muy elevada en cultivos celulares, se propone
analizar su funcién en la induccién y crecimiento de callos pro-embriogénicos de A. thaliana
mediante el uso de una mutante nula para la proteina, asi como la generacién de construcciones
reporteras transcripcionales y traduccionales para evaluar la regulacidn de su expresién durante la

proliferacién de los callos.
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4  Hipétesis

Dada la elevada abundancia de nCBP en cultivos celulares de A. thaliana, proponemos que su
presencia es relevante durante la induccién y proliferacién, mostrando una localizacidn especifica

durante el cultivo in vitro de callos pro-embriogénicos.

5 Objetivos

5.1 Objetivo general

Explorar la relevancia de nCBP en la induccién y proliferacién de callos pro-embriogénicos de A.

thaliana, asi como su expresion y localizacion en estos tejidos.

5.2 Objetivos particulares

e Caracterizar la induccidn, el fenotipo y el crecimiento de los callos pro-embriogénicos de A.
thaliana en presencia y ausencia de nCBP

e Generar las fusiones transcripcionales pncbp:GUS y pncbp:ncbp-GUS.

e Transformar A. thaliana Col-0 WT y ncbp-1 con las construcciones p35S:ncbp-GFP,
pncbp:GUS y pncbp:ncbp-GUS.
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6 Materiales y métodos

6.1 Material biolégico

Las semillas tipo silvestre (WT) y las mutantes nulas homocigotas ncbp-1 de A. thaliana que se
utilizaron fueron del ecotipo Columbia-0. Las semillas ncbp-1 se obtuvieron de la coleccidon de

mutantes por insercion de T-DNA de SALK (SALK_131503.32.70).

6.2 Cultivo in vitro de A. thaliana

Las semillas se desinfectaron de acuerdo al protocolo de Encina (2001), con ciertas modificaciones.
Las semillas se lavaron con 1 ml de soluciéon de hipoclorito de sodio comercial al 20% (v/v) y 1 ul de
yodo con agitacién durante 20 min y porteriormente se hicieron 5 enjuagues con 12 ml de agua

estéril por 30 s cada uno.

Se realizaron dos tratamientos: (1) el de germinacion en un medio Murashige & Skoog (MS) sin
reguladores de crecimiento vegetal con 250 mg/L de cefotaxima; y (2) el tratamiento de induccion
en medio MS adicionado con bencil aminopurina (BAP) 0.5 mg/L, acido 1-naftalenacético (ANA) 1
mg/L, acido indol acético (AIA) 1 mg/L, acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 1 mg/Ly 250 mg/L de
cefotaxima (Encina et al., 2001). Para la solidificacién del medio se agregd agar al 0.7% (P/V) y
como fuente de carbono se uso sacarosa al 3% (P/V).

Se colocaron los cultivos en estratificacidn a 4°C durante 48 h en obscuridad.

Los cultivos del tratamiento de germinacién se incubaron a 22°C en un fotoperiodo 16:8
(luz:obscuridad; L:0); el tratamiento de induccidn se incubd a 28°C en un fotoperiodo 0:24 (L:0).
Los subcultivos del material vegetal de Arabidopsis se realizaron cada dos semanas.
Posteriormente, se cambié el tiempo de dichos subcultivos a 4 semanas, debido a que en las
primeras tres semanas el callo de Arabidopsis presentd hiperhidratacién, y al inicio de la cuarta
semana se quitd esta condicion y comenzd la proliferacion del callo; esto se determind
cualitativamente. Sin embargo, para determinar que hubo proliferacién del callo de A. thaliana de
manera cuantitativa fue importante realizar una cinética de crecimiento por un periodo de 4

semanas.
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6.3 Medios modificados MS y B5

Debido a los niveles de oxidacién causados por las sales del medio MS se decidié probar otros
medios.
1) Se hizo una modificacién del medio MS anterior donde los nitratos se redujeron al 50% y
las demas sales al 75% (sulfatos, haldgenos, fosfatos y quelantes). Ademads, se afadid
acido monohidratado 2-(N-morfolino) etanosulfirico (MES) y polivinilpirrolidona (PVP), 1
g/L de cada reactivo.
2) Se preparé un medio de cultivo Gamborg B5, con los siguientes reguladores de
crecimiento vegetal: AIA 1 mg/L, 2,4-D 1 mg/L y kinetina 0.1 mg/L. A este medio también
se agregd MES 1 g/LyPVP 1 g/L. 10

Debido a los problemas de hiperhidratacion en los callos se aumentd la concentracién de agar a
0.8% (P/V)

Estos tratamientos sélo se probaron en semillas de A. thaliana Col-0 WT y a la mutante ncbp-1.

Se colocaron los cultivos en estratificacion a 4°C durante 48 h en obscuridad.

Los cultivos del tratamiento de germinacidon se incubaron a 22°C en un fotoperiodo 16:8 (L:0); el
tratamiento de induccién se incubd a 28°C en un fotoperiodo 0:24 (L:0).

Se hicieron subcultivos cada cuatro semanas.

Para la proliferacion de callo se realizaron cambios respecto al tamafio de los frascos donde los
callos mas jovenes se colocaron en frascos pequefios con 25 ml de medio de cultivo B5
modificado; entre mas viejos fueron los callos son necesarios subcultivos en frascos de mayor
tamanfio para evitar la oxidacién.

En el caso de los cultivos en suspension se utilizaron los medios modificados mencionados

anteriormente sin el agente gelificante, para A. thaliana Col-0 WT y la mutante ncbp-1.

6.4 Porcentaje de germinacion

Se contabilizaron las semillas cultivadas en medio MS modificado y en Gamborg B5 tanto para A.
thaliana silvestre y mutante. Se hicieron observaciones cada tercer dia durante 10 dias, debido al
subsecuente subcultivo requerido por la especie en estudio. Se aplicd un analisis de varianza de

una via (ANOVA).
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6.5 Seguimiento de la formacion de callo

Una vez realizada la desinfeccion de semillas de Arabidopsis thaliana a 3 afios de haber sido
cosechadas y su posterior induccién en el medio de cultivo Gamborg B5, se hizo el seguimiento de
la germinaciéon y formacién de callo con la toma de una fotografia por dia con el programa Motic®

en el microscopio estereoscépico a partir del dia 4 de la induccién hasta el dia 20.

6.6 Preparacion de muestras para microscopia electrénica de barrido (MEB)

Se realizé una nueva germinacion e induccion de semillas de A. thaliana a 11 meses de haber sido
cosechadas para obtener muestras para su analisis por microscopia electrénica de barrido. Las
muestras fueron tomadas en los mismos dias en que en el primer lote de semillas germinadas y

observadas mediante microscopia estereoscdpica.

Inicialmente las muestras colectadas se fijaron con FAA (formaldehido al 10%, etanol al 50% vy
acido acético glacial al 5%) por 24 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron 5
enjuagues con agua destilada para quitar el exceso de FAA y en seguida, se comenzo el proceso de
deshidratacién de las muestras, el cual consiste en cambios de etanol cada 24 h en el siguiente
orden: etanol al 30%, 50%, 70%, 85% 96% y 3 cambios con estanol absoluto. Después, las muestras
fueron secadas a punto critico con CO,. Una vez que las muestras fueron montadas, se cubrieron
con oro durante 2 min (QUORUM Q150RES) para finalmente tomar las micrografias en el MEB
Hitachi SUI510, operando entre 10-15 kV.

6.7 Cinética de crecimiento

Las cinéticas de crecimiento de los callos producidos en los medios de cultivo MS y B5 modificados
de A. thaliana Col-0 WT y ncbp-1 en medio sélido se realizaron determinando el peso fresco. Se
utilizé el callo que presentd caracteristicas cualitativas favorables, es decir, sin oxidaciéon o un
grado minimo de oxidacién. Inicialmente se pesaron 0.5 g de callo y se llevd a cabo un registro de

la diferencia en el peso de los mismos 3 veces a la semana durante 4 semanas.
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Se realizaron precultivos en suspensidon con 3 g de callo de A. thaliana Col-0 WT y ncbp-1por
separado, en 30 ml de medio liquido B5 modificado en matraces de 125 ml. Se mantuvo en
incubacién durante 30 dias a 25 °C con un fotoperiodo de obscuridad constante a 100 rpm.
Después los cultivos se disgregaron una vez con el dispersor celular con malla 50 (No. Catalogo
S0895) de Sigma-Aldrich cada 3 semanas quitando el exceso de callo acumulado, evitando asi
tomar agregados celulares muy variables que pudieran afectar en las mediciones.

La cinética de crecimiento en medio liquido se realizé en matraces de 125 ml con 15 ml de medio
B5 modificado de A. thaliana y 15 ml del pre-cultivo de células en suspensién de A. thaliana Col-0
WT y ncbp-1 con una baja densidad celular. Se obtuvo el peso fresco y el peso seco para la
realizacion de la cinética de crecimiento y se determind la fase exponencial para realizar las

pruebas de viabilidad celular. Se les dio seguimiento durante 4 semanas.

6.8 Viabilidad celular

Las pruebas de viabilidad se realizaron con el Fluorescent cell counting kit (FCCK) de Sigma-
Aldrich® basada en la reaccién de calceina-AM (3’, 6’-Di(0-acetil)-2’, 7’-bis [N, N-bis-(carboximetil)
aminometil]-fluoresceina, tetraacetoximetil éster) la cual permea rapidamente al citoplasma de las
células. Si las células son viables las esterasas producen calceina, la cual es fluorescente a una

longitud de onda de excitacion de 485 nm y de emisidn a 535 nm (Fig. 10).
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Las pruebas de viabilidad se realizaron en los dias 0, 5, 11 y 18 que corresponden a puntos de fase
exponencial durante las cinéticas de crecimiento en cultivos liquidos para A. thaliana Col-0 WT y
ncbp-1. En cada uno de los dias indicados se tomaron alicuotas para generar curvas de dilucién
para la viabilidad celular. En placas de ELISA se colocaron 100 ul de células y posteriormente se
afiadieron 10 pl de calceina-AM/medio B5 (medio preparado para células en suspensién de A.
thaliana, dilucion de trabajo 1:50). Se incubd durante una noche a 24°C a 140 rpm. Posteriormente
la intensidad de la fluorescencia se leyd con un filtro de excitacion de 485 nm vy un filtro de

emisién de 535 nm.

De manera complementaria, con la cdmara de Neubauer, se obtuvo el nimero total de células de
A. thaliana vivas, el cual se pudo correlacionar con la intensidad de la fluorescencia dada por la
reaccion de las esterasas sobre la calceina-AM.

Para determinar la viabilidad por este método se tomaron muestras de 1 ml de cultivo en
suspension de acuerdo a las utilizadas para la realizacién de una curva de dilucién. Las muestras se
centrifugaron en una microfuga durante 15 segundos, posteriormente se descartd el
sobrenadante y se agregd medio Gamborg B5 modificado fresco, una vez repetido ese paso

nuevamente se afiadieron 5 pl del colorante azul de tripdn a una concentracién de 0.4% y se agitd
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suavemente por 10 min. Se realizaron dos lavados para quitar el exceso de colorante de las
muestras. Finalmente, se colocaron 10 ul de la muestra con la tincién y se observaron al

microscopio dptico con el objetivo de 40X para hacer el conteo celular.

6.9 Clonacién en pENTR/D-TOPO

Los fragmentos de interés que se colocaron fueron la secuencia asignada al promotor tedrico de
nCBP (pnCBP), que se encuentra 796 pb rio arriba del coddn de inicio de la traduccion del gen
correspondiente a nCBP (At5g18110) (de la Torre, 2009) y el fragmento del promotor mas el
fragmento del gen (pnCBP:ncbp).

Para la clonacion de los fragmentos pnCBP y pnCPB:ncbp en pENTR/D-TOPO fue necesario disefiar
un oligonucleétido Forward el cual tuviera integrada la secuencia CACC con el inicio del promotor
en el extremo 5, mientras que los oligonucledtidos antisentido (Reverse) fueron usados para
amplificar a partir el extremo 3’ del pnCBP y pnCPB:ncbp. Los fragmentos se obtuvieron por
amplificacion mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando la enzima Phusion
de alta fidelidad (Thermo Fisher) que deja extremos romos. Enseguida, los productos de la
amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa, a partir del cual se purificaron
usando el kit ilustra GFX PCR DNA vy purificacion de bandas de gel, GE Healthcare®. Los productos
de PCR fueron cuantificados con NanoDrop™.

Para cada reaccion TOPO se anadiendo de 0.25 a 2 ul (20 ng totales) del producto de PCR, 2 ul de
solucidn salina, 0.5 ul (10 ng totales) del vector TOPO y se llevd a un volumen de 3 pl con agua
estéril, incubando a temperatura ambiente durante una noche. Los nuevos plasmidos obtenidos
pnCBP y pnCPB:ncbp a partor de la reaccion con TOPO fueron transformados en células
competentes de E. coli DH5a. Una vez seleccionadas las bacterias con kanamicina (50 pug/ml), se
aislaron varias colonias que fueron analizadas por PCR y con reacciones de digestion con las

enzimas Ndel 'y Notl para pnCBPy con EcoR! para pnCPB:ncbp.

6.10 Reaccion de recombinacion tipo LR

Una vez clonadas las secuencias del pnCBP y pnCPB:ncbp en el vector pENTR/D-TOPO (Anexo 1),
éstas fueron digeridas con la enzima Pvull para separarlas del gen que confiere resistencia a

kanamicina, debido a que el vector destino pGWB3 también cuenta con el mismo gen de
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resistencia. Posteriormente, los insertos correspondientes se separaron por electroforesis en gel
de agarosa, a partir del cual se purificaron siguiendo el protocolo del kit ilustra GFX PCR DNA vy
purificacién de bandas de gel, GE Healthcare®.

Se utilizé el pldsmido pGWB3 (Anexo 1). Para transferir los insertos del vector de entrada
(PENTR/D-TOPO) al vector destino, se hizo una reaccidén de recombinacion tipo LR. El plasmido
pGWB3 estaba a una concentracion aproximada de 150 ng/ul, mientras que cada uno de los
insertos provenientes del de entrada se utilizaron en una concentracién de entre 50 a 150 ng/ul.
En cada reaccién se colocaron de 1 a 5 pl de la clona de entrada, 1ul del vector destino (pGWB3), 2
pl de Buffer 5X Reaccidn LR Clonasa™ y se llevd a 8 ul con Buffer TE, pH 8.0. En seguida se
adicionaron 2 ul del mix de la enzima LR Clonasa™ y se incubd a 25°C por 4 h. Después, se detuvo
cada reaccién agregando 1 ul de Proteinasa K, la cual se incubd a 37°C por 10 minutos. En seguida
se realizo la transformacién bacteriana de las células competentes de E. coli DH5a.

Las colonias obtenidas fueron comprobadas por digestiones enzimaticas utilizando EcoRl, Pvull y

Hindlll; y mediante PCR con los oligonucledtidos mostrados en la Tabla 1.

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para comprobacién de
vectores con GUS
PRONCBP5 Fw AAGCTTTAAATCTACGGCGAAACAG
PRONCBP3 Rv GGATCCTTTTTTCTCGATTAGAGC
NCBPSCT3 Rv GGATCCTCCTCTCAGCCATGT
GUS Fw GCCATTTGAAGCCGATGTCACG
GUS Rv CGAATCCTTTGCCACGTAAGTCC

6.11 Transformacion bacteriana

Se agregaron 2 pl del plasmido de interés a 50 ul de células competentes de E. coli DH5a y se
mezclaron con la micropipeta. Inmediatamente la mezcla se dejo reposar en hielo durante 10 min
y en seguida se realizd el choque térmico a 42°C por 50 segundos sin agitacion. Posteriormente la
preparacion se dejo incubar en hielo durante 2 minutos y se afiadieron 900 pl de medio LB para
incubar a 37°C durante 60 min a 200 rpm.

Se plaquearon 100 ul de las células transformantes en medios de cultivo LB con kanamicina a 50

ug/mly se dejaron en incubacién a 37°C durante 24 h.
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6.12 Purificacidon de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa

Los fragmentos de DNA se purificaron a partir de un gel de agarosa con el kit ilustra GFX PCR DNA
y purificacién de bandas de gel, GE Healthcare®. Cada uno de los fragmentos se cortaron
directamente del gel de agarosa y fueron colocados en un tubo Eppendorf, se agregaron 10 pl de
buffer 3 por cada 10 mg de gel (se agregd una cantidad minima de 300 pl). Posteriormente los
tubos se incubaron a 60°C durante 20 min y se mezclaron por inversion cada 3 min para la
completa disolucién del gel. Las muestras obtenidas se colocaron en una columna de purificacién
GFX MicroSpin con su tubo de colecta y se incubaron durante 1 min. Después las muestras se
centrifugaron a 16,000xg por 30 s. Se descarté el sobrenadante y se anadieron 500 pl de buffer 1
de lavado a la columna de purificacidn, en seguida se centrifugd nuevamente a 16,000xg por 30 s.
En seguida se colocd la columna en un tubo nuevo donde se eluyeron los fragmentos en 20 ul de
agua libre de DNasa; se incubaron las muestras durante 1 min y finalmente se centrifugaron a

16000xg durante 1 min. Los fragmentos purificados se almacenaron a -20°C hasta uso.

6.13 Purificacidn de plasmidos

Para la extraccion y purificacién de DNA plasmidico se realizaron cultivos de 5 ml en medio LB con
kanamicina a 50 pg/ml. En este procedimiento se utilizé el kit GenElute® Plasmid Miniprep (Sigma-

Aldrich). Los plasmidos purificados se almacenaron a -20°C hasta su uso.

6.14 Digestiones con enzimas de restriccion

A cada reaccién con enzimas de restriccion se le agregaron 2 pul del respectivo buffer 10X para las
enzimas utilizadas, se afiadieron 420 ng de DNA plasmidico y se afiadieron finalmente las enzimas
de restriccién (20U por reaccion). Las reacciones se llevaron a un volumen total de 20 pl con agua

mili Q y se incubaron a 37°C durante 2 h.

6.15 Electroforesis de DNA en gel de agarosa

La electroforesis se realizé con un amortiguador TBE 0.5X y el gel prepard al 1% de agarosa y se
afiadié bromuro de etidio para la tincidn del DNA.
Para el gel se cargaron diferentes volimenes de pldsmido de acuerdo a su concentracién con

amortiguador de carga (6X DNA Loading Dye de Thermo Scientific). El tamafio de los insertos
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analizados se determiné usando el marcador de peso molecular GeneRuler® 1 kb DNA Ladder

(Thermo Scientific).

6.16 Secuenciacion de plasmidos pncbp:GUS y pncbp:ncbp-GUS

Los vectores generados del promotor y promotor mas gen de nCBP fusionados al gen reportero
GUS (Fig. 11) fueron comprobados adicionalmente mediante secuenciaciéon (Anexo 2) con la
utilizacion de los oligonucledtidos presentados en la Tabla 2. Dicha secuenciacidn se llevé a cabo

en la Unidad de Sintesis y Secuenciacidn del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para secuenciacion de
vectores con GUS
PRONCBP5 Fw  AAGCTTTAAATCTACGGCGAAACAG

NCBPSCT3 Rv GGATCCTCCTCTCAGCCATGT

GUS Fw GCCATTTGAAGCCGATGTCACG

GUS Rv CGAATCCTTTGCCACGTAAGTCC

I-E6 nCBP Fw CAGGGACTCGGGAAACATGGACAGC
nCBP1.3 Fw CTCTCCGCGACAACTCTTCC

PRO+gennCBP::GUS

)
!

—_> —

PROMOTOR nCBP
783 pb

PRONCBP::GUS

— €

PROMOTOR nCBP
783 pb

Figura 11. Construcciones de los vectores de nCBP fusionados al reportero GUS. Se muestran los disefios tedricos
de las construcciones obtenidas a partir de la recombinacién de pnCBP y pnCPB:ncbp (inicialmente clonados en

PENTR) con el vector destino PGWB3. Las flechas en color negro indican el sitio donde se unen los oligonucleétidos
para la secuenciacion de los vectores.
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6.17 Transformacidn de callos pro-embriogénicos de A. thaliana con biobalistica

Los callos se subcultivaron 7 dias antes del proceso de transformaciéon en el medio B5 con una
concentracion de 8.5g/L de Agargel (Sigma-Aldrich) para promover la deshidratacion vy
compactacién de los callos. Una noche previa al bombardeo, se colocd una fina capa de callo de
forma circular de aproximadamente 1 cm? en cajas Petri con el medio de cultivo Gamborg 5
modificado con una concentracién del gelificante de 8.3 g/L.

Los 50 ul (3mg) de microbalas de tungsteno de ~0.7 um de didmetro (M-10 de Bio-Rad™) se
recubrieron con 5 pl (1 pg/ul) de los plasmidos de interés para la transformacién (35S:ncbp-GFP y
pncbp:GUS), y se afiadieron 50 pl de CaCl; 2.5M y 20 ul de espermidina 0.1M. Para cada muestra
de callo se realizaron 2 disparos a una distancia de 9 cm, con una presidn de vacio a 22 mmHg vy la

presidn para el disparo a 1100 psi.

6.18 Andlisis de muestras transformadas por microscopia confocal

Las muestras de callos pro-embriogénicos de A. thaliana Col-0 WT y ncbp-1 transformadas con el
vector 35S::nCBP::GFP fueron observadas en el microscopio confocal Olympus FluoView™ 1000,
equipado con el software FV10-ASW 3.0 a una longitud de onda de excitacién de 488 nm vy
detectado entre 500-525 nm. Debido a que los callos de A. thaliana presentaron autofluorescencia
por la presencia de la clorofila, esta fue identificada a una longitud de excitacion de 488 nm y un
rango de deteccion de 630-690 nm. Las sefiales de la autoflorescencia fueron tomadas como
fondo para asegurar que las longitudes emitidas en los callos fueran debidas la excitaciéon de la
proteina reportera GFP y no a la excitacion de la clorofila. Todas las imagenes tomadas ser

realizaron con el objetivo 40X.

6.19 Ensayo para la deteccion de la enzima B-glucoronidasa (GUS)

Una vez obtenidas las muestras transformadas con el gen reportero GUS, los callos se incubaron
por 48 horas en obscuridad. Se agregaron a los callos 1 ml de solucién de X-GIcA a una
concentracién de 1 mg/ml, y en seguida se incubaron las muestras a 37°C en obscuridad de 12 a
16. Después, la solucion se desechd y se hicieron dos lavados con amortiguador Z (Anexo 3) pH 7.
Dado que las muestras de callos carecen de clorofila finalmente se agregd glicerol al 50% y se

almacenaron a 4°C.

34



7 Resultados

7.1 Germinacidn de semillas de Arabidopsis thaliana

El porcentaje de germinacidn de las semillas de A. thaliana Col-0 WT en medio MS y en medio
Gamborg B5 fue similar (Tabla 3). La germinacidon de las semillas mutantes ncbp-1 tampoco mostré
diferencias significativas en ambos medios de cultivo utilizados. Aparentemente la germinacién del
ecotipo Columbia-0 WT y el mutante de nCBP fue diferente; sin embargo, el analisis de ANOVA no
mostré diferencias significativas pues el valor F= 0.196 no supa el valor critico para F que es de

3.49.

Tabla 3. Porcentaje de germinacion de A.
thaliana de semillas de 3 afios
Medio de
Ecotipo %
cultivo
Col-O WT 94.56
MS mod.
ncbp-1 93
Col-O WT 96.44
B5 mod.
ncbp-1 93.14

Germinacién in vitro de Arabidopsis thaliana

100

90

80

70 Medio MS Col-0
eo \I\}fl—dio MS nchp-1
50

—8—Medio BS Col-0

40 WT
—&—Medio B5 nchp-1
30

20

Porcentaje de semillas germinadas (%)

10

0 2 4 6 8 10
Dias

Figura 12. Porcentaje de germinacion de semillas de A. thaliana, ecotipo Columbia-0 WT y ncbp-1 en los medios
de cultivo MS y B5 modificados en un periodo de 10 dias.
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En la Fig. 12 se observa la tasa de germinacion in vitro de las semillas de A. thaliana a 3 afos de su
cosecha. Es posible apreciar una germinacion dentro de los primeros 4 dias que representa mas de
un 70% en los dos medios de cultivo que se utilizaron, MS y B5 modificados, en las semillas WT
como en las de las semillas ncbp-1, mientras que, en los dias posteriores las semillas continuaron
germinando aproximadamente un 20% mads a partir del dia 4. Dado que los porcentajes de
germinacion de las semillas almacenadas de hasta 3 afios oscilaron entre el 93% y el 96.5% es

posible decir que la tasa de germinacién es considerablemente alta.

7.2 Formacion de callos pro-embriogénicos de A. thaliana

El seguimiento de la germinacion y formacion del callo de A. thaliana WT comenzd con la
emergencia de la radicula de la plantula, concretando asi la germinacion en el dia 4 (Fig. 13A), en
el dia 5 se observd el crecimiento de la plantula y principalmente en el hipocétilo y los cotiledones
(Fig. 13B). Posteriormente, en el dia 7, se logrd apreciar un ligero crecimiento de las plantulas en
cuanto a la extensién de los cotiledones y un ensanchamiento en la zona transversal del
hipocétilo, asi como un ligero cambio en la coloracion de la plantula de blanco a verde claro (Fig.
13C). En el dia 11 hubo un ligero engrosamiento de aspecto hiperhidratado en la zona del
meristemo apical de la plantula, en el hipocétilo y en la radicula (Fig. 13D). Dos dias después (dia
13) se logré apreciar la proliferacion celular en las zonas antes mencionadas y ademas en la zona
distal de los cotiledones (proliferacion diferencial respecto a ncbp-1). Dichas zonas presentan un
aspecto vidrioso o hiperhidratado a comparacién del tejido original (Fig. 13E). En el dia 18, la
proliferacién de las células se expandid de la zona del meristemo apical a la parte proximal de los
cotiledones (Fig. 13G). Del dia 15 al 20 unicamente hubo proliferacién de los tejidos disgregados
mencionados con anterioridad, la Unica estructura original que permanecié fue el tejido de la zona
media de los cotiledones (Fig. 13F-H). En subcultivos posteriores se disgregd por completo hasta
gue quedaron Unicamente masas celulares, es decir, callos pro-embriogénicos con una coloracién

clara entre amarillenta a café claro dependiendo del grado de oxidacién.
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Figura 13. Formacidon de callo pro-embriogénico en medio B5 de A. thaliana, ecotipo Col-0 WT A)

en el dia 4 se observa la emergencia de la radicula (germinacién); B) a los 5 dias se lograron ver los
cotiledones de las plantulas; C) al dia 7 hubo un ligero crecimiento de las plantulas; D) en el dia 11
comenzo la proliferacidn celular en la zona radicular; E) en el dia 13 hubo mayor proliferacién celular
en la zona radicular y en la zona distal de los cotiledones, asimismo una expansidn de la proliferacion
celular en los dias F) 15, G) 18 y H) 20. Las flechas blancas indican sitios de desdiferenciacién y
proliferacion celular; las flechas azules indican zonas de mantenimiento del tejido madre.
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En cuanto a la formacién del callo pro-embriogénico a partir de las plantulas mutantes ncbp-1, se
observé la germinacién de dichas semillas en el dia 4 con el caracteristico rompimiento de la testa
y la emergencia de la radicula (Fig. 14A); al dia siguiente se aprecio el crecimiento de la plantula,
asi como la presencia de los cotiledones fuera de la testa (Fig. 14B). En el dia 7 en la plantula se
observé un ligero crecimiento y expansion total de los cotiledones (Fig.14C). Posteriormente, en el
dia 11 se presentd un evidente engrosamiento de aspecto vidrioso de proliferacién en el area
proximal de los cotiledones en la zona del meristemo apical hasta la parte proximal del hipocétilo
(Fig. 14D). A partir del dia 13 la desdiferenciacidon del tejido avanzé ligeramente hacia la parte
media de los cotiledones (proliferacion diferencial respecto a Col-0 WT), y abarcé completamente
el hipocétilo hasta la radicula (Fig. 14E). Del dia 15 al 20 las masas desdiferenciadas proliferaron
gradualmente, Unicamente quedd la parte distal de los cotiledones con el tejido original (Fig. 14F-

H) que, en posteriores subcultivos, se desdiferencio totalmente.

38



H Dia 20

Figura 14. Formacion de callo pro-embriogénico en medio B5 de A. thaliana ncbp-1 A) en el dia
4 se observa la emergencia de la radicula (germinacién); B) a los 5 dias se lograron ver los
cotiledones de las plantulas; C) al dia 7 dia hubo crecimiento de las plantulas; D) en el dia 11
comenzo la proliferacidn celular en zonas proximales a los cotiledones; E) en el dia 13 hubo
mayor proliferacion celular en la zona radicular y en la zona proximal de los cotiledones,
asimismo en los dias F) 15, G) 18 y H) 20 siguid la expansién de la proliferacion celular. Las
flechas rojas indican sitios de desdiferenciacién y proliferacion celular; las flechas blancas
indican zonas de mantenimiento del tejido madre.
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Las diferencias de la formacién del callo pro-embriogénico entre las plantulas de A. thaliana Col-0
WT vy ncbp-1 fueron evidentes a partir del dia 11, donde hubo una respuesta diferencial de las
zonas que generan el callo y consecuentemente el progreso de éste (Fig. 13D y 14D). Ademas,
hubo una notable distincién en el mantenimiento del tejido madre que mantuvo un estado
diferenciado, donde en el caso de WT se presentd en la zona media de los cotiledones, mientras

que para nchp-1 se dio en la zona distal de los cotiledones (Fig. 13H y 14H).

7.3  Caracterizacion morfoldgica de callos pro-embriogénicos de A. thaliana mediante
microscopia electrénica de barrido

La germinacion e induccion de callos pro-embriogénicos se hizo con semillas de Arabidopsis de 11
meses de cosecha.

En el dia 4 de haber sido sembradas las semillas, se observaron pldntulas germinadas de A.
thaliana, tanto de semillas WT como de las mutantes ncbp-1, se logré apreciar zonas con células
de mayor tamafio en el hipocétilo y en la parte abaxial de los cotiledones, diferentes a las células
organizadas del tejido original (Fig. 15A y E). Sin embargo, esta respuesta no se logrd ver en todas
las muestras analizadas por MEB. En los dias 5 y 7 las plantulas continuaron su crecimiento regular
con un aumento de tamaiio, ligero ensanchamiento en el limite entre la zona radicular vy el
hipocétilo y posteriormente la expansidn de los cotiledones y el avistamiento de las primeras hojas

verdaderas (Fig. 15B, C y F, G). Para ambos casos, en el dia 11 se observé la formacién del callo

pro-embriogénico, asi como las diferencias entre las plantulas WT y las ncbp-1. En las plantulas WT
se logré ver un ensanchamiento en la zona proxima al meristemo apical, asi como en el hipocétilo,
ademas del inicio de la desdiferenciacién de la zona distal y proximal de los cotiledones, la zona
radicular y del meristemo apical con la presencia de células alargadas y laxas entre ellas (Fig. 15D),
por otra parte, las plantulas de la mutante ncbp-1 mostraron de forma general un ensanchamiento
en la zona limitrofe entre el hipocétilo y la radicula, ademds de la zona de hipocdtilo cercana al
meristemo, la desdiferenciacién se presentd inicialmente en los primeros primordios de hojas

proximas a la zona meristematica (Fig. 15H).
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Dia4 Dia5 Dia7 Dia 11

Col-0
WT

400um  SU1510 15.0kV 14 2mm x130 SE

"G

SU1510 15.0kV 14.6mm 1230 SE 510 5 300um  SU1610 15.0kV 14.2mm x85 SE 5 U1510 15.0V 14.0mm x70 SE

Figura 15. Formacion de callo pro-embriogénico en medio B5 para A. thaliana visto por MEB, dia 4 al dia 11 A-C)
Secuencia del crecimiento de la plantula de Col-0 WT en los dias 4, 5y 7, D) formacion del callo pro-embriogénico a partir
de la parte distal de los cotiledones, radicula y zona del meristemo apical en Col-0 WT en el dia 11. E-G) Crecimiento de las
plantulas mutantes ncbp-1 en los dias 4, 5y 7, H) Dia 11, ensanchamiento de la parte del hipocétilo rpoximal al meristemo
apical e inicio de la formacion del callo a partir de primordios foliares préximos a la zona meristematica apical. Las flechas
rojas indican zonas de respuesta de desdiferenciacidn y proliferacién celular.

En el dia 13 se lograron apreciar mas diferencias entre las plantulas WT y las ncbp-1. En las
plantulas WT comenzé la proliferacién del callo en las zonas préximas al meristemo apical, es
decir, en la parte proximal del hipocétilo y de los cotiledones donde las células eran de mayor
tamafio que las que aln se encontraban organizadas, algunas con formas alargadas; de igual
manera que en el dia 11 se ve la desdiferenciacion en la parte distal de los cotiledones (Fig. 16A).
También en la mutante ncbp-1 hubo proliferacion del callo en los mismos sitios de alrededor de la
zona proximal al meristemo apical con la presencia de células alargadas y desorganizadas. Sin
embargo, en el dia 13 aun no se observo desdiferenciacion en las partes distales de los cotiledones
(Fig. 16E). En los dias posteriores (15 y 18) hubo un incremento en la proliferacion de los callos, asi
como nuevas zonas de desdiferenciacidn del tejido madre que abarcaron el resto del hipocétilo,
radicula y cotiledones (Fig. 16B, C y F, G), donde de forma general la ultima parte en
desdiferenciarse para el caso de las plantulas WT fue la zona media de los cotiledones en el dia 20
(Fig. 16D). En cambio, la ultima parte en producir callo para las plantulas de la mutante ncbp-1 fue
la zona distal de los cotiledones (Fig. 16H). Sin embargo, las puntas de los cotiledones comenzaron
antes dicha desdiferenciacion, quedando asi sélo algunas reminiscencias de tejido madre que ya

no se lograron ver en posteriores subcultivos.
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Col-0
WT

SU1510 10,06V 15.8mm x75 SE ; o . SU151 18.2mm x50 SE

Figura 16. Formacion de callo pro-embriogénico en medio B5 para A. thaliana visto por MEB, dia 13 al dia 20 A) Dia 13,
desdiferenciacidn y proliferacion celular de plantula de Col-0 WT de la zona de meristemo apical, parte del hipocétilo
proximal al meristemo apical y de los cotiledones, asi como de la parte distal de los cotiledones, B-C) dia 15 y 18,
desdiferenciacidn celular del hipocétilo, radicula y cotiledones, D) en el dia 20 alin se pueden observar reminiscencia del
tejido madre de la zona media de los cotiledones en las plantulas WT. E) Dia 13, desdiferenciacion y proliferacion celular
de plantula ncbp-1 de la zona de meristemo apical, parte del hipocétilo proximal al meristemo apical y parte basal de los
cotiledones; F-H) se dio la progresion de la proliferacidn celular en los dias posteriores (15, 18 y 20). Las flechas rojas
indican zonas de respuesta de desdiferenciacion y proliferacién celular.

Cabe mencionar que la velocidad de germinacién y proliferacién del callo varié entre las plantulas
del mismo lote de semillas. Los procesos fueron mas acelerados para las semillas mas recientes

(11 meses) que para las mas viejas (3 afios).

7.4 Fenotipo en la testa de las semillas de la mutante ncbp-1 de A. thaliana

A nivel ultraestructural, se encontraron ciertas diferencias entre las semillas de A. thaliana WT y
ncbp-1. EI 87.5% de las semillas del ecotipo Col-0 WT presentaron una ornamentacion en la testa
con protuberancias de formas cdnicas truncas; estas estructuras son llamadas columelas (Fig. 17A
y B), mientras que las semillas de las plantas mutantes de ncbp-1 presentaron una ornamentacion
diferente en la testa, compuesta por células con rebordes con una ligera elevacion deprimida en la
parte central, sitio que corresponde a la formacién de la columela en semillas WT (Fig. 17Cy D), la
proporcién de este fenotipo en las semillas fue del 87.5%. El 12.5% restante de las semillas WT

presentaron una ornamentacion similar a las de ncbp-1 y viceversa.
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Figura 17. Semillas de A. thaliana Col-0 WT y ncbp-1. En las semillas WT se resaltan con flechas la formacién de las
columelas en la testa, mientras que en las semillas mutantes ncbp-1 se resalta con flechas la ausencia de las
columelas generando células con rebordes.

7.5 Cinéticas de crecimiento de A. thaliana Col-0 WT y ncbp-1

7.5.1 Comparacién del crecimiento en los medios de cultivo MS y Gamborg 5 modificados

Inicialmente se hizo la comparacién del crecimiento del callo pro-embriogénico de Arabidopsis
thaliana Col-0 WT y ncbp-1 en dos medios diferentes, MS (Murashige & Skoog) y B5 (Gamborg B5).
En ambos casos se presentd una mayor tendencia de proliferacién celular con el medio B5 que en
el medio MS. Sin embargo, dicha tendencia no fue significativa debido al gran error estandar
presentado durante las mediciones. En ambos medios de cultivo los callos pro-embriogénicos
presentaron crecimiento partir del dia 0, el cual probablemente iniclamente fue debido a la
entrada de agua a las células, ya que el medio era nuevo y tenia inicialmente mayor cantidad de
agua disponible y, por lo tanto, el peso de los callos aumentd. Posteriormente hubo un ligero
decaimiento aparentemente por la salida del agua inicialmente introducida a las células. Se
observé un aumento de crecimiento respecto al peso inicial (0.5 g de callo fresco) en el dia 0, de

0.02 g en medio MS y 0.06 g en medio B5 en el dia 10 para los callos WT (Fig. 18) mientras que el
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crecimiento para los callos mutantes fue aproximadamente de 0.05 g en medio MS y 0.09 g en

medio B5 (Fig. 19).

Cinética de crecimiento de A. thaliana Col-0 WT en medio semi-sélido
0.65

0.6

0.55
—e— Medio MS

Peso fresco (g)

—— Medio B5

0.5

0.45

Dias

Figura 18. Cinética de crecimiento de callos pro-embriogénicos de A. thaliana, ecotipo Columbia-0 WT. La cinética
fue realizada en medios de cultivo semi-sélidos MS y B5 modificados. El peso fresco obtenido fue a partir de callos
cultivados durante 10 dias. Las barras muestran la desviacion estandar.
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Cinética de crecimiento de A. thaliana ncbp-1 en medio semi-sélido
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Figura 19. Cinética de crecimiento de callos pro-embriogénicos de A. thaliana, ncbp-1. La cinética fue realizada en
medios de cultivo semi-sélidos MS y B5 modificados. El peso fresco obtenido fue a partir de callos cultivados durante
10 dias. Las barras muestran la desviacion estdndar. N=5

De acuerdo a los resultados obtenidos se decidid utilizar Unicamente el medio de cultivo Gamborg
B5 para posteriores experimentos debido al mayor crecimiento en peso fresco de los callos pro-
embriogénicos. Ademas, este medio se presentd menor porcentaje de oxidacién en las masas

celulares a comparacion del medio de cultivo MS.

7.5.2 Cinéticas de crecimiento de callos pro-embriogénicos en medio de cultivo Gamborg B5
semi-sélido

La réplica 1 de la cinética de Col-0 WT y ncbp-1 en medio semisélido mostré una tendencia de

mayor crecimiento en el callo silvestre en comparacién con la mutante ncbp-1 (Fig.20). El

crecimiento fue ser similar hasta el dia 13; posteriormente se retraso el crecimiento en la mutante

ncbp-1. Sin embargo, dicha diferencia no fue significativa en este caso entre los grupos. No se

logré observar una evidente etapa exponencial de crecimiento, pues hubo ligeros incrementos de

peso debido al inicio constante de proliferacidn celular en los callos de ambas lineas de plantas.
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Figura 20. Réplica 1 de la cinética de crecimiento de callos pro-embriogénicos de A. thaliana, Col-0 WT y ncbp-1. La
cinética fue realizada en medio de cultivo semi-sélido Gamborg B5. El peso fresco obtenido fue a partir de callos
cultivados durante 26 dias. No hubo diferencias significativas entre grupos: p < 0.01, analizado con U de Mann-
Whitney; n=5. Las barras muestran la desviacion estandar.

Por otra parte, en la réplica 2 se aprecié una diferencia inicial en la proliferacién del callo pro-
embriogénico de ambos tipos de plantas, WT y mutantes ncbp-1. Las plantas silvestres desde el dia
5 hasta el 26 acumularon mads peso fresco que las mutantes ncbp-1, siendo las diferencias
significativas. El crecimiento de las plantas silvestres fue de tipo exponencial desde el décimo
tercer hasta el Ultimo dia en que los datos fueron recabados; en el caso de la mutante,
aproximadamente comenzd a partir del dia 23 una etapa exponencial mas evidente que se
prolongd al dia 26 (Fig. 21). Cabe destacar que las cinéticas de crecimiento se realizaron con el
mismo lote de callos inducidos a partir de semillas de 3 afios, la Unica diferencia entre las réplicas

radico principalmente en el tiempo de subcultivo de los callos.
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Figura 21. Réplica 2 de la cinética de crecimiento de callos pro-embriogénicos de A. thaliana, Col-0 WT y ncbp-1. La
cinética fue realizada en medio de cultivo semi-sélido Gamborg B5. El peso fresco obtenido fue a partir de callos
cultivados durante 26 dias. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre grupos: * p < 0.01, analizado con U

de Mann-Whitney; n=5. Las barras muestran la desviacidn estandar.

En la réplica 3 de la cinética de crecimiento de callos pro-embriogénicos en medio B5 semi-sélido
se pudo observar una diferencia en la proliferaciéon celular entre los callos WT y mutantes ncbp-1.
Los callos de las plantas WT mantuvieron un crecimiento por encima del de los callos mutantes
ncbp-1 con diferencias significativas a partir del dia 5. La fase exponencial comenzé a partir del dia
7 para los callos silvestres, y siguié hasta el dia 26, que fue el Ultimo dato registrado; mientras que

para ncbp-1, dicha fase se presenté de forma tardia hasta el dia 14 (Fig. 22).
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Figura 22. Réplica 3 de la cinética de crecimiento de callos pro-embriogénicos de A. thaliana, Col-0 WT y ncbp-1. La
cinética fue realizada en medio de cultivo semi-sdlido Gamborg B5. El peso fresco obtenido fue a partir de callos
cultivados durante 26 dias. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre grupos: * p < 0.01, analizado con U

de Mann-Whitney; n=5. Las barras muestran la desviacidn estandar.

El promedio de las réplicas de las cinéticas de crecimiento de los callos pro-embriogénicos de WT y

ncbp-1 mostré un mayor crecimiento de WT en relacion a la mutante con una diferencia

significativa en el dia 2, y del dia 5 hasta el 26. En este ultimo dia registré una diferencia de casi 1

g entre los grupos (Fig. 23).

2
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Figura 23. Promedio de las cinéticas de crecimiento de callos pro-embriogénicos de A. thaliana, Col-0 WT y ncbp-1.
La cinética fue realizada en medio de cultivo semi-sélido Gamborg B5. El peso fresco obtenido fue a partir de callos
cultivados durante 26 dias. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre grupos: * p < 0.01, analizado con U
de Mann-Whitney; n=5. Evaluacién de 3 réplicas bioldgicas. Las barras muestran la desviacidn estandar.

7.5.3 Cinéticas de crecimiento de callos pro-embriogénicos en medio de cultivo Gamborg B5
liquido

Se muestran las cinéticas de crecimiento por triplicado realizadas a partir de cultivos en
suspensidon en medio Gamborg B5 de A. thaliana Col-0 WT y ncbp-1 representadas en peso fresco
y seco. Los datos de las cinéticas se normalizaron con respecto al dia 0. La cinética de crecimiento
en peso fresco de las células del callo de la mutante ncbp-1 presentd una tendencia ligeramente
por encima de los callos silvestres, de una forma similar a la tendencia que se observd en las
suspensiones celulares para peso seco (Fig. 24 y 25). Es de enfatizar que los datos del peso fresco
de los callos Unicamente nos dan informacién del aumento/disminucidon de la masa evaluada,

teniendo en cuenta el agua que puedan incorporar las células, independientemente del aumento
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en su proliferacién; una vez obtenido el peso seco es posible hacer referencia sobre proliferacién
celular. Sin embargo, en ninguna de las evaluaciones se detectaron diferencias significativas en las
cinéticas de crecimiento de WT y ncbp-1. Por otra parte, el perfil de la dindmica de la grafica en la
cinética de peso fresco mostré al menos dos etapas exponenciales. Es decir, dos ciclos de
crecimiento aproximadamente entre los dias 5 al 7 y del dia 15 al 16 para cultivos ncbp-1, los
cuales concordaron con la cinética de Col-0 WT en peso fresco donde se observaron dos fases
exponenciales entre los dias 5 al 7 y del 19 al 21. Esta ultima fase exponencial se desfasé por un

par de dias con respecto a la mutante ncbp-1(Fig. 24).

Cinética de crecimiento de A. thaliana peso fresco en suspensiones

4.0
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0.0
0 5 10 15 20 25 30
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Figura 24. Cinética de crecimiento de cultivos en suspension de A. thaliana, Col-0 WT y ncbp-1, peso fresco. La
cinética fue realizada en medio de cultivo liquido Gamborg B5. El peso fresco obtenido fue a partir cultivos de células
en suspension cultivadas durante 26 dias. Evaluacion de 3 réplicas bioldgicas (n=5) normalizadas con respecto al dia
0 de la cinética. Las barras muestran la desviacién estandar.
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En la cinética de peso seco se apreciaron dos fases exponenciales para los cultivos ncbp-1
alrededor de los dias 8 y 16. De manera similar, en WT se observaron en el dia 8 y aparentemente

en el 23 (Fig. 25)

Cinética de crecimiento de A. thaliana peso seco en suspensiones
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Figura 25. Cinética de crecimiento de cultivos en suspension de A. thaliana, Col-0 WT y ncbp-1, peso seco. La
cinética fue realizada en medio de cultivo liquido Gamborg B5. El peso seco obtenido fue a partir cultivos de células
en suspension cultivadas durante 26 dias. Evaluacién de 3 réplicas bioldgicas (n=5) normalizadas con respecto al dia
0 de la cinética. Las barras muestran la desviacién estandar.

7.6 Viabilidad celular de cultivos en suspension de A. thaliana Col-0 WT y ncbp-1

Los dias evaluados para la viabilidad celular corresponden a las etapas exponenciales de la primera
réplica de la cinética de crecimiento de peso seco de las células en suspensién de A. thaliana. Se
evaluaron los cultivos de WT y de ncbp-1 en los dias 0, 5, 11 y 18. Las suspensiones de los callos
silvestres tuvieron un alto porcentaje de viabilidad que oscilé entre el 91% hasta el 97%, mientras
que las suspensiones de los callos mutantes ncbp-1 tuvieron un intervalo del 97% al 98%, pero con

un mayor nimero de células vivas por mililitro de (Tabla 4). Dados los altos porcentajes de
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viabilidad en los cultivos fue posible realizar posteriormente las pruebas de transformacion

genética de manera eficiente.

Tabla 4. Viabilidad de cultivos celulares de A. thaliana

Viabilidad de cultivos Col-0 WT Viabilidad de cultivos nchp-1

Dia Cel/ml Porcentaje Cel/ml Porcentaje
0 5,350,000 94.58 20,567,500 97.43
5 1,700,000 94.37 16,570,833 98.08
11 4,424,286 91.12 14,791,667 97.36
18 6,792,500 96.86 31,741,667 97.74

La viabilidad de las suspensiones celulares de ncbp-1 estaban por encima de los valores de las
células de WT, pero las diferencias no fueron significativas. Por otra parte, es importante sefialar
gue el porcentaje de viabilidad en los dos casos no bajé del 90%. La forma de crecimiento celular
en los cultivos en suspensidn puede ser variable (Fig. 26). En general, las células se encontraron en
formas agregadas, pero en algunos casos se encontraron células grandes de forma solitaria;

ademas las células mostraron formas circulares o alargadas, variando su tamano de 2.5 um a 34.1

pim con un promedio de 17.4 um.

Figura 26. Heterogeneidad en cuanto a la
morfologia celular de los cultivos en
suspension de A. thaliana. Se muestran
diferentes formas y tamarios de las células
de Arabidopsis. Las fotografias se tomaron

con el objetivo 40X. Escala= 20 um.

52



7.7 Generacion de construcciones reporteras

Se lograron amplificar las secuencias correspondientes al promotor nCBP (783 pb) y al promotor
junto con el gen nCBP (2264 pb) a partir de DNA gendmico de A. thaliana (Fig. 27A).

Los productos de la amplificacion se purificaron a partir de un gel de agarosa y se clonaron en el
vector de entrada pENTR/D-TOPO transformando células de E. coli DH5a, generando asi las

construcciones pENTR:pncbp y pENTR:pcbp-ncbp.

Las construcciones de los vectores de interés que se generaron fueron verificadas por reacciones
de digestién para distinguir si la posicion de insercién de los fragmentos fue la correcta. Para el
pldasmido de pENTR:pncbp-ncbp se muestra el gel de electroforesis (Fig. 27B) donde aparece en el
primer carril el plasmido sin digerir y en el segundo el pldsmido digerido con la enzima EcoR|,
donde se pueden observar las dos bandas esperadas con pesos de 1363 pb y 3491 pb que indican
gue la insercién del fragmento de pnCPB:ncbp al vector de pENTR fue correcta. Para los plasmidos
de pnCBP las reacciones de doble digestion se realizaron con las enzimas Ndel y Notl, esperando
dos bandas, una de 644 pb y otra de 2719 pb, tal y como se muestra en la Fig. 27C lo que indica

gue el fragmento que corresponde al pnCBP se insertd correctamente en el vector de entrada.
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Figura 27. Construcciones de pnCBP y pnCPB:ncbp en pENTR. A) En los carriles 1 y 2 se muestran las
amplificaciones para el promotor nCBP de 783 pb; en los carriles 3 y 4 estan se observan los fragmentos amplificados
del promotor mas el gen nCBP con un tamano de 2264 pb. En los carriles 5 y 6 se muestran los
respectivos controles negativos.B) Digestion de los plasmidos pnCPB:ncbp. En el carril 1 se muestra el
plasmido sin digerir, mientras que en el carril 2 se encuentra el plasmido digerido con la enzima de

restriccién EcoRl. C) Digestion de los plasmidos pnCBP. En el carril 1y 3 se muestra el plasmido sin digerir de
dos diferentes muestras y en seguida se muestran sus respectivas digestiones con las enzimas de restriccion Ndel y

Notl.

Para la obtencion de los pldsmidos con las secuencias correspondientes al pnCBP y pnCPB:ncbp
fusionadas al gen reportero GUS, que codifica la B-glucoronidasa, primero se digirieron con la
enzima Pvull. Después los fragmentos de interés, con los sitios attL (sitios de recombinacidn)
fueron purificados a partir de geles de agarosa, obteniendo asi los fragmentos de 1421 pb y de
2902 pb que corresponden a pnCBP para pnCPB:ncbp respectivamente.

Una vez purificados, los fragmentos de interés, estos se utilizaron para la reaccion de

recombinacidn LR con el vector pGWB3, el cual tiene la caracteristica de no tener un promotor,
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contiene el gen reportero que codifica a GUS y los genes de resistencia a kanamicina para

bacterias e higromicina para plantas.

Tabla 5. Fragmentos de los plasmidos esperados con enzimas de

digestion
PGWB3 pncbp:GUS pncbp:ncbp-GUS
12923 pb 13927 pb
EcoRl 17601 pb
5352 pb 5155 pb
6250 pb 6146 pb 7627 pb
5081 pb 5081 pb 5081 pb
4218 pb 4218 pb 4218 pb
Pvull
1699 pb 1699 pb 1699 pb
570 pb 457 pb 457 pb
457 pb
Hindlll 18275 pb 19082 pb

De las transformaciones de células de E. coli con las construcciones resultantes de la
recombinacion (i.e. las construcciones en el vector destino), se probaron dos colonias de cada una
de las mismas por analisis de restriccion con diferentes enzimas. El patrén de bandas del plasmido
pGWB3 generado con las enzimas fue el esperado. pGWB3 fue linearizado con la enzima Hindll
dejando un fragmento de 18,275 pb, mientras que con la enzima EcoRl se obtuvieron fragmentos
de 12,923 pb y 5,352 pb, y para Pvull se lograron ver aproximadamente 5 de los 6 fragmentos
esperados de casi 6,250 pb, 5,081 pb, 4,218 pb, 1,699 pb y 570 pb (Fig. 28).

Los fragmentos obtenidos de las dos colonias aisladas de pncbp:GUS con las enzima Pvull fueron
de 6,146 pb, 5,081 pb, 4,218 pb y 1,699 pb, por lo que fue posible discernir si el vector generado
era candidato para ser secuenciado.

Los vectores de las colonias aisladas para pncbp:ncbp-GUS se presentan en el carril 11 y 15 con
una muestra sin digerir, luego se pueden observar las muestras de las reacciones de digestidon con
las enzimas Hindlll, EcoRl y Pvull, que en ninguno de los casos muestran las bandas esperadas que

se muestran en la tabla 5.
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Figura 28. Digestion de los plasmidos promotor y promotor+gen ncbp fusionados con GUS. En los carriles del 1 al 4 se
muestran las pruebas realizadas para el vector destino PGWB3 donde se presenta el pldasmido sin digerir, linearizado y
posteriormente cortado. En los carriles 5 a 10 se muestran dos muestran distintas de los vectores pncbp:GUS se
presenta el plasmido sin digerir, linearizado y cortado con Pvull. Finalmente, en los carriles del 11 al 18 se hay dos
muestran diferentes de. Vector pncbp:ncbp-GUS que de la misma forma se presentan si digerir, linearizados y
cortados con diferentes enzimas de restriccion.

Por otra parte, los vectores del promotor y el promotor mas gen fusionados a GUS también fueron
verificados por PCR. En el andlisis por electroforesis (Fig. 29) se observa el producto de la
amplificacion de GUS )584 pb) a partir del vector destino pGWB3 con el cual se hizo la reaccion LR
(carriles 1 y 10; Fig. 29). En seguida se muestra la amplificacion del gen GUS de manera
independiente para los plasmidos generados pncbp:GUS y pncbp:ncbp-GUS de tres colonias
aisladas, que de igual manera presentan la banda esperada de 584 pb. En los carriles 3, 5y 7 se
muestran las amplificaciones con los oligonucledtidos forward para el inicio del promotor nCBP y
reverse para GUS produciendo una banda de 1,875 pb para las 3 colonias aisladas, tal como se
esperaba. Sin embargo, la combinaciéon de los oligonucledtidos para el promotor mas el gen nCBP
y GUS no amplificaron la banda esperada de 3,356 pb en ninguno de los casos, indicando que la
recombinacidon LR entre los fragmentos purificados a partir de pENTR:pncbp-ncbp y el vector

destino pGWB3 no se llevd a cabo de manera exitosa.
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Figura 29. Comprobacién por PCR de los plasmidos promotor y promotor+gen ncbp fusionados con GUS. En los
carriles 1y 10 se observan los controles positivos para GUS. En los carriles 2, 4 y 6 se observan los fragmentos
de GUS para distintas muestras de plasmido pncbp:GUS y en los carriles 2, 5y 7 los fragmentos promotor nCBP
y GUS. En los carriles 11, 13 y 15 se observan los fragmentos de GUS para distintas muestras de plasmido
pncbp:ncbp-GUS y en los carriles 12, 14 y 16 los fragmentos promotor+gen ncbhp y GUS, sin embargo éstos ultimos

no se lograron observar. Se muestran los controles negativos para el fragmento de GUS.

Una vez comprobada la construccion generada pncbp:GUS se procedid a realizar la transformacion
por biobalistica en los callos pro-embriogénicos de Arabidopsis inducidos a partir de las plantulas.
Se lograron obtener callos transformados utilizando dos distancias diferentes (6 y 9 cm). Las
transformaciones de los callos se evaluaron con ensayos de GUS, lo que permitid identificar
visualmente mediante el cambio de coloracién a azul los sitios transformados de forma localizada
(Fig. 30A). Ademas, se utilizaron como control positivo para el bombardeo y para la prueba
histoquimica callos pro-embriogénicos de maiz (Zea mays), los cuales en condiciones naturales
presentan expresién enddgena de la B-glucoronidasa. A nivel subcelular la proteina GUS se
expresd bajo en promotor nCBP de manera difusa en el citoplasma y el ndcleo de algunas células
que conforman los callos de A. thaliana WT, ademds dicha expresion fue diferencial en los
cumulos de células transformadas de los callos ya que se observaron diferentes intensidades de

coloraciéon después del ensayo histoquimico de GUS (Fig. 30B).
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Figura 30. Comprobacion de la transformacion de callos de A. thaliana mediante ensayo de B-glucoronidasa. A) Se
observan los callos de A. thaliana Col-0 WT transformados por biobalistica; el control negativo no mostré cambio en la
coloracion mientras que en los callos donde se bombarded con el vector pncbp:GUS presenta cambios de coloracién
localizados en distancia de 6 cm y 9cm. Como control positivo se utilizaron callos pro-embriogénicos de Zea mays
donde se observa una expresion difusa de GUS. Escala= 500 um. B) Localizacion subcelular de GUS bajo el promotor
nCBP en callos transformados de A. thaliana WT. Obetivo 100X; escala= 10 um

7.8 Expresion de 355:ncbp-GFP en callos pro-embriogénicos de Arabidopsis thaliana

Ya que no se logré generar el plasmido pncbp:ncbp-GUS se utilizé el plasmido 35S:ncbp-GFP
(Anexo 1) generado por de la Torre (2009), fue verificado mediante una reaccién de digestion con
la enzima EcoRl, la cual realiza dos cortes dentro del plasmido. En el carril 1 se muestra el plasmido

sin digerir el cual estd integro, y en los carriles del 2 al 4 se muestran 3 diferentes muestras de
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extraccién de dicho vector digerido con la enzima en cuestion; al menos en dos muestras se

corrobord la presencia del fragmento esperado por el corte de 1500 pb (Fig. 31), lo cual indica que

el plasmido es correcto y es posible utilizarlo para posteriores experimentos.

Figura 31. Digestion enzimatica
del plasmido 355:nCBP-GFP. En
el carril 1 se muestra el
plasmido  355:nCBP-GFP  sin
digerir, mientras que en los
carriles 2 al 4 hay diferentes
muestras digeridas con la
enzima de restriccion EcoRl.

10000 pb

6000 pb

3000 pb

2000 pb

1500 pb

1000 pb

MP 355:nCBP-GFP

Dig. 1 Dig. 2
1 2 3

<= 1500pb

Posterior a la comprobaciéon de la construccion con GFP, se transformé por biobalistica a los callos

pro-embriogénicos de A. thaliana WT y ncbp-1 a una distancia de 9 cm. En ambos casos se

obtuvieron explantes transformantes con el vector de interés, y mediante las observaciones a

partir de microscopia confocal se detectd la presencia de la proteina de fusion nCBP-GFP con una

expresion localizada en citoplasma en los callos pro-embriogénicos de A. thaliana (Fig. 32 y 33).
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GFP Campo claro CC+GFP
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35S

WT
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35S

Figura 32. Localizacion de la proteina nCBP fusionada a GFP en callos de Arabidopsis Col-0 WT. Se observan los callos
de A. thaliana Col-0 WT transformados. Los callos del control negativo con agua no presentan fluorescencia. 355:DR-5-
GFP se utilizé como control positivo para identificacién del fluoréforo GFP. En los callos transformados con el vector
355:nCBP-GFP se encuentra expresada la proteina fusionada de forma localizada en el citoplasma. Las flechas rojas
indican células con expresion de la fusién de proteinas nCBP-GFP. Escala= 50 um
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Control (-)

ncbp-1

GFP Campo claro CC+GFP

ncbp-1

ncbp-1, nCBP. GFP ncbp-1, nCBP GFP

nCBP-GFP

35S

Figura 33. Localizacion de la proteina nCBP fusionada a GFP en callos de Arabidopsis ncbp-1. Se observan los callos
ncbp-1 del control negativo con agua y no presentan fluorescencia. Los callos transformados con el vector 355:nCBP-
GFP presentan una expresion de la proteina localizada en el citoplasma. Las flechas rojas indican células con
expresion de la fusion de proteinas nCBP-GFP Escala= 50 um
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8 Discusion

Poco se sabe acerca de la funcién que nCBP lleva a cabo en las plantas. No obstante, existen
algunos indicios sobre la presencia de la proteina en estadios del desarrollo especificos en los que
puede estar involucrada, por ejemplo, durante la embriogénesis temprana. Ademas, la expresion
de nCBP en las plantas es ubicua y diferencial de forma temporo-espacial. Se ha propuesto que
nCBP tiene una importante participacién durante la reproduccién de las plantas, dejando a la fase
vegetativa sin un fenotipo aparente en condiciones regulares de crecimiento cuando la proteina
estd ausente. Sin embargo, las silicuas mutantes ncbp-1 tienen un 13% de aborciéon de las semillas,
hecho que se ha ligado con la via auténoma de la floracion mediante otros ensayos realizados
sobre las mismas. Ademds, se reportan efectos letalidad embriogénica similares a las de ncbp-1 en
mutantes de Arabidopsis con deplecion de FPA y FY (de la Torre, 2009; Hidalgo, 2007). Se ha
demostrado que proteinas ortélogas de nCBP en C. elegans (Dinkova et al., 2005), en D.
melanogaster (Cho et al., 2005) o M. musculus (Joshi et al. 2004) también participan durante el
estadio reproductivo de los organismos provocando defectos durante la embriogénesis sin afectar
su viabilidad. En el caso de A. thaliana se observé que tampoco afecta el tiempo de germinacién
de las semillas, ya que como se evidencié en este trabajo, las semillas WT y las mutantes ncbp-1
muestran una alta tasa de germinacién para semillas de 3 afios de haber sido cosechadas, sin
diferencias significativas entre ellas. Por otra parte, en la evaluacién de los cultivos en suspension
se encontrd una viabilidad celular por encima del 90%, lo cual muestra otra evidencia en relacién a

la viabilidad a nivel celular en los cultivos evaluados.

8.1 Implicaciones de nCBP en la induccién de callos pro-embriogénicos

nCBP se expresa mucho mas que otros miembros de la familia elF4E en cultivos celulares de
Arabidopsis durante los primeros 4 dias post-subcultivo donde existen condiciones de crecimiento
y proliferacion celular activos. Esa observacion permitié plantear el uso de callos pro-
embriogénicos de A. thaliana como modelo de estudio para la exploracidon de la expresion de
nCBP, aunado a la propuesta de la posible participacion de la proteina durante la embriogénesis
somatica (Bush et al., 2009).

Los resultados del presente trabajo revelaron que la proteina nCBP no parece tener un papel
relevante en el establecimiento in vitro de las plantulas de A. thaliana, pero si participa en la

formacién del callo pro-embriogénico a partir de las plantulas, ya que en ausencia de la proteina
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nCBP la formacidn del callo inicia en el meristemo apical de la plantula e inicios de proliferacion
celular en el hipocétilo y radicula a comparacion de las plantulas WT que formaron callos en el
hipocétilo, zona radicular y parte distal de los cotiledones (Fig. 13D y Fig 14D). Se ha reportado que
la formacién del callo en Arabidopsis se da como consecuencia de la respuesta de la
pluripotencialidad localizada en las células del periciclo de las plantas (Parizot et al., 2008). En
muchas espermatofitas, las células del periciclo de la raiz se encuentran en contacto con los polos
del xilema y muestran caracteristicas meristematicas por su potencial constitutivo para dividirse,
por sus caracteristicas morfoldgicas (como la presencia de un nucleo grande, pequefias vacuolas y
citoplasma denso), asi como su capacidad de formar brotes debido a la cercania a sitios blanco
como los meristemos laterales de raiz inducidos por auxinas que se forman a través de divisiones
celulares periclinales y anticlinales (Beeckman et al., 2001; Dubrovski et al., 2000; Parizot et al.,
2008; de Smet et al., 2006). El proceso de la formacion del callo tiene caracteristicas similares a la
punta de un meristemo radicular, incluso si este es derivado de 6rganos aéreos tales como los
pétalos o cotiledones. La formacidn del callo de multiples érganos es un proceso de diferenciacion
de las células del periciclo presentes en el érgano hacia un tejido similar al meristemo radicular,
independientemente del tejido de origen y de la variacidon de las concentraciones hormonales en
el medio de cultivo (Sugimoto et al., 2010), proceso que concuerda con la respuesta de formacién
y proliferacidon de callos pro-embriogénicos a partir de diversos tipos de tejidos de las plantulas
inducidas (Fig. 13 y 14).

Puesto que tanto la mutante ncbp-1 como las plantulas WT mostraron capacidad para la
formacién de callos pro-embriogénicos, por lo que se sugiere que la proteina nCBP favorece la
expresion espacio-temporal para dar lugar a la activacidn de algin mecanismo implicado, ya que
se ha visto que hay una expresién diferencial en los tejidos de la planta de A. thaliana (Hidalgo,
2007). Aunque los mecanismos de funcionamiento de nCBP no han sido dilucidados, se ha
sugerido que los efectos indirectos de la proteina podrian llevarse a cabo mediante la seleccién
traduccional de genes especificos o la represién de la maquinaria traduccional (Martinez-Silva et
al., 2009) que desembocan, en este caso, en una sincronizacion determinada de los tejidos para
dar lugar a la respuesta pluripotencial del periciclo en las diferentes estructuras de las plantulas.
Dicha sincronizacién en la respuesta de formacién de callos podria ser llevada por la maquinaria
involucrada en la proliferaciéon celular, dado que se reporta que las células del periciclo son
capaces de retener la expresidén de genes del ciclo celular tales como CDC2a y CYCA2, propiedades

que probablemente son responsables de la capacidad de las células del periciclo para reactivar
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rapidamente el ciclo celular sin experimentar una verdadera desdiferenciacién (Burssens et al.,

2000; Atta et al., 2009).

8.2 Diferencias en la velocidad de proliferacion celular causadas por nCBP

Se determind utilizar el medio de cultivo B5 con la adicion de PVP y MES para la inducciéon y
proliferacién de callos, ya que en dicha condicidn se observa una tendencia de mayor proliferacion
de los callos pro-embriogénicos de A. thaliana WT y ncbp-1 comparada con el medio MS, aunque
las diferencias no mostraron ser significativas.

Existen diferencias significativas en la cinética de crecimiento de los callos pro-embriogénicos WT y
los mutantes ncbp-1, mds evidentes del dia 5 hasta el 26. En el dia 26 se observé una diferencia
promedio de 1.2 g en peso fresco en los callos WT por encima de los que carecen de la proteina
nCBP. Los resultados obtenidos a partir de peso fresco no necesariamente indicaron un aumento
en la proliferacion celular, mds bien, sugieren la internalizacién de agua circundante en el medio
de cultivo hacia las células de los callos de A. thaliana, por lo que posiblemente estén involucrados
mecanismos de osmorregulacién diferentes en las células del callo ncbp-1 respecto a las WT. Hay
evidencia que apoya a que nCBP esté implicada en contender contra el estrés osmotico, pues se
han mostrado diferencias fenotipicas en el crecimiento de la raiz primaria con manitol a 200 mM
(Ledn, 2016), ya que como se mostrd en la cinética de crecimiento, la ausencia de nCBP en callos
pro-embriogénicos provocé una disminucion de peso fresco respecto a los callos silvestres. Por
otra parte, se presentaron condiciones de hiperhidratacion en los callos de Arabidopsis; por lo que
resulta indispensable para las células contender contra esta condicidn para posteriormente dar
lugar a otras respuestas morfogenéticas, ya que las plantas pueden mostrar anormalidades
morfoldgicas, anatdmicas, fisiolégicas y metabdlicas (Ziv 1991; Kharrazi et al. 2011). Para
determinar si las diferencias de peso que fueron encontradas se tratan de proliferacion, es
necesario realizar evaluaciones del peso seco de los callos. Hipotéticamente, en caso de tratarse
de diferencias en la masa de los callos entonces podrian estar involucrados diversos factores en
relacion con los ciclos de proliferaciéon celular. Un grupo de proteinas aunado a este tipo de
procesos son las ciclinas dependientes de kinasas (CDKs) quienes forman parte del control de la
progresion del ciclo celular, que ademads se han visto involucradas en diferentes niveles con la
magquinaria de inicio de la traduccidon en eucariontes, para el control de la traduccion de

transcritos (Pyronnet et al., 2001). En animales se han encontrado asociaciones entre los factores
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elF4E con componentes del ciclo celular, como la traduccién mediada por elF4 que se reduce
durante la mitosis en células de mamiferos; mientras que en células Hela, se ha observado que la
CDK1 es capaz de fosforilar 4E-BP en Thr-70 mientras se encuentra unida a elF-4E, lo que produce
la disociacion del complejo durante el ciclo celular (Pyronnet et al., 2001; Heesom et al., 2001) En
plantas, se demostré la existencia de un complejo elF4A-CDKA presente en células de Arabidopsis
que se estan dividiendo y creciendo rapidamente, por lo que se ha sugerido que elF4A puede ser
parte de un complejo que tiene como blanco a CDKA para la maquinaria de traduccion (Hutchins
et al.,, 2004). Es posible que nCBP regule transcritos correspondientes a genes de ciclo celular,
aunque no se sabe si tal regulacién seria a nivel de localizacién. Por otra parte, es posible que
nCBP sea relevante para contender con el estrés que representa un crecimiento y divisidn celular
sostenidos en el estado de callo, puesto que la proteina se ha visto altamente expresada respecto
a otros miembros de la misma familia en cultivos en suspensién de Arabidopsis (Bush et al., 2009).
Curiosamente, en medio liquido, la cinética de crecimiento celular en ausencia de nCBP no parecio
afectarse. Incluso se observaron mayores incrementos en el peso fresco y seco para la mutante,
aunque la diferencia no fue significativa. Esto sugiere que el entorno celular y la temporalidad de
crecimiento analizados posiblemente influyan en la participacion de nCBP durante el proceso de

cultivo de tejidos in vitro de A. thaliana.

8.3 Expresion de nCBP en callos pro-embriogénicos de A. thaliana Col-0 WT y ncbp-1

Para tener un mejor entendimiento del papel de nCBP en los cultivos pro-embriogénicos
generados, una aproximacion seria evaluar sus cambios en la expresién y localizaciéon durante el
proceso de subcultivo, regeneracion de plantulas y en respuesta a estimulos de estrés. Es por ello
que en este trabajo se utilizaron las construcciones de pncbp:GUS la cual nos puede revelar
informacidn acerca de la transcripcidn del gen nCBP en los callos, y 35S::nCBP::GFP que provee
informacidn sobre la localizacién de la proteina fusionada en las células de callos de A. thaliana
tanto en Col-0 WT como en ncbp-1, sin embargo, es importante considerar de que esta ultima
construccion se encuentra bajo un promotor constitutivo.

Los callos pro-embriogénicos de A. thaliana WT se transformaron con la construccion pncbp:GUS.
El ensayo de GUS se mostré la presencia de zonas azules en los callos WT, marcas que evidencian
la exitosa transformacion y expresion mediada por el promotor nCBP. A nivel subcelular se

observé la expresion de GUS bajo el promotor nCBP de forma difusa en el citoplasma y en el
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nucleo, a diferencia de la localizacidn en cimulos citoplasmdticos de la proteina nCBP. Es posible
que el promotor nCBP actle en zonas especificas de los callos con una distribucién homogénea en
las células para dar lugar a diversas respuestas como la proliferacién celular.

Por otra parte, uno de los aspectos clave para la exitosa transformacidn de callos de Arabidopsis es
la condicidn fisioldgica en la que se encuentre el explante, es decir, es necesario que los callos
pasen por un proceso de deshidratacidn para incrementar su nivel de compactacion mediante el
aumento en la concentracién del gelificante utilizado, ya que en condiciones regulares de
proliferacién este tiende a hiperhidratarse las primeras dos semanas después del subcultivo; dicha
caracteristica deshidratada de los callos es observable en otros trabajos donde se obtienen
porcentajes de transformacion exitosa de hasta el 82% en A. thaliana (Um et al., 2007).

En seguida se evalud la localizacién de la GFP a partir de la expresién de la construccidon 355:nCBP-
GFP en ambos callos pro-embriogénicos de A. thaliana WT y ncbp-1. Se vio una expresién de nCBP
ampliamente distribuida en citoplasma dentro de cumulos. Algunos estudios relacionados con la
familia de proteinas 4E muestran que elFA4E también presenta acumulacién nuclear en células
quiescentes (Bush et al, 2009). Por otra parte, Leén (2018) sugiere que nCBP se expresa
probablemente en el nucleo, debido a su distribuciéon localizada en el centro de protoplastos de A.
thaliana en condiciones de estrés por calor. Dado que en animales se ha visto al factor elFAE
candnico esta presente en el nucleo (Culjkovic et al., 2007; Iborra et al. 2001) donde desempefia
una funcién de exporte de mensajeros hacia el citoplasma, la variante elF4E2 esta localizada
principalmente en citoplasma, pero se relocaliza en el nucleo por una via independiente al
transportador 4E-T (proteina encargada del transporte de elF4E desde citoplasma a nucleo)
(Kubacka et al., 2013). Interesantemente en protoplastos de A. thaliana, se ha observado que la
proteina nCBP tiene una distribucidn citoplasmatica diferencial de acuerdo al tipo de estrés al que
son sometidos, lo que ha llevado a sugerir que dicha proteina puede desempefar funciones
especificas de acuerdo a los mecanismos de adaptacién que requiera la célula (Ledn, 2018). La
localizacién de nCBP es contrastante con respecto a la de elF4E, una proteina candnica, la cual

tiene una expresion difusa en el citoplasma (de la Torre, 2009).

66



8.4 Funcion de nCBP en la formacion temprana de la testa de las semillas de A. thaliana

La testa del 87.5% de las semillas ncbp-1 de Arabidopsis presentaron diferencias en la
ornamentacién de la testa, donde las células mostraron rebordes con una ligera elevacién
deprimida en la parte central a diferencia de las testas de semillas Col-0 WT, las cuales presentan
una ornamentacion con protuberancias cdnicas truncadas conocidas como columelas; en algunos
casos se presentan ligeras elevaciones circulares de contorno delgado alrededor de las columelas,
similares a las observadas con anterioridad por MEB en semillas de Col-O (Fig. 34A-C) (Lopez-
Garcia et al., 2016; Penfield et al., 2001).

La diferenciacién de la testa de las semillas de Arabidopsis es un proceso que se origina a partir de
diversas capas de tipos celulares especializados (Haughn & Chaudhury, 2005); unas de esas células
son las de la epidermis de la cara externa del tegumento interno, que secretan al apoplasto una
gran cantidad de mucilago, el cual a su vez estd compuesto de pectinas, formando asi una pared
secundaria de celulosa en forma de volcdn conocida como columela. En la maduracién, todas las
células de la testa de la semilla estdn muertas y se encuentran aplastadas actuando como una
barrera mecanica y protectora (Haughn & Chaudhury, 2005; Dekkers et al., 2013). Aunque la testa
no proviene del proceso de fecundacién, su desarrollo se da inmediatamente después, lo que
implica un mecanismo de sefializacion de tejidos cigdticos hacia los tejidos maternos circundantes
(Roszak & Kohler, 2011).

Para un apropiado desarrollo embrionario es necesaria una adecuada provisién de sacarosa y
nutrientes por parte del endospermo, asi como el desarrollo per se del embridn; por lo tanto, si
alguno de estos eventos falla en algun punto, la testa de la semilla se ve afectada, por lo que el
desarrollo embrionario no procede normalmente (Hehenberger et al., 2012; Lafon & Kohler, 2014;
Chen et al., 2015). Algunos analisis genéticos sugieren que el endospermo produce una sefial que
inicia la diferenciacion de los integumentos para producir la testa de la semilla (Roszak & Kohler,
2011; Berger et. al, 2006; Ingouff et al., 2006; Figueiredo & Kohler, 2014). Sin embargo, pocos loci
implicados en el desarrollo de la testa en Arabidopsis han sido dilucidados, entre ellos se
encuentran APETALA2 (AP2), TRANSPARENT TESTA GLABRA1 (TTG1) y MERISTEM PROGRAM1
(AMP1), que regulan la elongacidon de las células de la testa, sintesis de proantocianidina, y
biosintesis de mucilago (Debeaujon et al., 2000; Orozco-Arroyo et al., 2015; Lépez-Garcia et al.,
2016), mientras que los genes GLABRA2 (GL2), MUCILAGE-MODIFIED4 (MUM4) Y MUCILAGE-
MODIFIED4 (MUM_2) han sido relacionados especialmente en la produccidon y modificacion de

mucilago en la testa en la capa epidérmica; BANYULS (BAN), LDOC/TDS4, TRANSPARENT TESTAZ2
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(TT2) Y TRANSPARENT TESTA3 (TT3)/DFR estan implicados en la produccion de proantocianidina
en la capa endotelial de manera especifica (Dean et al., 2011). Otros genes, como los
transportadores de sacarosa SWEET11, SWEET12 Y SWEET15 tienen un papel en la especificacion
de la testa y el transporte de azucar en Arabidopsis (Lépez-Bucio et al., 2014).

De manera interesante, el fenotipo de la ornamentacién de la testa observado en las mutantes
ncbp-1 es similar al reportado en las mutantes ttgl-1 en Arabidopsis, donde estd ausente la
columela. Gracias a los estudios en mutantes las ttg1-1 (Fig. 34D y E) se ha sugerido que la
actividad de TTG1 no es requerida en estadios tempranos de la especificacion de la epidermis de la
testa, sino para el mantenimiento de estado diferenciado de las células epidermales antes de la
secrecion del mucilago de las células destino (Fig. 34F). Al comprometer el correcto desarrollo de
la columela de la testa, la extrusidon del mucilago se ve afectada. Dado que el mucilago de la
semilla es eficiente en la absorcion de agua, debido al incremento y estabilizacién del potencial
hidrico circundante en la semilla que genera. Esta estabilizacién del potencial hidrico promueve la
germinacidon y establecimiento de la plantula eficientemente. Las semillas mutantes ttgl-1
germinan y crecen regularmente bajo condiciones estandares del laboratorio, pero en condiciones
con el potencial hidrico disminuido, el establecimiento en las plantulas y la tasa de germinacién de
las mutantes se reduce fuertemente comparada con las silvestres. Se le ha dado un papel
adaptativo a la produccién del mucilago en las semillas ante condiciones de baja o variable
disponibilidad de agua (Penfield et al., 2001), sugiriendo una funciéon importante para nCBP
durante la formacion de la testa de las semillas en A. thaliana. Es probable que las semillas
mutantes ncbp-1 tengan una disminucién en la tasa de germinacién en condiciones de estrés

hidrico debido a la malformacién de la columela en la testa.
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Figura 34. Diferencias en las columelas de testas de A. thaliana. A) Testa Col-0 WT la cual presenta columelas B)
Fenotipo de la testa Col-O0 WT, barra: 100 um; tomado de Lépez-Garcia et al.,2016. C) Fenotipo de la testa Col-0 WT,
barra: 20 um; tomado de Penfield et al.,2001. D) Testa de la mutante ncbp-1 carente de la columela E) Fenotipo de la
testa ttgl-1, barra: 20 um; tomado de Penfield et al.,2001. F) Comparacién histoldgica de la formacién de la columela en
Col-0 WTy ttgl-1 en diferentes estadios durante la formacion de la semilla; tomado de Penfield et al.,2001.

El evidente fenotipo encontrado en las testas de las semillas mutantes ncbp-1 nos ha llevado a
pensar que la proteina nCBP tiene una importante participacién en la etapa reproductiva en A.
thaliana, como ya se ha sugerido con anterioridad su participacion en la embriogénesis debido a la
presencia de letalidad embriogénica, proceso donde algunos genes de la via auténoma de
floraciéon se ven involucrados (de la Torre, 2009). Ademas, el ortélogo de nCBP, IFE-4 en C. elegans
presenta cierto grado de letalidad embriogénica y defectos en la ovoposicion (Dinkova et al.,
2005), efecto similar al observado en las mutantes de d4E-HP en D. melanogaster (Cho et al.,
2005; Hernandez et al., 2005) lo que podria indicar una funcién conservada para los miembros de
clase Il la familia elF4E.

Se sugiere que la proteina nCBP no es indispensable para la formacidn de una testa funcional
durante la germinacién en condiciones estandares de laboratorio, ya que las semillas mutantes
nulas ncbp-1 de Arabidopsis no mostraron diferencias significativas con respecto a las WT como se
discutio; sin embargo, la testa de las semillas ncbp-1 muestra anomalias en el desarrollo de la
columela, lo que desemboca de acuerdo a los estudios mencionados en cambios en la
composicion del mucilago, asi como en su extrusién. Ademas, estudios en nuestro laboratorio han

revelado que en las semillas existen mayores niveles de transcritos de nCBP, pero bajas
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concentraciones relativas de la proteina (Hidalgo, 2007; de la Torre, 2009), lo que nos hace pensar
gue nCBP puede actuar en la traducciéon selectiva de genes relacionados tanto con el desarrollo
embrionario como con la formacion de la testa, llevando dicho proceso por una via concreta para
la correcta formacién de una testa funcional. Por lo tanto, resulta primordial realizar pruebas de

germinacion sobre la mutante ncbp-1 ante condiciones de estrés hidrico.
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Conclusiones

La ausencia de nCBP no afecta la germinacidn de las semillas de Arabidopsis thaliana, ni a

las células en crecimiento en condiciones estandar de laboratorio.

Se encontraron diferencias en los sitios iniciales de induccidn de callos pro-embriogénicos
en las plantulas mutantes de A. thaliana ncbp-1 con respecto a las Col-0 WT; donde los
callos ncbp-1 presentan proliferacion en el meristemo apical de la plantula y en baja
proporcién en el hipocétilo y radicula, mientras que en las plantulas silvestres la
proliferacién se presenta principalmente en el hipocétilo, zona radicular y parte distal de
los cotiledones. Esto puede indicar diferencias espacio-temporales en el control del

proceso de proliferacién celular, asi como su sincronizacion.

La testa del 87.5% de las semillas de ncbp-1 carecen de la formaciéon adecuada de la

columela.

Existen diferencias significativas en el incremento de peso fresco de los callos pro-
embriogénicos en medio semi-sdlido, donde los callos de ncbp-1 crecen lentamente
respecto a los callos Col-0 WT, no asi en suspensiones celulares (medio liquido). Es
necesario determinar si el efecto observado se debe a la proliferacién celular, al

crecimiento celular, al estadio de hidratacidn, fisiologia del callo y/o algtn otro proceso.

Se lograron obtener callos pro-embriogénicos de A. thaliana WT con la construccién del
vector pncbp:GUS, donde se expresd al gen reportero GUS de forma localizada en los
callos, mientras que la localizacién subcelular de GUS en encontré difusa en el citoplasma

y nucleo de forma diferencial entre los cimulos de células transformadas.

Se transformaron exitosamente los callos pro-embriogénicos de A. thaliana WT y ncbp-1

con la construccién 355:nCBP-GFP, los cuales mostraron una localizacién de la proteina de

fusidn en el citoplasma.
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10 Perspectivas

Explorar la funcidon de nCBP en los fenotipos observados de induccidn y proliferacidn de los
callos ncbp-1. En el caso de los callos determinar si se trata de proliferaciéon celular. En
cuanto a la testa, explorar la expresion de genes candidatos relacionados con el fenotipo

observado en la mutante.

Probar las semillas de la mutante ncbp-1 en condiciones de estrés hidrico para corroborar
si existe una disminucidn en la tasa de germinacion con respecto a las Col-0 WT y hacer

pruebas de extrusidon de mucilago.

Corroborar la localizacién de nCBP en nucleo con la ayuda de un marcador adecuado sobre
las lineas que expresan a la proteina de fusion nCBP-GFP en callos pro-embriogénicos de

A. thaliana Col-0 WT y ncbp-1.

Generar el vector pncbp:ncbp-GUS y transformar de manera eficiente los callos pro-
embriogénicos ncbp-1 y Col-0 WT para posteriormente seleccionar con el agente
correspondiente y finalmente regenerar plantas a partir de embriogénesis somatica. Los
callos inducidos se pueden considerar un tejido adecuado para la regeneracion, debido a
que las células del periciclo de los cuales son formados dichos callos son capaces de
retener la diploidia sobre varios ciclos de division celular, por lo tanto, mantienen la

fidelidad clonal (Atta et al., 2009).
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12 Anexos

12.1 Anexo 1. Mapas de los vectores empleados

Vector pENTR/D/TOPO con secuencia del pnCBP
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Vector pENTR/D/TOPO con secuencia del pnCPB:ncbhp
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Vector 355:nCBP-GFP (de la Torre, 2009) generado en pEarleyGate103
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12.2 Anexo 2. Secuenciacidn de construcciones generadas; pncbp:GUS y pncbp:ncbp-GUS
Secuenciacién de pncbp:GUS
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PROG CEEENCCHE EEEEGCHIC CEEcodlisse eoteccclied cils G oS



PRONncBP:

PROG1
PROG3

PRONcBEP:

PROG1
PROG3

PRONcBP:

PROGL
PROG3

PRONncBP:

PROG1
PROG3

PRONncBP:

PROG1
PROG3

PRONcBP:

PROGL
PROG3

PRONncBP:

PROG1
PROG3

PRONcBEP:

PROG1
PROG3

PRONcBP:

PROGL
PROG3

PRONncBP:

PROG1
PROG3

PRONcBEP:

PROGL
PROG3

PRONcCEP:

PROGL
PROG3

PRONncBP:

PROG1
PROG3

PROncBP:

PROG1
PROG3

1051

:GUs  GHGG lelele € G le Gl
GHGG GGCHG G lc €
€ ele elele € G le Gl
1121
:GUs  [@GHCGCECc [ece € [ole]
GHCGGCClicC WGGG € [ole]
cRcceeclic feca € [ole]
1191
:GUS G efelelelele G GGl G GEEC] el . ol |
Gi GECGGG! Gi GG G| GECG - -
G efelslelele G GG G GECC e [de ]

G) G) 6)
[ARARA]
Gl G G

GG G GGG GG G
GG G GGG GG G
GG G GGG GG G

1261

:6us  ElElcTcec CENCClOlce IElCRcCcee MG BeccEmcol Neccficere Botclmlccl

EEEERcccce CEECCECNcc NENCRCCcCc ERCHCHNNEN BoccEmRcCll BeccCicced Botclmlccl

1331

:6us  GOflcCCllIC cENGCGCECH CHCEEECcC CEECEcEcC CECEEEERNC EccECECEN cCRCCHNCHC

GENCCSENC GENSCcCHCH CHCHEECcC CHEECECECC CHECENEENC BccEcEcEl ccRCCHNCHC

1401

:6us GeEeo Tl CoCCHENCE BocecElGEC Eececciilc MEMNCEccs CEEEGECEE coEENcReCC

GeceeCljil CGCCHGR Boccoiiclc Boecccolillc MEMlGCecce CREEEECGECER CoilicEcce

1471

:6us  IGECEGE CENCCECR: EClccoicH CEEliccccee cociiilicollc EEECCCHce EECCCEM

ENCECECE CEEccERCEc ERClccClcl CEliccccee cociificollc EEACCcicc EEEECCCCEl

1541

;05 CEEEEEGCES IOMECEECC BNCENENCEN NEECEENGCC SoEENCOHNC coBccoEEN cCECEACHCC

cERcCEc JOECECC ENCENCEN BERCEANccC GEAicChllc cchccoliEl colldmAcECC

1611

:cUs  [HECCCCHNcH Colicccliccl CoEEENCECS cliccliclccC MlclCctcell BeEClCEENC CEccEclclC

ECcECCHECH Caliceclicel CCHEENCHCS clicclicBect MECNCcCcCH BCECHCEENC CRCcColclNc

1681

:6Us  ICEClcSEl coliccliccld ElcClcEle NCRCCCllCE BOlcCGlCHEl SCccilicEnC Bocliccllict

EECRooel cololote Bl BeRCColcE Bl ecclieme Beclicclice

1751

;605 EHCHCCHCHE GoCCEEcTe CoRCHNCCE BGNCAlGEEN CoccHColl cocETecce oRRClEN

EECRGSECEE coCECMEGCS GoECHNGCE BAllocicEMN cooclicdlidll Gocmmceccc IcEcol

1821

:6us HEECEEC Belccdlicic Becclmmcc CECRCECECE GICEEEICEE coccoiliccc cficcccilice

AEERCERC BellscellcEc Bocclmmcc cRCECEGECE CEGEEENCER cccodiiicec cjcccciiicc

1891

:6Us - Goficfclicet Belicliccet cERCECENCS ICHEEENCCH CEERCCCllC IECEECE: cOlllicclice

1961

;605 ICEECHEEGHN ceccBCMlt GiccCEERGC EENC

87



PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

:GUS GAG CAGESC CENG
GRG CAGAMCCANG

Secuenciacién de pncbp:ncbp-GUS

1
:GUS ElcENACEC Boclicllcell BecERCERRl NeENcECCHER

:GUS CG C G (c] GGG
CG C G (] GGG

301

:GUS CAGEMG GRGERCGCC CG| GRC C
CAGENG GRGERCGCC CG| GRC C

GRC G CCG G
GRC G CCG G

88



661
PRO+genncBP: : GUS G G GRG Cl G
PGGL G G] GHG C G

721
PRO+genncBP: :GUS GEEE ¢ @BcECCC [elelelala: CCBG cEC
PGG1L Gece c @AcHcce GGGECC cCcBc c8c
PGG2  mmmmmmemmmem mmmmmmmmmm mmmmmmmmmm mmmmmmmmem mmmmmmmmme mmmmmmm e

PGGBE  mm e e e o el il
PGG4  mmmm e e o

781
PRO+genncBP: : GUS el (eole.le e c lo} ccllc c
(B EmEE) R GE R O TEERER R
PGGE2  mmmmmmmmmm mmmmmmmmmm mmmmmmmmmm mmmmmmmmm mmmmmm oo oo
PGGS --

DPGG4  mmmmmmmmm e e e e e e

841
PRO+genncBP: : GUS CClG G G GG G GCRCGERCGC
PGGL CClG G G GG G GCACGRBCGC

901
PRO+genncBP: : GUS GGEGG GCEEEG GEGEGECGHEN GECENCEGGG deele CENGCECHEGE
PGGL -GGIGG -GG.G GIGIGICGI GIG.CIGGG Iacaeel C.gGICIGC
PGGZ  mmmmmmmmmm oo oo oo oo oo
PGGB  mmmmmmmm e m e o e oo oo

=T c 7 e

961
PRO+genncBP : : GUS CEC g gq CCGECGEEC GETG
PGGL cBc g gq ccclccBle ceoa
PGG2  mmmmemmmm—m mmm——meeo € g4 ccaliccBle ceaa

=T .S
=TT ey

Q00
GGG
=]
) G G)

1021

PRO+genncBP: :GUS G GRGACC C CG G C C G CG] C C
PGGL G GEGACC C CG G C C G CG] C C
PGG2 Gl GEGACC C CG G C C G CG] C C

=T .S
=771y
1081
PRO+genncBP: :GUS CEESCHCENC NERCCHCEE BENNCENNCS CoScCECEN EEENICEGH BCENN-EEE
PGGL G CEMC Wl--------- —————— - m - m e — e m e — e e mm e
PGG2 challcficallc oo EEECENce colicoicE ESEEECECR ECEEEm
PGGE = e e e e e e e e e e e e e e m o — e m e — -
2l 7 A e e e
1141

PRO+genncBP::GUS  EGBCCCHN MECCEECESE RelicoBiCH HESSHECES ECHECHE NoE<Ecl

PGGL s mmmmmm mmmmmmmmmm mmmmmmmmmm e mmmmmmm mmmmmmmmmm — i ——— -

peG2 BeECCClEE EECOEECECE BoliccEEcHEl NCccHlOE ENCENCE ic:iccicl

=T 1.3
=TTy

1201

PRO+genncep: :Gos  ECHIECH EREECCE N-OCENNN: EEECEGE BSCESONcH EGEEE

PGGL ~ mmmmmmmmmm mmmmmmmmmm mmmmmmmmmm mmmmmmmm—m mmmmmmmmmm —mmm———— o

PGG2 ey pe

=T 1y

=TT S
1261

PRO+genncBP: :GUS RO McclcclEN NCENIGEECE EECENCEECC CHCEENCENN MEHcCECH
PGGL
PGEG2
PGGS
PGG4




PRO+genncBP:

PGGL

PRO+genncBP:

PGG1
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

1321

:6Us GHENICHEC IESRCECEE GEECEGCONC BCNCECNCEE collllcc EENcENcCCH

cmenm: mu-ia e MO < B
-- ---G GG G IGEIG

1381

:6Us GRESCERCHNN NCCHERNGSN HONCHeclies CRCRCcRocc CCORNCE FICHERNCE

GEAC, CG| G & CGEICG CRCCRGGG CGGERCC €
GEAC, CG| G & CGECG CRCCRGGG CGGERCC G|

1441

1561

505 CEECOICHE oSS CiCBECE ECEClEl MR HOMISCmEC

CHAG GG GGG C CRC @ C G G
CRAG GG GGG C CRC (S c G G

1621

C CRG Cl GGAMGG G CGIlCC GGGRGG BGC cC
C CRG C] GGRlIGG G CGlICC GGGRGG RGC cc

1681

;05 CoieloilcR IEECEEN NRCEE EON-SEECEN CoRREEGEG SoEECCHEEN

1741

1801

CAC GG G WGCC GC GGRGG GG (@
CAC -BAGG G WGCC GC GGRGG GG (]

1861

Gi CG GGGRGG GGG GGG
G CG GGGRGG GGG GGG

1921

eus  CHEENGCEGE EENGECHCTE MCEECENNE ENCHEEECEN ECCOlN-E CHEN-ENE

90



PRO+genncBP:

PGGL

PRO+genncBP:

PGG1
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

1981

:6Us  FNAENCCEl A CEEECE BECCCECNCE SEENCENCEN AEEECHCE coclliFl

2041

;U5 GEECHNCE CONICENcC: ECGEECotc BOCROENCE ICHICHNCH EECHERNCNC

2101

;05 cooElGENCl cRcNeccll MICEECSHcc ECRICHEEC NCEENCCE CoCEN-om

2221

2281

2341

2401

:sus clicecfisolll NOMICEECER BlccHN MEEEEEC ECNNANC BRGSO

cBcccicdll IOGEECER EclliccCRll FRERCERRCC ElcCIENC FE-EcC

2461

:cUs  ERccEAcEce ICECEENCEC IR iR BNCECOENC McEECEERC

EccEcics FCEERCES NSRS BICANAN SccEiccRcc SREAlcccc

2521

:ous Jecllieclle MESHSSMNeS ecooisole BICCO SEColicel cEEcEmcce

BEECECEE COEENACH G- --GECEE RGNl ool Seocolld

2581

:GUS CHEECCCGHCE ERjcEE ClccECGCCC BelGGGCHE CECECNcCGEN coccEmmdl

CEEERECE cENCENECH- EicCECEACH IERTENERE NCENCENCHEE CERpEEAECl

91



PRO+genncBP:

PGGL

PRO+genncBP:

PGG1
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

:GUs  GECGHEENCE

:GUS

2641

:GUS  GjlccEEllCE HCBctcllce JeccElcec Co cEEcE M- - GEe cocCEElcE
CECHCCNNEC BEREACECEA BEECEESccc ICEEANGESC CEERNNCEAC ScEEACCHC

2701
:ous JlicEclccg HCMMRC: MECHCENCCE CoRCCRCHN MENCCNENEN MNGCCcoeh-

EER-Icsse CECEcl -coolCEENC EENColi EisocHsce coflfscoech

2821

:ous JeCiCeclll Eclliceeclle BONCHIECS SCEECEGEC colCHEEN CECOESECR

GECEN-CEE C----NcEE CHNcCOEc EEGECENCE CHCENCEN BCECENGECE

2881

Hcli-ll clc-©e. (o Weecceece - W ildeds. ol lgese. © s ldefesle - Me - gel

BeclCECEN EElccdlc BCccREllE BoCclcmcc cEcC--—--—-- - ElcE

2941

;05 coEEcEl ECEBNCEC GECEGECE ECEECCERCH cEECNeoclc EOmENcccse

ECCHENNNRN CooECmes- - Bod ECHSCElce ERCECHCcl clscofliccc

3001

;05 coscEEficdll GBENACCGRC GEERNCoSCE ECEEERESCH ICEECENC CEN-CEEENC

CecRERRACE cCElliccBec IEN---BECH E-RENENC cEENCEClc EEEEEECE

Helicll (e | [cjelcele . (oo || [dlefs lejele W [els ¢ (e els [slelelcle Mo (cle [eele ¢

| & geee
3121

ScNEES cEoccilicsc SEANCSEc BesclcRosc SoRiCHCSE MISEAER-EC

3181

:ous [ecclicdlics IeSEomlss ICBIEESt GlSERCESt SioENeecsl IEmiCEsol

collilicclllc ESCCECEGE M- -B-- -0 cElcECcRcR

3241

GHECEEGGCHC BEGCcGCEd cCEclGs

EECEECGECEC --cEERCERE NoCENEEECE EENGCCEENC WCECCcCHEN CHGECSHCEC

92



PRO+genncBP:
PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP:
PGG1L
PGG2

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2
PGG5
PGG4

PRO+genncBP: :

PGGL
PGG2
PGGh
PGG4

3301

:ous [eccooicll CENCHCN MISEECEGE: ColCECReEc EEGCRol CRCESNANCE

ECENCCRCEN INCECEN: ERAECINAN B - -WEC cRcecchEnl IEEANGENC

3361

Bl - o lelllclls  [deiele lclice [sdce off e cciu.lc [l lddcele. clle (e © |

3421

3481

12.3 Anexo 3. Soluciones para ensayo de GUS

Amortiguador de Concentracion
fosfato de sodio pH 7 (mM)
EDTA 10
Ferricianuro de 0.5
potasio
Ferrocianuro de 0.5
potasio
Triton X-100 0.5
X-GIcA 1 mg/ml
Amortiguador ZpH 7  Concentracion
(mM)
NaH2PO4H20 40
Na2HPO4 60
KClI 10

MgS04.7H20 1
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