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Resumen 

Caracterización de la interacción de la proteína AtGRDP2 de Arabidopsis 

thaliana con proteínas implicadas en procesos post-transcripcionales 

   

El gen AtGRDP2 se expresa durante el desarrollo de la planta modelo Arabidopsis 

thaliana. Líneas de Arabidopsis que sobreexpresan AtGRDP2 mostraron un 

crecimiento acelerado y una floración temprana, además de una mayor tolerancia 

al estrés salino, mientras que la mutante Atgrdp2 presentó un fenotipo opuesto. El 

gen AtGRDP2 codifica una proteína de 787 aminoácidos constituida por un dominio 

DUF1399 ubicado en el N-terminal, un potencial dominio de unión a ARN (RRM) en 

la región central, y un dominio rico en glicinas en el C-terminal. A pesar de la 

importancia de AtGRDP2, aún no se ha esclarecido su mecanismo de acción, por 

lo que en este estudio se realizaron análisis moleculares para aportar conocimiento 

sobre su localización subcelular y la identificación de algunas proteínas interactoras. 

Mediante una fusión traduccional AtGRDP2-GFP, se observó que esta proteína se 

localiza tanto en el citosol como en el núcleo de células de tabaco. Además, se 

determinó que diversas versiones truncas de la proteína AtGRDP2, como la que 

contiene el N-terminal (que incluye el dominio DUF1399), y la versión que contiene 

la parte central de la proteína (que incluye el RRM) también se localizaron en el 

núcleo. Utilizando un ensayo de dos híbridos (“split-ubiquitin”) en levadura, se 

identificaron a los socios proteicos de la proteína AtGRDP2 y posteriormente, 

mediante el ensayo de complementación bimolecular de la fluorescencia (BiFC) se 

demostró que AtGRDP2 interactúa con proteínas asociadas a funciones de 

procesamiento de ARN como: PABN3, EF-1 y CL15. Por último, se analizó cuales 

regiones de la proteína AtGRDP2 son claves para la interacción con sus proteínas 

interactoras. Estos datos sugieren que AtGRDP2 podría participar en múltiples 

complejos proteicos con proteínas involucradas en el procesamiento y la traducción 

del ARN, como es el caso de PABN3 en el núcleo, en el citosol con EF-1  y en el 

cloroplasto con CL15. 

Palabras clave: Dos híbridos, BiFC, localización celular, socios proteicos, dominios de 

interacción 
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Abstract 

Characterization of the interaction of the Arabidopsis thaliana AtGRDP2 

protein with proteins involved in post-transcriptional processes 

 

The AtGRDP2 gene is expressed during the development of the model plant 

Arabidopsis thaliana. The overexpression of AtGRDP2 in plants accelerated their 

growth, they flowered earlier, and had a higher tolerance to abiotic stress, while 

Atgrdp2 mutant had an opposite phenotype. The AtGRDP2 gene encodes a 787 

amino acid protein consisting of an N-terminal DUF1399 domain, a potential RNA-

binding domain (RRM) in the central region, and a C-terminal glycine-rich domain. 

Despite the importance of AtGRDP2, its mechanism of action has not yet been 

elucidated, therefore in this study molecular analyses were performed to provide 

knowledge about its subcellular localization and the identification of some interacting 

proteins. Using an AtGRDP2-GFP translational fusion, it was observed that this 

protein localizes to both the cytosol and the nucleus of tobacco cells. In addition, it 

was determined that several truncated versions of the AtGRDP2 protein, such as the 

one containing the N-terminal (which includes the DUF1399 domain), and the 

version containing the central part of the protein (which includes the RRM) were also 

localized in the nucleus. Using a yeast two-hybrid ("split-ubiquitin") assay, protein 

partners of the AtGRDP2 protein were identified. Bimolecular fluorescence 

complementation (BiFC) assay showed that AtGRDP2 interacts with proteins 

associated with RNA processing functions such as PABN3, EF-1 and CL15. 

Finally, it was analyzed which regions of the AtGRDP2 protein are key for the 

interaction with its interacting proteins. These data suggest that AtGRDP2 could 

participate in multiple protein complexes with proteins involved in RNA processing 

and translation, as is the case of PABN3 in the nucleus, in the cytosol with EF-1 

and in the chloroplast with CL15. 

 

Keywords: Two-hybrid, BiFC, cellular localization, protein partners, interaction domains. 
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Introducción 

 

Estrés en plantas 

 

Las plantas son organismos que se encuentran expuestos a condiciones de 

factores ambientales que pueden afectar su crecimiento y desarrollo. A estas 

condiciones adversas se les conoce como estrés, y en plantas se clasifica de 

acuerdo con su origen en biótico y abiótico. El estrés biótico es causado por 

patógenos de plantas entre los cuales se encuentran los virus, las bacterias, los 

hongos y los animales herbívoros que causan diversos daños en la planta. Por otra 

parte, la sequía, la salinidad, el frío, las temperaturas extremas, entre otros, son 

ejemplos de estrés abiótico que afectan el crecimiento y desarrollo de las plantas, y 

que pueden causar pérdidas de cultivos de importancia agrícola (Bashir et al., 2021).  

A pesar de que las plantas son organismos sésiles, éstas han desarrollado 

diversos mecanismos de respuesta, entre los cuales se encuentran los de tipo 

fisiológico, bioquímico y moleculares que les permiten adaptarse, tolerar, y 

sobrevivir a las diversas condiciones de agobio (revisado en Ahmad and Prasad, 

2012). Entre los mecanismos de respuesta fisiológicos se encuentran los ciclos de 

vida cortos, la limitación de la expansión floral, la modificación de las hojas para dar 

lugar a espinas, la disminución del tamaño y número de estomas para evitar la 

transpiración, el desarrollo de raíces largas, la alteración de la permeabilidad de las 

membranas a los iones y al agua, entre otros (revisado en Bashir et al., 2021). 
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Como parte de los mecanismos de respuesta molecular en plantas, el estrés 

es percibido como un estímulo externo mediante sensores que se pueden encontrar 

en las membranas celulares (Zhang et al., 2022). Una vez que este estímulo es 

percibido inicia el proceso de señalización celular en el cual participan las 

fitohormonas que actúan como moléculas señalizadoras y activan diferentes vías 

de señalización, entre las cuales se encuentran la vía del ácido salicílico (SA), ácido 

jasmónico (JA) y etileno (revisado en Bashir et al., 2021). Posteriormente, la 

transducción de señales es mediada por una variedad de moléculas que actúan 

como segundos mensajeros, entre los cuales se encuentran el ión Ca2+, y las 

especies reactivas de oxígeno (ROS) (revisado en Rashid et al., 2022). La señal es 

transmitida a la maquinaria celular para activar a factores de transcripción que a su 

vez permitirán la expresión de genes para sintetizar moléculas efectoras que se 

encuentran altamente reguladas (Tuteja and Sopory, 2008; Malhotra and 

Sowdhamini, 2014). Entre los mecanismos de respuesta se encuentra la síntesis de 

moléculas que le permiten a la célula un ajuste osmótico y favorecen la protección 

de las estructuras celulares. Por ejemplo, solutos compatibles (glicina-betaina y 

prolina), azúcares (trehalosa) (Kaur and Asthir, 2017), proteínas de membrana que 

regulan el paso del agua (acuaporinas) (Hernández-Sánchez et al., 2019), síntesis 

de proteínas LEA (“Late Embryogenesis Abundant”), proteínas de choque térmico 

(“Heat shock”) (revisado en Wang et al., 2003) y proteínas ricas en glicina (GRPs) 

(Mousavi and Hotta, 2005), entre otros.  
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Proteínas ricas en glicina (GRPs) 

 

Las GRPs pertenecen a una familia de proteínas que se caracteriza por 

presentar repeticiones de glicina que constituyen entre el 40 y 70% del contenido 

total de la proteína. Esta familia se encuentra ampliamente distribuida en diversos 

organismos como son: las cianobacterias, los hongos, los nemátodos y las plantas 

(Sachetto-Martins et al., 2000). La familia de las GRPs es diversa y sus miembros 

participan en diversas funciones, entre las cuales se encuentran: función estructural 

en la pared celular, en la defensa en las plantas, en la tolerancia al estrés abiótico, 

en la hidratación del polen, en la transducción de señales, como ligandos 

extracelulares de proteínas quinasas, entre otros (Sachetto-Martins et al., 2000; 

Mousavi and Hotta, 2005; Mangeon et al., 2010). Además, se ha relacionado a estas 

proteínas con la respuesta a diversos tipos de estrés como, por ejemplo: estrés 

hídrico y estrés por frío, así como en respuesta al ácido abscísico (ABA), ácido 

salicílico, entre otros (Czolpinska and Rurek, 2018). 

 

Clasificación de las GRPs 

Las GRPs canónicas se clasifican en cinco clases de acuerdo con la 

disposición de los residuos de glicina y la presencia de dominios adicionales en su 

estructura (Figura 1). Las clases I, II, III, y V presentan firmas características en la 

región rica en glicina como: GGX, GGXXXGG, GXGX y GGX/GXGX, 

respectivamente, en donde la X significa cualquier otro aminoácido distinto a glicina 

(Mangeon et al., 2010). Las GRPs de clase I pueden contener un péptido señal 
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seguido de una región con un alto contenido de glicina. La mayoría de las GRPs 

incluidas en esta clase se ha propuesto que tienen una función estructural debido a 

su localización en la pared celular, como es el caso de PvGRP1.8 de frijol que actúa 

como un agente aglutinante para la deposición de constituyentes de la pared celular 

y se ha asociado con el crecimiento del protoxilema (Keller et al., 1988). Otro 

ejemplo de GRP clase I que también se encuentra en la pared celular, es el caso de 

la proteína PtGRP1 de Petunia, la cual está conformada por 374 residuos de 

aminoácidos de los cuales el 67% corresponde a glicinas (Condit and Meagher 

1987, revisado en Ciuzan et al., 2015). La importancia de la presencia de GRPs en 

la pared celular se debe a que el alto contenido de glicinas en esta región facilita la 

flexibilidad de la pared celular, la cual es necesaria para el crecimiento normal 

(revisado en Ciuzan et al., 2015).  

Las GRPs de clase II también contienen un péptido señal y además presentan 

una región rica en cisteínas en la región C-terminal (Mangeon et al., 2010). La 

proteína AtGRP3 de Arabidopsis thaliana pertenece a esta clase, Park y 

colaboradores (2001) identificaron mediante un ensayo de dos híbridos en levadura 

que AtGRP3 interactúa con un receptor quinasa asociado a la pared celular llamado 

Wak1 y que el dominio rico en cisteínas de AtGRP3 es importante en la interacción 

con el dominio extracelular de Wak1. También, determinaron mediante co-

inmunoprecipitación la formación de un complejo multiproteico conformado por 

AtGRP3, Wak1 y KAPP (una proteína fosfatasa asociada a cinasa) y que la unión 

de AtGRP3 con Wak1 es crucial para la integridad del complejo (Park et al., 2001). 

Además, tanto Wak1 como AtGRP3 son inducidos por el tratamiento con ácido 
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salicílico. En protoplastos tratados con diferentes cantidades de proteína AtGRP3, 

los autores observaron un aumento de la expresión del propio transcrito AtGRP3 y 

de Wak1, así como también un aumento en la expresión de PR1 (de la vía de 

respuesta a patógenos inducida por ácido salicílico) (Park et al., 2001, revisado en 

Mangeon et al., 2010). 

Estos autores sugieren que AtGRP3 regula la función de Wak1 a través de la unión 

al dominio de pared celular de Wak1, y que el complejo Wak1/AtGRP3 se podría 

formar en la planta en respuesta contra patógenos (Park et al., 2001, revisado en 

Mangeon et al., 2010). 

Las GRPs de clase III tienen un menor contenido de glicina en comparación con las 

otras clases, se ha descrito que existen miembros de esta clase que tienen un 

dominio oleosina en la región N-terminal y también pueden presentar un péptido 

señal (revisado en Mangeon et al., 2010). El dominio oleosina se encuentra presente 

en las proteínas que llevan este mismo nombre, las cuales se localizan en regiones 

de las plantas que sufren una desecación extrema y están involucradas en la 

absorción de agua del polen en el estigma (Shao et al., 2019). Debido a la presencia 

de este dominio olesina en las GRPs clase III, se han identificado a este tipo de 

proteínas en el polen de plantas de A. thaliana, entre las más abundantes se 

encuentra GRP17 (Mayfield and Preuss, 2000, revisado en Mangeon et al., 2010). 

Mayfield y colaboradores (2000) analizaron el polen de plantas mutantes Atgrp17 y 

reportaron un retraso significativo en la hidratación del polen de estas mutantes en 

comparación con las plantas parentales Col-0. Este retraso en la hidratación del 

polen fue causado debido a un fallo de la interacción del polen con el estigma y no 
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fue relacionado con la incapacidad de absorción de agua (Mayfield and Preuss, 

2000). Estos datos sugieren la importancia de GRP17 en el proceso de polinización 

en las plantas. 

En la clase IV, las GRPs se distinguen del resto por presentar un dominio de unión 

a ARN. Esta clase se divide en cuatro subclases; IVa, IVb, IVc y IVd (Mangeon et 

al., 2010). La subclase IVa contiene un único motivo de reconocimiento a ARN 

(RRM), la subclase IVb además del RRM presenta un dominio estructural dedos de 

zinc (CCHC), la subclase IVc presenta adicionalmente un dominio de choque por 

frío (CSD) y además un dominio estructural de dedos de zinc (Mangeon et al., 2010). 

Finalmente, la subclase IVd se caracteriza por presentar más de dos motivos RRM 

(Mousavi and Hotta, 2005; Mangeon et al., 2010). 

 

Figura 1. Clasificación de las GRPs canónicas de acuerdo con las firmas de glicinas 

y dominios adicionales presentes en su estructura. Tomado de Bocca y 

colaboradores (2005). 
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Diversidad funcional de las GRPs de clase IV 

 Como se ha mencionado anteriormente, esta clase de proteínas contienen 

al menos un motivo de reconocimiento a ARN en su estructura proteica. 

Por ejemplo, AtGRP7 y AtGRP8 se encuentran entre las proteínas más estudiadas 

hasta el momento de esta clase IV, de las cuales se conoce que ambas participan 

en la respuesta al estrés por frío y floración (Streitner et al., 2008; Kim et al., 2008). 

Además, ambas intervienen en el corte y empalme de intrones del ARN (Schöning 

et al., 2008). AtGRP7 tiene actividad de chaperona de ARN y se ha asociado en la 

respuesta al estrés salino y osmótico mediante el control de la apertura de los 

estomas (Kim et al., 2008).   

Interesantemente, las proteínas AtGRP7 y AtGRP8 se autorregulan 

negativamente y también entre ellas mismas. Ambas proteínas controlan la 

abundancia de sus propios ARNm mediante un mecanismo post-transcripcional 

(Schöning et al., 2008). En este mecanismo, tanto AtGRP7 como AtGRP8 son 

capaces de unirse a su propio transcrito promoviendo la expresión de una isoforma 

de dicho transcrito. Por ejemplo, cuando los niveles de AtGRP7 o AtGRP8 son 

elevados, se produce una versión de empalme alternativo, en la cual se retiene la 

mitad de su único intrón, en donde se genera un codón de paro prematuro que será 

degradado por el sistema denominado NMD por sus siglas en inglés “Non-sense 

Mediated Decay” (Schmal et al., 2013, Schöning et al., 2007, 2008). Los marcos de 

lectura abiertos que se generan con estas variantes de empalme alternativas 

contienen un codón de terminación en la primera mitad del intrón y codifican 

polipéptidos de 5 kDa (Schöning et al., 2007). Actualmente, se ha identificado 

mediante inmunoprecipitación a que otros transcritos se une AtGRP7, para realizar 
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el mismo proceso de retención de intrón, entre ellos se encuentran mTERF, FYD y, 

APUM23 (Streitner et al., 2012). 

En otro estudio realizado por Kim y colaboradores (2008), se reportó que la proteína 

AtGRP7 se localiza tanto en citosol como en núcleo, lo cual sugiere que AtGRP7 

podría tener otras funciones en el metabolismo del ARN. Los autores demostraron 

que AtGRP7 participa en la exportación de ARNs mensajeros del núcleo hacia el 

citosol en condiciones de frío (Kim et al., 2008). Además, existe evidencia sobre la 

movilidad de esta proteína entre célula-célula, lo que podría indicar múltiples 

funciones (Kim et al., 2008).  

 

Proteínas con un dominio rico en glicinas  

 

En el 2005, Bocca y colaboradores realizaron una búsqueda de secuencias 

ESTs (“Expressed Sequence Tag”) correspondientes a GRPs en una base de datos 

del genoma de Eucaliptus (E. grandis, E. saligna, E. globulus, E. urophylla, E. 

camaldulensis). Estos autores encontraron 17, dos, cuatro y cinco secuencias 

correspondientes a GRPs de la clase I, II, III, y IV, respectivamente. Adicionalmente, 

estos autores reportaron secuencias correspondientes a proteínas con dominios 

adicionales como RRM y dedos de zinc. También, reportaron secuencias de 

proteínas con patrones mixtos de glicina (Bocca et al., 2005). Además, los autores 

identificaron un grupo de proteínas que solamente presentan un pequeño dominio 

rico en glicinas, a estas proteínas se les dio el nombre de GRDPs por sus siglas en 

inglés “Glycine Rich Domain Protein” (Bocca et al., 2005).  
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Otras GRDPs en plantas 

 

 Como se ha mencionado previamente, la información respecto a las GRDPs 

aún es escasa. Sin embargo, uno de los últimos reportes sobre este tipo de 

proteínas, es el caso del gen OsGRDP1 en arroz (Oryza sativa). Tanto la 

sobreexpresión como el silenciamiento del gen OsGRDP1 en plantas de arroz causó 

el desarrollo espontáneo de lesiones en las hojas; estas manchas en las hojas 

fueron provocadas por la acumulación de ROS (Zhao et al., 2021). Además, los 

autores reportaron que la disminución de la cantidad de proteína OSGRDP1 en las 

hojas de plantas sobre-expresoras y silenciantes provocó la activación de la 

respuesta inmune, mediante la expresión constitutiva de genes relacionados con la 

defensa de las vías SA y JA (Zhao et al., 2021). Por otra parte, identificaron que 

OsGRDP1 interactúa con OsAP25, una proteasa aspártica. Las proteasas 

aspárticas se han reportado que llevan a cabo una función en la degradación de 

proteínas. Los autores sugieren que la sobreexpresión de OsGRDP1 activa a las 

proteasas aspárticas y éstas a su vez degradan a la proteína OsGRDP1 causando 

la aparición de lesiones en las hojas. De igual manera, líneas silenciantes con una 

disminución en la expresión del gen OsGRDP1 presentan este fenotipo de lesiones. 

Por lo tanto, los autores sugieren que la expresión de OsGRDP1 debe de ser 

finamente regulada, de lo contrario provoca la acumulación de ROS y la muerte 

celular (Zhao et al., 2021). 
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Antecedentes 

Nuestro grupo de investigación identificó al gen Phaseolus vulgaris Glycine Rich 

Domain Protein (PvGRDP1) en el cultivar Pinto Villa de frijol (P. vulgaris), un cultivar 

reportado como tolerante a la sequía (Hernández-Lucero et al., 2014). Este gen se 

aisló a partir de una biblioteca sustractiva de ADNc inducida en condiciones de 

estrés salino. PvGRDP1 aumentó su expresión en las hojas de plantas de frijol de 

30 días de edad a los 2 y 5 días de tratamiento salino a una concentración de 200 

mM de NaCl (Hernández-Lucero et al., 2014).  

Posteriormente, nuestro grupo de investigación realizó una búsqueda de 

secuencias ortólogas del gen PvGRDP1 de frijol en el genoma de Arabidopsis 

thaliana y se identificaron al menos dos secuencias ortólogas, AtGRDP1 y 

AtGRDP2. La estructura de las proteínas AtGRDP1 y AtGRDP2 está conformada 

por un dominio de función desconocida (DUF1399) en la región N-terminal, un 

potencial dominio de unión a ARN en la región central, y un dominio rico en glicinas 

hacia la región C-terminal (Figura 2). Las proteínas AtGRDP1 y AtGRDP2 presentan 

un 64% de identidad entre ellas; en donde presentan una mayor conservación en la 

región N-terminal donde se encuentra el dominio DUF1399. Por el contrario, la 

región C-terminal que contiene el pequeño dominio rico en glicinas es donde se 

encuentra la mayor diferencia entre estas proteínas.  
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Figura 2. Predicción de estructura terciaria de la proteína AtGRDP2 usando el servidor I-

tasser y el visualizador PyMOL. En amarillo el dominio DUF1399, el color rojo representa la 

región RNP1 que se encuentra en el RRM, y en color azul el dominio rico en glicinas.  

 

El gen AtGRDP1 aumenta su expresión bajo condiciones de estrés salino (NaCl 

y LiCl) y osmótico (sorbitol y manitol) en plántulas de A. thaliana (Rodríguez-

Hernández et al., 2014). Para conocer la función de AtGRDP1 en la tolerancia al 

estrés durante la germinación, se analizó el fenotipo de líneas sobre-expresantes 

de AtGRDP1 (35S::AtGRDP1), y de una línea mutante Atgrdp1-null por inserción de 

ADN-T. Los resultados mostraron que no hubo diferencias en la tasa de germinación 

entre las líneas transgénicas y la parental cuando crecieron en condiciones sin 

estrés. Sin embargo, en condiciones de estrés salino y osmótico se observó una 
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disminución de la germinación en la línea Atgrdp1-null mientras que las líneas 

35S::AtGRDP1 mostraron un mayor porcentaje de germinación en comparación con 

la línea parental Col-0 (Rodríguez-Hernández et al., 2014).  

Además, el grupo analizó el efecto del ácido abscísico (ABA) exógeno en la 

inhibición de la germinación en todas las líneas, e interesantemente se observó que 

la sobreexpresión del gen AtGRDP1 causó un fenotipo insensible a ABA, es decir 

que las semillas lograron germinar en presencia de altas concentraciones de ABA; 

por el contrario, la línea Atgrdp1-null presentó hipersensibilidad al ABA; estos 

resultados sugieren que AtGRDP1 puede participar en la señalización de ABA 

(Rodríguez-Hernández et al., 2014). Con la finalidad de conocer la participación de 

AtGRDP1 en la respuesta a ABA se analizó la expresión de los factores de 

transcripción insensibles a ABA (ABI), los cuales son reguladores positivos de la 

señalización mediada por ABA en la germinación, crecimiento y en la respuesta a 

estrés. El aumento de la expresión de los genes ABI3 y ABI5 en la línea mutante 

Atgrdp1-null correlaciona con el fenotipo hipersensible a ABA, mientras que estos 

factores de transcripción mostraron una disminución de su expresión en la línea 

sobre-expresora 35S::AtGRDP1, en comparación a la parental Col-0 (Rodríguez-

Hernández et al., 2014). Además, la sobreexpresión del gen AtGRDP1 también 

generó fenotipos con alteraciones en el tamaño de las silicuas, el número de 

semillas por silicuas, así como el tamaño y peso de la semilla. Estos fenotipos 

sugieren un papel del gen AtGRDP1 en el desarrollo de las silicuas y semillas de 

Arabidopsis (Rodríguez-Hernández et al., 2017). 
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Respecto al gen AtGRDP2 de A. thaliana, este presenta una mayor expresión 

en las hojas de roseta, hojas caulinas y tejidos florales (brotes, flores, silicuas 

inmaduras) (Ortega-Amaro et al., 2015). Con la finalidad de conocer la función de 

AtGRDP2 durante el crecimiento y desarrollo de A. thaliana, se analizó el fenotipo 

de plantas sobre-expresantes (35S::AtGRDP2) y se observó un crecimiento 

acelerado así como una floración temprana. Por el contrario, para las plantas 

mutantes “knock out” y “knock down” se observó un retraso en el crecimiento y en 

su desarrollo (Ortega-Amaro et al., 2015). Además, la acumulación de ácido 

indolacético (IAA) en las plantas 35S:AtGRDP2 sugiere que este gen se encuentra 

regulado por auxinas. Además, en ese mismo estudio se reportó que la 

sobreexpresión de AtGRDP2 en A. thaliana y lechuga generó líneas más tolerantes 

a estrés salino, y además estas se recuperaron mejor que las plántulas parentales 

después de un tratamiento con 150 mM de NaCl (Ortega-Amaro et al., 2015). 

Con base en los antecedentes, se evaluó en otro estudio el efecto de la sobre-

expresión de AtGRDP2 en raíces compuestas “hairy roots” de plantas de frijol 

obtenidas mediante la infección con Agrobacterium rhizogenes. La sobreexpresión 

de AtGRDP2 en las raíces peludas transgénicas mostró un crecimiento acelerado 

de las raíces, un aumento en la biomasa radicular, y tolerancia a estrés salino de la 

planta (Ortega-Amaro et al., 2016). 
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Justificación 

El grupo de investigación del Dr. Jiménez Bremont ha identificado los genes 

AtGRDP1 y AtGRDP2 de Arabidopsis thaliana, las cuales codifican para proteínas 

con un dominio rico en glicinas. A pesar de que no había reportes en la literatura 

sobre estos genes, el grupo ha estado enfocado en estudiar y caracterizar estos 

genes de función desconocida (Hernández-Lucero et al., 2014; Ortega-Amaro et al., 

2015, 2016; Rodríguez-Hernández et al., 2017). En particular, han reportado que el 

gen AtGRDP2 está involucrado en el desarrollo y en la respuesta al estrés salino de 

Arabidopsis (Ortega-Amaro et al., 2015). Por ejemplo; la sobreexpresión de 

AtGRDP2 en Arabidopsis acelera la tasa de desarrollo de las plantas, y además le 

confiere tolerancia al estrés a salino. La proteína codificada por este gen está 

conformada por tres dominios; en el N-terminal un dominio de función desconocida 

(DUF1399), en la región central un posible dominio de unión a ARN (RRM), y en el 

C-terminal un dominio corto rico en glicinas. A pesar de los avances en el 

conocimiento sobre la función de este gen, aun no se conocía información sobre la 

proteína AtGRDP2. Por lo que en este estudio se analizó la localización subcelular 

de esta proteína y se identificaron algunos de sus socios proteicos. Además, se 

elucidaron los dominios claves para la interacción entre AtGRDP2 y sus socios 

proteicos. Los datos generados en esta tesis Doctoral contribuirán a generar 

información que pueda en un futuro ayudar a entender los mecanismos de acción 

de AtGRDP2 en la planta modelo A. thaliana. 
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Objetivo general 

 

• Identificar a los socios proteicos de AtGRDP2, y elucidar los dominios de 

AtGRDP2 implicados en estas interacciones. 

 

Objetivos particulares 

• Determinar la localización subcelular de la proteína AtGRDP2 y sus 

versiones truncas mediante fusiones traduccionales con la GFP en 

células de tabaco. 

 

• Localizar potenciales señales de localización nuclear (NLS) in silico en 

la secuencia proteica de AtGRDP2.  

 

• Identificar proteínas interactoras de AtGRDP2 mediante el ensayo de 

dos híbridos en levadura, utilizando una biblioteca de Arabidopsis 

thaliana. 

 

• Analizar in planta la interacción de AtGRDP2 con sus interactores 

proteicos mediante la técnica de complementación bimolecular de la 

fluorescencia (BiFC). 

• Determinar los dominios claves de AtGRDP2 implicados en la 

interacción con sus proteínas interactoras. 
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Resultados 

 

Capítulo 1 

AtGRDP2 interactúa con proteínas implicadas en procesos post-

transcripcionales 

En nuestro grupo de trabajo se ha estudiado desde hace tiempo al gen que 

codifica para una proteína con un pequeño dominio de glicinas llamada AtGRDP2. 

Ortega-Amaro et al. (2015) describieron un fenotipo de crecimiento acelerado y 

tolerancia al estrés salino en plantas sobreexpesoras del gen AtGRDP2. Por el 

contrario, las líneas “knock out” y “knock down” mostraron plantas con un fenotipo 

opuesto. Adicionalmente, Ortega-Amaro et al. (2015) reportaron que la proteína 

AtGRDP2 está constituida por tres dominios. En la región N-terminal un dominio de 

función desconocida (DUF1399), en la región central un posible sitio de 

reconocimiento a ARN llamado RRM, y en la región C-terminal un pequeño dominio 

rico en glicinas  

Durante el desarrollo de esta tesis Doctoral, nos enfocamos en continuar con la 

caracterización funcional de la proteína AtGRDP2. Con la finalidad de investigar 

sobre la posible función de esta proteína se realizó un screening para identificar a 

las posibles proteínas que interactúan con AtGRDP2. Para esto, se utilizó una 

librería de ADNc de Arabidopsis y el marco de lectura abierta (ORF) completo de 

AtGRDP2 como “bait” mediante el sistema “split-ubiquitin” de dos híbridos (Y2H) en 

levadura. A partir de estos resultados, se identificaron siete proteínas interactoras, 

de las cuales tres de ellas estaban relacionadas con funciones de procesamiento 
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de ARN como fue el caso de la proteína de unión a poli-A (PABN3, At5G65260), un 

factor de elongación de la traducción (EF-1α, At1G07920), y finalmente, una 

proteína ribosomal de cloroplasto (CL15, At3G25920). 

Con la finalidad de elucidar el papel que juegan las regiones de la proteína 

AtGRDP2 tanto en su localización subcelular como en la interacción con sus “socios 

proteícos”, se generaron versiones truncas de nuestra proteína de interés que 

incluían diferentes dominios de la proteína AtGRDP2. Una de estas versiones 

truncas consistió en únicamente la región N-terminal (versión DUF1399) de la 

proteína AtGRDP2. Además, se generaron tres versiones que incluyeron la región 

central con el dominio de unión a ARN (RRM); entre ellas una versión que incluía 

tanto el dominio DUF1399 como la región central con el RRM (versión DUF1399-

RRM), la otra versión incluyó solamente la región central con el RRM (versión RRM) 

y finalmente, una versión trunca que incluía tanto la región central como la región 

de glicinas del C-terminal (versión RRM-Gly). 

Posteriormente, se realizó la sub-clonación de las cuatro versiones truncas que se 

mencionan anteriormente en los vectores pMDC43 (GFP) y pYFC43 (BiFC). Estas 

fusiones traduccionales se utilizaron para analizar la localización subcelular de 

AtGRDP2, y para el ensayo de complementación bimolecular de la fluorescencia 

(BiFC) en células de hojas de Nicotiana benthamiana. 

Se encontró que la proteína AtGRDP2 tiene una localización dual en el citosol y en 

el núcleo en las células de hojas de N. benthamiana. Además, con el uso de las 

versiones truncas se determinó que la presencia de al menos la región que contiene 

el dominio DUF1399 o el RRM son requeridos para la localización nuclear de 



18 

 

AtGRDP2. Posteriormente, se analizó in silico la secuencia de aminoácidos de 

AtGRDP2 y se encontró que existen cinco potenciales señales de localización 

nuclear (NLSs), de las cuales una se encuentra en la región que contiene el dominio 

DUF1399, y las otras cuatro NLSs se ubican en la región central que contiene el 

dominio RRM. Estos datos corroboran que la localización nuclear observada en la 

versión completa de la proteína AtGRDP2 y en sus versiones truncas podría 

deberse a que las NLS predichas in silico son funcionales.  

A continuación, se confirmó la interacción entre AtGRDP2 y las proteínas 

interactoras obtenidas de un “screening” a partir de un ensayo Y2H en levadura. El 

ORF de los socios proteicos se clonó en el vector pYFN43, el cual contiene la 

porción de la región N-terminal de la proteína verde fluorescente (GFP). Por otra 

parte, tanto el ORF completo del gen AtGRDP2 como las cuatro versiones truncas 

de ésta se clonaron en el vector pYFC43, el cual contiene la porción de la región C-

terminal de la GFP. Cuando se analizaron las interacciones in planta de AtGRDP2 

con sus posibles socios proteicos mediante BiFC se encontró que dichas 

interacciones con PABN3, EF-1 y CL15 ocurren en el núcleo, en el citosol y en los 

cloroplastos, respectivamente. Finalmente, con las versiones truncas de AtGRDP2 

se pudo determinar que la presencia de al menos la región con el dominio DUF1399 

o la región con el RRM son necesarias para la interacción con la proteína PABN3. 

Por otra parte, se observó la importancia del dominio DUF1399 en la interacción con 

la proteína EF-1 y, por último, se logró identificar que la interacción CL15 con 

AtGRDP2 ocurre en la región central que contiene el dominio RRM de AtGRDP2.  
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Como resultado de esta tesis Doctoral se publicó un manuscrito titulado “An 

interactome analysis reveals that Arabidopsis thaliana GRDP2 interacts with 

proteins involved in post-transcriptional processes” que se encuentra publicado 

en el volumen 27 páginas 165-176 de la revista “Cell Stress and Chaperones” del 

año 2022.  

Esta publicación resultó en el primer reporte sobre la localización de la proteína 

AtGRDP2 de la planta modelo Arabidopsis thaliana, y la identificación de algunos 

interactores proteicos, que nos proporcionaron pistas sobre su mecanismo de 

acción. Además, se discutió sobre la importancia de algunos dominios estructurales 

que contiene la proteína AtGRDP2 que son relevantes en su localización subcelular, 

así como durante la interacción con socios proteicos. 
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Capítulo 2 

 

Caracterización del motivo RRM de la proteína AtGRDP2 

 

En las proteínas de unión a ARN, el motivo de reconocimiento a ARN (RRM) 

es el más abundante que se encuentra presente; las proteínas de unión a ARN 

participan en diversos procesamientos del ARN como, por ejemplo; la adición del 

CAP, el procesamiento de corte y empalme de intrones, la poliadenilación, 

transporte de ARN, y estructuración del ARN, entre otros. Este motivo RRM está 

conformado por dos regiones llamadas RNP-1 y RNP-2. El RNP-1 está conformado 

por ocho aminoácidos conservados con la secuencia K/R-G-F/Y-G/A-F/Y-V/I/L-X-

F/Y, mientras que el RNP-2 está constituido por seis residuos con la secuencia I/V/L-

F/Y-I/V/L-X-N-L (Lorković and Barta, 2002). Estructuralmente el RRM tiene una 

conformación de cuatro láminas- y dos -hélices, y los motivos RNP-1 y RNP-2 se 

encuentran en las regiones centrales de las láminas- y , respectivamente (Maris 

et al., 2005). El motivo RRM puede estar acompañado de otros tipos de dominios 

adicionales de unión a ARN, como pueden ser dedos de zinc, dominios tipo “cold 

shock”, entre otros. (Maris et al., 2005). La presencia de dominios adicionales, como 

por ejemplo una región rica en glicinas pueden contribuir al plegamiento de la 

proteína que contiene el RRM, y por lo tanto facilitar el reconocimiento del ARN. 

Además, le podría permitir a la proteína de unión a ARN interactuar con otras 

proteínas con diferentes funciones biológicas y de esta forma ejercer una mayor 

cantidad de funciones biológicas debido a la interacción con otras proteínas (Maris 
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et al., 2005). El sitio de unión entre el RRM y el ARN es de aproximadamente de 

ocho a diez nucleótidos (Maris et al., 2005). En el caso de proteínas que contienen 

más de un RRM, la afinidad de estas proteínas hacia el ARN es mayor debido a que 

le permite a la proteína reconocer secuencias más largas de ARN.  

En la proteína AtGRDP2 se ha localizado un potencial RRM en la región central. 

Ortega-Amaro y colaboradores (2015) realizaron un alineamiento múltiple de 

secuencias aminoacídicas correspondientes a proteínas ortólogas de AtGRDP2 en 

diversas plantas, en donde se identificaron ocho aminoácidos que conforman al 

posible RNP-1. La secuencia KGSCFLPM se encontró también conservada en 

especies de plantas como Thellungiella hallophila, Brassica rapa, Capsella rubella 

y Arabidopsis lyrata. En el caso del RNP-2, no se ha identificado la firma en la 

secuencia de la proteína AtGRDP2 de A. thaliana. Sin embargo, en el laboratorio 

previamente se realizó un análisis in silico de docking molecular y se observó que 

existe un posible sitio RNP-2 (comunicación personal del Dr. Juan Francisco 

Jiménez Bremont). 

Durante el doctorado se generó una versión mutada del RNP-1, en la cual se 

generaron cuatro mutaciones puntuales mediante el método de “Quick Change” 

descrito en el anexo 1. Se sustituyeron cuatro aminoácidos del RNP-1 

(KGSCFLPM) por alaninas (AGSAAAPM) (Figura 3). 
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Figura 3.  Esquema de secuencia de la región RNP-1 identificada en la proteína AtGRDP2. 

En color rojo se muestran las mutaciones puntuales que se realizaron mediante el método 

de “Quick Change”. 

 

Además, con la finalidad de caracterizar la región RRM de AtGRDP2, se generó una 

construcción la cual carece de toda la región central de la proteína y solamente 

incluye las regiones N y C-terminal que contienen el dominio DUF1399 y glicinas, 

respectivamente (Figura 4).  

 

 

A) 

 

 

B) 

 

 

Figura 4. Esquema de los dominios estructurales de la (A) proteína AtGRDP2 y (B) la 

versión sin la región central que contiene el RRM. 

 

A continuación, tanto la versión mutada (RNP1QCH) como la versión sin la región 

central de la proteína que incluye en RRM (AtGRDP2RRM) fueron clonadas en el 
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vector pCR8/TOPO y posteriormente sub-clonada en el vector pMDC32 para su 

sobreexpresión en A. thaliana. Hasta la fecha se ha logrado transformar plantas de 

Arabidopsis mediante el método de “floral dip” para obtener líneas independientes 

y actualmente, en el laboratorio se trabaja en la selección de semillas 

transformantes.  

Debido a que se ha demostrado que la región central que contiene el RRM de 

AtGRDP2 juega un papel muy importante en la interacción con proteínas como la 

ribosomal de cloroplasto CL15, y el factor de inicio de la traducción como EF-

1 Nosotros esperamos que estas líneas mutantes del RNP-1 o trunca del RRM 

presenten un fenotipo de crecimiento similar a la parental Col-0, o cuando se 

transformen en fondo mutante del gen AtGRDP2, tengan un fenotipo lento o 

retardado semejante a dicha mutante, debido a que la proteína AtGRDP2 no sería 

funcional. 
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Discusión general 

 

 Como se ha mencionado previamente, la información sobre GRDPs aún es 

escasa. Por lo tanto, en esta tesis se planteó como objetivo principal conocer más 

respecto a la función de la proteína AtGRDP2. Para ello, nosotros incursionamos en 

experimentos sobre la localización subcelular de AtGRDP2 y la búsqueda de 

proteínas que interactúen con esta GRDP de Arabidopsis. En esta tesis se reporta 

que la proteína AtGRDP2 se localiza tanto en citosol como en el núcleo de células 

de hojas de N. benthamiana. Estos resultados coinciden con la predicción de la base 

de datos “SUBcellular location database for Arabidopsis proteins” (SUBA4) (Hooper 

et al., 2017). Debido a que nuestra proteína de interés se encontró en el núcleo, se 

realizó una búsqueda en el servidor cNLS Mapper para identificar potenciales 

señales de localización nuclear (NLS). Se identificaron cinco NLSs bipartitas 

localizadas principalmente en la región central y en la región N-terminal de 

AtGRDP2. Las NLS son péptidos cortos que actúan como señal para el transporte 

de proteínas desde el citoplasma hacia el núcleo (Lu et al., 2021). Las NLS pueden 

ser de dos tipos: monopartitas o bipartitas. La primera de ellas consiste en una serie 

de residuos básicos seguido de un residuo que causa la ruptura de la hélice (Lange 

et al., 2007). Mientras que las NLS bipartitas consiste en dos “clusters” de residuos 

básicos separados entre sí por 9-12 residuos. Sin embargo, esta regla no siempre 

se cumple. El transporte de proteínas entre el núcleo y el citoplasma se lleva a cabo 

a través del complejo de poros nucleares (CPN), los cuáles atraviesan a la envoltura 

nuclear (Lange et al., 2007). Posteriormente, la NLS es reconocida por los 

transportadores nucleares que interactúan con las nucleoporinas para facilitar que 
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las proteínas que contienen NLS lleguen al núcleo a través del CPN (Lange et al., 

2007).  

En este estudio, se demostró experimentalmente que las versiones truncas de 

la proteína AtGRDP2, que incluyen las NLSs predichas in silico en el servidor cNLS 

Mapper, fueron localizadas en el núcleo. Por lo que podemos concluir que se 

requiere al menos el dominio DUF1399 o el dominio RRM para la localización 

nuclear de AtGRDP2. Estos datos sobre la localización subcelular de esta proteína, 

nos proporciona pistas sobre sus posibles mecanismos de acción de AtGRDP2. 

Recientemente se ha reportado que en el arroz (O. sativa) el gen OsGRDP1 

codifica para una GRDP de 930 aminoácidos que contiene hacia la región N-

terminal un dominio DUF1399 y siete regiones de repeticiones de glicina en el C-

terminal (Zhao et al., 2021). Los autores reportaron que esta proteína OsGRDP1 se 

encuentra localizada en el citosol y en la membrana de células vegetales, a 

diferencia de AtGRDP2 que la identificamos en citosol y en el núcleo. Cabe 

mencionar que el porcentaje de identidad entre las proteínas OsGRDP1 y la 

AtGRDP2 es bajo (43.96%), por lo que posiblemente tengas funciones específicas 

cada una de ellas. 

Actualmente, las técnicas para identificar a los socios proteicos de una proteína 

de función desconocida y/o actividad son de mucha utilidad ya que nos permiten 

tener una pista sobre las posibles funciones y mecanismos de la proteína de interés. 

En el caso de proteínas GRP-RRMs (Grupo IV) (revisado en Jiménez‑Bremont et 

al., 2018), la técnica de dos híbridos en levadura (Y2H) ha sido clave importante 

para identificar interactores de proteínas de diversos organismos eucarióticos 
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incluyendo en las plantas. Por lo anterior, en este trabajo se identificaron a algunos 

de los potenciales socios proteicos de AtGRDP2. Se seleccionaron a tres de ellos 

PABN3, EF-1 y CL15 para para validar su interacción con AtGRDP2 mediante la 

técnica de complementación bimolecular de la fluorescencia (BiFC). Se identificó 

que la interacción de AtGRDP2 con PABN3, EF-1 y CL15 se lleva a cabo en 

diversos compartimientos celulares como son núcleo, citosol y cloroplastos, 

respectivamente.  

Interesantemente, se ha reportado que otras GRP-RRMs participan en múltiples 

complejos que se sitúan en compartimentos nucleares y citoplasmáticos, 

posiblemente regulan el procesamiento y funcionamiento del ARN. Un ejemplo de 

ello es el caso de la proteína AtCSP3 que pertenece a la clase IV de GRP canónicas, 

la cual contiene un dominio de unión a ARN (de choque por frío) con siete dedos de 

zinc CCHC que están intercalados por regiones ricas en glicina. Kim y 

colaboradores (2013) sugieren que AtCSP3 podría participar en mecanismos post-

transcripcionales debido a que esta proteína forma heterodímeros con tres 

proteínas de unión a poli-A nucleares (PABN1-3). Las proteínas PABN1, PABN2 y 

PABN3 son muy similares a la PAB2 de los mamíferos, que se une con gran afinidad 

a las colas nacientes de poli-A, controlando su longitud y promoviendo su extensión 

(Lorković and Barta, 2002). Debido a que PABN3 tiene un 65,89 y 85,65 % de 

identidad con PABN1 y PABN2, respectivamente y se ha reportado de que estas 

proteínas tienen la capacidad formar heterodímeros e interactuar con GRP 

canónicas, así como se ha descrito que PABN2 es capaz de homo-dimerizar en la 

región C-terminal que comprende 48 aminoácidos desde el sitio 170 al 217 (Lorković 
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and Barta, 2002; Dokládal et al., 2015), sería interesante investigar en futuros 

estudios sí AtGRDP2 puede interactuar con las otras PABNs (PABN1 y PABN2).  

Se utilizaron las versiones truncas de AtGRDP2 con la intención de conocer cuál 

dominio está involucrado en la interacción con PABN3, EF-1 y CL15. En el caso 

de la formación del heterodímero PANB3/AtGRDP2 observamos que todas las 

versiones truncas que contenían al menos el dominio DUF1399 o dominio RRM 

fueron capaces de interactuar con PABN3 en el núcleo, lo cual sugiere que existe a 

lo largo de AtGRDP2 más de un sitio de interacción con PABN3.  

Cuando se analizaron estas versiones truncas en la interacción con EF-1α, 

encontramos que tanto la versión que incluía la región N-terminal (que contiene el 

dominio DUF1399) como la versión RRM-Gly fueron capaces de interactuar con la 

proteína EF-1α. Por el contrario, en la versión que incluye los dominios DUF1399-

RRM se perdió dicha interacción en el citosol, así como en la versión que solo tenía 

la región central de AtGRDP2 (que contiene el RRM). Para explicar esto, utilizamos 

el servidor I-tasser para obtener las estructuras terciarias predichas para las 

versiones truncas y posteriormente utilizamos el visualizador PyMOL. Cuando se 

analizaron estás estructuras notamos que existe un cambio conformacional de las 

versiones truncas al eliminar dichas regiones en comparación con la versión 

completa de la proteína AtGRDP2. Por ejemplo, en el caso de la versión que tiene 

la región N-terminal (DUF1399) y región central (versión RRM) es posible que esta 

conformación impida la exposición de los aminoácidos contenidos en el N-terminal 

de AtGRDP2, bloqueando así la interacción con EF-1α (Figuras anexas 1 y 2). 
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Finalmente, para el caso de AtGRDP2/CL15 se observó que la región central de 

AtGRDP2 (versión RRM) era capaz de interactuar con CL15, y también ocurrió con 

la versión DUF1399-RRM. En contraste, la versión trunca que contenía la región 

RRM-Gly no mostró ninguna interacción con CL15 en cloroplastos. Lo anterior, 

posiblemente como resultado de la conformación adquirida por esta versión trunca 

(Figuras anexas 3 y 4). Como AtGRDP2 interactúa con proteínas con funciones 

relacionadas con el procesamiento del ARN, como PABN3, EF-1 y CL15, esto 

sugiere que AtGRDP2 puede estar involucrado en procesos post-transcripcionales. 

 

Debido a que se ha reportado que el dominio RRM está conformado por dos 

regiones llamadas RNP-1 y RNP-2, las cuales son necesarias para a interacción 

con ARN. Como parte de este trabajo, se caracterizó la región RNP-1 presente en 

la proteína AtGRDP2 realizando sustituciones de cuatro aminoácidos conservados 

en esta región (KGSCFLPM) por alaninas (AGSAAAPM). En otras RBPs que 

contienen dominios RRM se ha demostrado que mutaciones en estas regiones 

afectan las constantes de disociación de estas proteínas. Hasta ahora, la evidencia 

que tenemos sobre la posible función de AtGRDP2 indica que esta proteína podría 

tener una actividad de transportador de ARN. Por lo tanto, el poder determinar sí el 

RNP1 es funcional, estó nos confirmaría que AtGRDP2 es una RBP, la cual podría 

estar involucrada en el transporte de ARNs de nucleo al citosol o a organelos.  
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Conclusiones generales 

 

• La proteína AtGRDP2 tiene una localización dual tanto en citosol como el 

núcleo en las células vegetales. 

 

• AtGRDP2 es capaz de interactuar con proteínas que participan en el 

procesamiento del ARN, como son PABN3, EF-1 y CL15 en el núcleo, 

citosol y cloroplastos, respectivamente.  

 

• La interacción de AtGRDP2 con proteínas localizadas en varios 

compartimentos celulares sugiere que su localización depende de la 

proteína socia con la que está interactuando. 

 

• En la interacción AtGRDP2/PABN3 tanto la región N-terminal (DUF1399) 

como la región central (RRM) son requeridas para la interacción con PABN3. 

 

• La región N-terminal de AtGRDP2, donde se ubica el dominio DUF1399, es 

importante en la interacción con el factor de elongación EF-1. 

 

• La región central de la proteína AtGRDP2 es necesaria para la interacción 

con la proteína de cloroplasto CL15. 
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Perspectivas 

 

• Generar líneas de Arabidopsis que sobre-expresen versiones truncas que 

contengan uno o dos dominios de la proteína AtGRDP2 en el fondo mutante 

Atgrdp2 y en la parental Col-0 para evaluar el fenotipo de las plantas. 

 

• Caracterizar el crecimiento y la respuesta al estrés de las líneas que sobre-

expresan las versiones truncas de AtGRDP2. 

 

• Determinar sí existe una interacción entre AtGRDP2 y las proteínas 

nucleares PABN1 y PABN2. 

 

• Determinar la funcionalidad del RNP-1 que conforma el dominio de unión a 

ARN (RRM) de la proteína AtGRDP2.  
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Anexos 

Artículo publicado 

“An interactome analysis reveals that Arabidopsis thaliana GRDP2 interacts with 

proteins involved in post-transcriptional processes” que se encuentra publicado en 

el volumen 27 páginas 165-176 de la revista “Cell Stress and Chaperones” del año 

2022. 
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Mutagénesis dirigida mediante el método “Quick change” 

 

• Diseño de oligos con las sustituciones deseadas 

 

• Realizar un PCR y usar una rampa de Tm para determinar las condiciones de 

amplificación 

REACCION CON PHUSION FLASH HIGH FIDELITY PCR MASTER MIX 

 

 

 

 

 95°C-3´ 
95°C-30´´ 
55,60 y 65°C-30´´    30 CICLOS 
72°C-4´ 
72°C-3´ 
 

Realizar una digestión con la enzima DpnI directamente de la reacción de PCR 

Buffer   1.5 ul 
DpnI   1 ul 
Fragmento de PCR 5 ul  
H20   7.2 ul 
 
37°C – ON 

• Inactivación 80°C durante 20 min 
 

• Dializar y transformar 1 ul en cel. Top 10 (electrocompetetes) 
 

• Verificar clonas positivas 

 

 

 

 

 

  

H20 11 ul 

2xBuffer 12.5 ul 

Oligo Fwd 0.5 ul 

Oligo Rv 0.5 ul 

Plasmid 1.10 0.5 ul 
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Figuras anexas 

 

Figura anexa 1. Predicción de la estructura terciaria de la versión trunca de AtGRDP2 que 

incluye solamente la región N-terminal con el dominio DUF1399 usando el servidor I-tasser 

y el visualizador PyMOL. En amarillo se muestra el dominio DUF1399. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura anexa 2. Predicción de la estructura terciaria de la versión trunca de AtGRDP2 que 

incluye la región N-terminal con el dominio DUF1399 y la región central con el RRM usando 

el servidor I-tasser y el visualizador PyMOL. En amarillo se muestra el dominio DUF1399 y 

en esferas de color rojo se representa la región RNP-1 que se encuentra en el RRM.  
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Figura anexa 3. Predicción de la estructura terciaria de la versión trunca de AtGRDP2 que 

incluye la región central con el RRM usando el servidor I-tasser y el visualizador PyMOL. 

En esferas de color rojo se representa la región RNP-1 que se encuentra en el RRM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura anexa 4. Predicción de la estructura terciaria de la versión trunca de AtGRDP2 que 

incluye la región central con el RRM y la región C-ter que incluye las glicinas usando el 

servidor I-tasser y el visualizador PyMOL. En esferas de color rojo se representa la región 

RNP-1 que se encuentra en el RRM y en color azul el dominio rico en glicinas. 
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