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Resumen

Caracterizaciéon bioinformética y experimental de las proteinas nucleares de
union a poli-A (PABN) de Arabidopsis thaliana.

La poliadenilacion es un proceso en el cual se agregan repetidos de adenosina al
extremo 3’ de los mRNA. Estos repetidos forman una cola de poli-A que junto con
proteinas de union a RNA influyen en la estabilidad y localizacion de RNAs
codificantes, en la terminacion de la transcripcidon y el inicio de la traduccion. En
particular, las proteinas de unién a poli-A nucleares (PABN) y citosolicas (PAB) se
unen al transcrito para protegerlo y darle estabilidad. Se ha propuesto que estas
PABN pudieran participar en el empalme de RNA; sin embargo, hay poca
informacion respecto a estas proteinas en plantas. En el genoma de Arabidopsis
thaliana se han identificado tres genes que codifican para las PABN nucleares:
At5G51120 (AtPABN1), At5g10350 (AtPABN2) y At5g65260 (AtPABN3). En este
estudio nos enfocamos inicialmente en estudiar la organizacion genémica de las
tres AtPABNSs y sus proteinas homodlogas. La mayoria de los genes ortélogos de
AtPABNSs de la familia Brassicaceaea presentan un arreglo de seis exones y cinco
intrones, con un intrén de tamafio inusual con una longitud de ~1Kb. Por otra parte,
AtPABNL1 tiene siete exones y seis intrones. También, evaluamos el fenotipo de
lineas de Arabidopsis que sobreexpresion AtPABN3 bajo condiciones de estrés
abidtico. Las lineas de sobreexpresion de AtPABN3 mostraron un fenotipo
ligeramente insensible a ABA y sensible a estrés salino. Por ultimo, nos enfocamos
en elucidar si AtPABN2 puede interactuar con la proteina AtGRDP2, y observamos
gue dicha interaccion de AtPABN2-AtGRDP2 ocurre en el nucleo. La interaccion de
AtPABNZ2 y AtPABN3 con AtGRDP2 en el nucleo, nos sugiere que estas proteinas
podrian estar formando un complejo con mRNAs con actividades de poliadenilacién

y de transporte de mRNAs.

Palabras clave: Organizacién gendmica, interaccién proteina-proteina, respuesta
al estrés abiotico.
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Abstract

Bioinformatic and experimental characterization of the nuclear poly-A
binding proteins (PABN) of Arabidopsis thaliana.

Polyadenylation is a process in which adenosine repeats are added to the 3’ termini
of MRNA. These repeats form a poly-A tail that along with poly-A binding proteins
influence transcription termination, the stability and surveillance of coding RNA, and
the translation initiation process. Particularly, nuclear, and cytosolic poly-A binding
proteins (PABN and PAB, respectively) bind to the RNA transcript to provide
protection and stability. It has been proposed that PABNs could be involved in RNA
splicing, but little information has been produced regarding these proteins in plants.
In the Arabidopsis thaliana’s genome three PABN coding genes have been
identified: At5G51120 (AtPABN1), At5g10350 (AtPABN2) y At5g65260 (AtPABNS3).
In this research, we studied the genomic organization of AtPABNs and their
homologous proteins. Most of the AtPABNs homologous genes in members of the
Brassicaceae family have six exons and five introns genomic arrangement, with one
unusually large intron of ~1Kb. AtPABN1 has seven exons and six introns.
Furthermore, we evaluated the phenotype of AtPABN3 overexpressing lines under
abiotic stress. AtPABN3 overexpressing lines showed a slight insensibility to ABA
and sensibility to salt stress. Finally, we focus on elucidating whether AtPABN2 could
interact with AtGRDP2, and we observed that the AtGRDP2-AtPABN2 interaction
occurs in nucleus. The interaction of AtPABN2 and AtPABN3 with AtGRDP2 in the
nucleus suggests that these proteins could be forming a post-transcriptional complex

with polyadenylation and mRNA transport activities.

Key words: genomic organization, protein-protein interaction, abiotic stress

response.
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INTRODUCCION

La poliadenilacion es un proceso en el cual se agregan repetidos de adenosina al
extremo 3’ de los mRNA. Estos repetidos forman una cola de poli-A que influye en
la estabilidad y localizacion de RNAs codificantes, en la terminacion de la
transcripcion y el inicio de la traduccién (Deng y Cao, 2017). La maquinaria de
poliadenilacion incluye a los factores de especificidad de corte y poliadenilacion
(CPSF), factores de estimulacion de corte (CstF), factores de corte (CF), las poli-A
polimerasas y proteinas de union a la cola de poli-A, conocidas como PABs (Deng
y Cao, 2017).

Las PABs son proteinas que influyen en la estabilidad y transporte del transcrito del
nacleo al citoplasma (Colgan & Manley, 1997). Ademas, participan en la regulacion
mediada por miRNAs, la estabilidad de mRNAs especificos, la inhibicion de la
desadenilacién, aumentan la eficiencia del inicio de la traduccién, entre otras
funciones (Smith et al.,, 2014). En el genoma de Arabidopsis thaliana se han
identificado 8 genes que codifican para PABs como: At1G341401, At4G34110,
At1G22760, At2G23350, At1G71770, At3G16380, At2G36660 y At1G49760 (Bravo
et al., 2005).

Las PABs de Arabidopsis cuentan con cuatro motivos de reconocimiento a RNA
(RRM) y un dominio PABC, que es necesario para la formacion de homodimeros y
heterodimeros con proteinas regulatorias y factores de transcripcion (Gallie y Liu,
2014; Kozlov et al., 2010). Las PABs se han localizado en el nlcleo y citosol de las
células de A. thaliana. Este grupo de ocho proteinas se pueden clasificar de acuerdo
con sus patrones de expresion. La primera clase, que incluye a PAB3 y PAB5, se
expresan constitutivamente en tejidos reproductivos. PAB2, PAB4 y PAB8 forman
parte de la clase Il que se expresa fuertemente en toda la planta. La clase lll,
conformada por PAB6 y PAB7, presenta una baja expresion en toda la planta a
excepcion de las raices. Por ultimo, PAB1 esta clasificada como clase IV y presenta

una expresion baja y especifica en raices y flores (Mangus et al., 2003).



Por otro lado, Hunt et al., (2012) identificaron en el genoma de A. thaliana a tres
proteinas adicionales de unién al poli-A nucleares denominadas AtPABNL1,
AtPABN2 y AtPABN3, las cuales solo se han localizado en el ndcleo, y son
codificadas por los genes At5G51120, At5G10350 y At5G65260, respectivamente.
AtPABNL1 esté formada por 227 aminoacidos (aa), AtPABN2 por 217 aa y AtPABN3
por 220 aa. Estas PABNs cuentan con un solo dominio de unién a RNA, precedido
por una hélice superenrollada en el extremo amino. Interesantemente las tres
PABNs de Arabidopsis se expresan fuertemente en semillas en germinacion y
presentan una expresion constitutiva en tejidos reproductivos (https://bar.utoronto).
Si bien las PABs han sido ampliamente estudiadas mediante ensayos de
complementacion funcional en levadura, y en evaluacion de fenotipos de mutantes
individuales, dobles y triples en el crecimiento y desarrollo de la planta, hay poca
informacion respecto a la funcién de las PABNs (Chekanova et al., 2001; Gallie,
2017; Palanivelu et al., 2000; Smith et al., 2014).

La localizacion subcelular de PABN3 de A. thaliana en las manchas nucleares fue
comprobada por ensayos de BiFC empleando la construccion cYFP-AtPABNS.
Ademas, se demostro la asociacion de las tres PABNs con la proteina 3 con dominio
Cold Shock, AtCSP3, en las manchas nucleares, lo cual sugiere que podrian
participar en el empalme de RNA (Kim et al., 2013a). También se ha comprobado
la interaccion de cada una de ellas (AtPABN1, AtPABN2 y AtPABN3) con el factor
qgue integra la poli-A polimerasa (Fipl), la poli-A polimerasa 4 (PAPS4) y con la
proteina 3 con dominio cold-shock (CSP3) (Arabidopsis Interactome Mapping
Consortium, 2011; Forbes et al., 2006; Kim et al., 2013). Fipl y PAPS4 son parte de
la maquinaria de poliadenilacion. CSP3 es una proteina que cuenta con un solo
dominio cold-shock y siete dedos de zinc tipo CCHC intercalados por regiones ricas
en glicinas. Se ha propuesto que CSP3 funciona como chaperona de mRNAs y

regula la tolerancia a estrés por congelamiento (Kim et al., 2009).

AtPABN2 interacciona en las funciones no-teloméricas de la proteina telomerasa
reversa transcriptasa, TERT. Las funciones no-teloméricas de TERT incluyen la

reparacion de DNA de doble cadena, tolerancia a estrés oxidativo y la regulacion de



expresion génica mediante la modulacion de la cromatina o0 mediante la produccion
de siRNAS empleando la polimerasa dependiente de RNA (Thompson & Wong,
2020). También se ha reportado que AtPABN2 forma homodimeros mediante su

extremo C-terminal (Dokladal et al., 2015).

Por su parte, se ha reportado que AtPABNL1 interactla con la proteina de funciéon
desconocida ACR6. ACRG6 cuenta con un dominio ACT terminal que se presenta en
proteinas involucradas en el monitoreo y sefalizacion del metabolismo de

aminoacidos (Hsieh & Goodman, 2002).

Recientemente Castro-Bustos, et al. (2021), reportaron que AtPABN3 interactda con
la proteina AtGRDP2. AtGRDP2 es una proteina de funcién desconocida con un
dominio rico en glicinas y presenta un potencial dominio de union a RNA. También
se descubrié que AtGRDP2 ademas de interaccionar con PABN3, interacciona con
las proteinas CL15, y EF-1a. PABN3 se une a las colas de poli-A de mRNAs, CL15
es una proteina del complejo ribosomal de cloroplasto y EF-1a participa en la

elongacién de la traducciéon de mRNAs a secuencias peptidicas.

Lineas de Arabidopsis que sobreexpresan el gen AtGRDP2 muestran un fenotipo
de crecimiento acelerado, florescencia temprana y una mayor tolerancia a estrés
abibtico, mientras las mutantes son mas sensibles y tienen un desarrollo
tardio(Ortega-Amaro et al., 2015).

Con el fin de elucidar la funcion de AtPABN3 y aportar al conocimiento de la familia
de las PABNS, en el presente trabajo de tesis nos planteamos generar lineas de
sobreexpresion de AtPABN3 y evaluar su fenotipo bajo condiciones 6ptimas y de
estrés abiotico. Por otro lado, mediante ensayos de complementacion bimolecular
fluorescente (BiFC, por sus siglas en inglés) en hojas de tabaco, analizamos la
interaccion de AtPABN2 con la proteina AtGRDP2. Por ultimo, realizamos un

analisis bioinformatico de la organizacién genémica de las PABNs de plantas.

Encontramos que la mayoria de los genes ortologos de los AtPABNs conservan un
arreglo gendmico de seis exones y cinco intrones, con un intrén de una longitud de

aproximadamente una kilobase. Las lineas sobreexpresantes de PABN3 tienen un



marcado fenotipo de sensibilidad a estrés salino durante el crecimiento; mientras
bajo estrés por ABA muestran una ligera hiposensibilidad en comparacion con la
Col-0. Al igual que AtPABN3, AtPABN2 interacciona con AtGRDP2 lo cual sugiere
una redundancia en su funcién que posiblemente incluye un mecanismo de punto
de control de egreso de RNAs correctamente procesados mediante su interaccién

con proteinas de transporte.



METODOS

Arbol filogenético de secuencia peptidica de las proteinas nucleares de unién
a poli-A (AtPABNSs) y las proteinas de union a poli-A (AtPABs) de Arabidopsis
thaliana

Se construy6 un arbol filogenético de las secuencias de AtPABs y AtPABNs con el
fin de evaluar la relacion entre estas proteinas. En total se emplearon 15
secuencias. Las secuencias codificantes de las proteinas fueron obtenidas de la
base de datos de NCBI. Para las proteinas de Arabidopsis thaliana, los nimeros de
acceso son At5G51120, At5G10350, At5G65260, At1G341401, At4G34110,
At1G22760, At2G23350, At1G71770, At3G16380, At2G36660 y At1G49760. Para
las proteinas de union a poli-A humanas: XP_005250918, NP_001347480 y para la
de levadura: NP_011092. La proteina de la cianobacteria Anabaena variabilis:
BAA04562 fue empleada como grupo externo debido a que cuenta con un motivo
RRM.

Para evaluar la conservacion gendmica entre los genes ort6logos que codifican para
PABNSs, se emplearon las secuencias peptidicas de las 3 PABNs de A. thaliana, 3
PABNSs de A. halleri (Araha.28134s0003, Araha.2597s0005, Araha.0539s0006), 3
PABNs A. lyrata (AL8G25380, AL6G20840, AL8G42820), 3 PABNs de Capsella
rubella (Carub.0006s0881, Carub.0008s1116, Carub.0008s2613), 3 PABNs de C.
grandiflora (Cagra.5476s0005, Cagra.1085s0025, Cagra.0917s0058 ), 3 PABNs de
Malcolmia maritima (Mamar.0014s0112, Mamar.0029s1575, Mamar.0076s0016),
una de maiz (Zm00008a023046) y dos de durazno (Prupe.2G269600.1,
Prupe.6G191400.1). Estas secuencias fueron obtenidas de Phytozome
(https://phytozome-next.jgi.doe.gov) y se emplearon para crear un arbol filogenético
usando MEGA X (Goodstein et al.,, 2012). Como grupo externo se empled la

proteina con codigo Cre06.9g274500 del alga Chlamydomonas reinhardti.

Ademas, se realizé el alineamiento de las secuencias usando Clustal W en el
programa MEGA. El arbol filogenético fue construido usando el método estadistico

Neighbor-Joining y para la prueba de filogenia se empleé un Bootstrap de 1000
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réplicas. Finalmente, se empled Clustal Omega
(https://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para obtener los porcentajes de

identidad e identificar regiones conservadas entre las secuencias de interés.

Para el analisis de la organizacion gendmica de cada gen PABN, se emplearon las
predicciones de Phytozome para identificar los exones e intrones de cada secuencia
de cDNA. Posteriormente se cuantificé el nUmero de intrones y tamafio. Ademas,
se analiz6 la conservacion de los intrones mediante alineamientos de secuencias

usando Clustal W.

Construccion de vectores

Se amplificaron los ORF de AtPABN2 y AtPABN3 empleando oligonucleédtidos
especificos para cada gen y cDNA de plantas de Arabidopsis thaliana de 15 dias de
edad usando una Hot Star HiFidelity Polymerase Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Los
productos de 654 y 663 pb, respectivamente, fueron clonados en el vector
PCR8/GW/TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Se transformaron células de
Escherichia coli TOP10 con las construcciones PCR8:PABN2 y PCR8:PABNS3.
Posteriormente, se extrajeron los plasmidos con Minipreps. Se verificé la presencia
del inserto con el patrén de bandeo por digestion con la enzima de restriccion Eco
RI. Los plasmidos que mostraron el patrén de bandeo fueron secuenciados con el
oligonucledtido M13 FWD para identificar las muestras con el inserto en sentido.
Mediante una reaccion LR se recombin6 AtPABN2 a los vectores YFC43 y YFN43
para ensayos de complementacion bimolecular fluorescente (Belda-Palazon et al.,
2012). AtPABN3 se recombind a los vectores YFN43 y a PMDC32. Los plasmidos
fueron extraidos por el protocolo descrito previamente y fueron secuenciados con el
oligo NosT para PMDC32, y los oligos YFN43 y YFC43 para los vectores BiFC. Se
transformaron células de Agrobacterium tumefaciens GV3101 con las
construcciones YFC43:AtPABN2 y YFN43:AtPABN2. Se seleccionaron las colonias
con resistencia a rifampicina y kanamicina. También se emplearon cepas de A.
tumefaciens transformadas con los vectores YFC43:AtGRDP2 y YFN43:PABN3
(Castro-Bustos et al., 2021).



Material vegetal y condiciones de crecimiento

Semillas de A. thaliana ecotipo Col-0 fueron lavadas con una solucién de cloro al
20% (v/v) por 5 min, seguido por seis lavados con agua destilada estéril. Las
semillas fueron estratificadas por 2 dias a 4°C y fueron germinadas en placas de
agar con medio 0. 2X Murashige and Skoog (MS), sacarosa al 0.5% (w/v) y agar al
1.2% (w/v)(Murashige & Skoog, 1962). Se incubaron las placas en una camara de
crecimiento a 22+ 2°C con un fotoperiodo de ciclos de 16 h de luz y 8 de oscuridad.
Posteriormente, las plantulas fueron traspasadas a macetas con una mezcla 3:1:1
del sustrato comercial Sunshine Mix #3, vermiculita y perlita.

Para los ensayos de complementaciéon bimolecular fluorescente se emplearon
plantas de Nicotiana benthamiana de 4 semanas de edad. Estas fueron sometidas
a un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad a 22°C.

Transformacion de plantas A. thaliana Col-0 mediante floral dip
Para la transformacion, se emplearon plantas del ecotipo silvestre Col-0 de 4
semanas de edad. Se incub6é por 16 h un cultivo de Rhizobium radiobacter
(previamente descrito como A. tumefaciens) PDMC32:PABN3. Se prepararon 50
mL de medio LB+rif50+km50 por cada 3 macetas a transformar. Se ajusté la OD a
0.8 y se centrifug6 a 8,000 x g. Posteriormente, se disolvio la pastilla en 50 mL de
medio MES con acetosiringona 200 pM y MgCl2 10 mM. Se sumergieron las
inflorescencias en el medio de infiltracién por 10 segundos. Se incubaron por un dia
en posicion horizontal en condiciones de oscuridad. Posteriormente, se reanudo su
crecimiento en condiciones 6ptimas hasta el desarrollo de silicuas. Se colectaron
las semillas (T0O). Se seleccionaron las semillas transformantes mediante
crecimiento en medio con higromicina 50 pg/mL. Las plantas que lograron crecer en
medio con antibiético comprenden la T1. Para los experimentos posteriores se

empled la T2.



Fenotipo de sobreexpresantes de PABN3

Se evalud el fenotipo de crecimiento en placa y en maceta de seis lineas que
sobreexpresan a PABN3 por comparacion con el ecotipo silvestre Col-0. Tras la
estratificacién y un periodo de vernalizacion de 2 dias, se sembraron 15 semillas de
cada linea por placa. Se usaron cinco repeticiones por tratamiento. Se evaluaron
los porcentajes de germinacion en los siguientes tratamientos: control (Medio MS),
salinidad (NaCl 125 mM), estrés por ABA (ABA 1.5 uM y 5 uM) y estrés osmaotico
(glucosa al 4%). Se registraron como semillas germinadas aquellas cuya radicula
habia emergido. La germinacion se registré durante los primeros siete dias. A los
16 dias se llevaron a cabo las mediciones del peso fresco de 15 plantulas por linea
en cada tratamiento. Para el analisis estadistico de los datos se llevé a cabo un
ANOVA de una via y un pohoc de Tukey para comparaciones multiples usando el
programa GraphPad Prism 6.

Complementacion biomolecular fluorescente (BiFC)
Se prepararon in6culos de las cepas A. tumefaciens YFC43:AtPABN2,
YFC43:AtGRDP2, YFN43:AtPABN2 y YFN43:AtPABN3 y p19. Se mantuvieron en
incubacion a 28°C por 16 h. Posteriormente, se ajustd a una ODeoo a 1-2 y se
centrifug6 a 6,000 g por 8 min. Se resuspendid la pastilla en medio de infiltracion y
se incubd a 28°C por 4 h. Se prepararon mezclas 1:1:1 de las cepas con la proteina
fusionada al C-terminal, la proteina fusionada al N-terminal y una cepa con el vector
pl9 para disminuir la respuesta de silenciamiento génico en la planta. La mezcla
fue infiltrada en el envés de las hojas del tabaco. Se colocaron las plantas en la
camara de crecimiento a 22+ 2°C con un fotoperiodo de ciclos de 16 h de luz y 8 de
oscuridad por dos dias. Posteriormente, se cortaron discos de 2 cm de diametro de
las hojas transformadas y se tifieron con DAPI para la visualizacion de los nucleos.

Se monté la muestra en portaobjetos y se analizé por microscopia confocal.



Microscopia confocal
Para la obtencion de las imagenes de interaccion entre proteinas se empled la
técnica de microscopia de escaneo laser confocal (CLSM). Se us6 un microscopio
Carl Zeiss LSM800, modelo EVO LS10 (Munich, Alemania) acoplado a una
AxioCam HD color (Carl Zeiss, Modelo 305, Alemania). Se detecto la fluorescencia
de GFP entre los 497 y 537 nm, usando una onda de excitaciéon de 488 nm. Se
detect6 la clorofila entre los 684 y 758 nm con ayuda de un divisor de haz por
espejos 488. Para la identificacion de nudcleos se empleé DAPI. El marcador
fluorescente se excité con una onda de 405 nm y se detectd a los 410-492 nm. La
observacion de las muestras se llevo a cabo con un objetivo de multi-inmersién de
20x/0.75. Las imagenes se obtuvieron usando el software Zeiss Efficient Navigation
(ZEN) Blue Edition versién 2.6. Finalmente, se emple6 el programa ImageJ para el

procesamiento de imagenes.



RESULTADOS

Las proteinas nucleares de union a poli-A (PABNs) se agrupan

filogenéticamente en un clado diferente al de las PABs

Las proteinas de union a poli-A (PABs) pueden ser clasificadas en dos tipos de
acuerdo con el numero de motivos de union a RNA (RRMs) que éstas presentan.
Por ejemplo, las PABs que presentan cuatro dominios tipo RRMs y que se localizan
tanto en nucleo como en citosol forman parte del tipo I, mientras que las PABNs
(exclusivas del nucleo) pertenecen al tipo 1l y solo cuentan con un RRM. El nimero
de RRMs presentes en estas proteinas de Arabidopsis representa una diferencia en
su tamafio; por ejemplo, las PABs (4 RRMs) tienen una longitud de 500 amino&cidos
aproximadamente, mientras las PABNs (1 RRM) tienen un tamafio menor de 217 a

227 aminoacidos.

Para elucidar la relacion filogenética entre las proteinas de union a poli-A (PABs) y
las proteinas nucleares de union a poli-A (PABNs), se construyé un arbol
filogenético de las ocho AtPABs y las tres AtPABNs de Arabidopsis thaliana, y
ademas se incluyeron las PABs de humano y de levadura, y la PABPN (nuclear) de
humano y una proteina con dominio de unién a RNA de cianobacteria como grupo
externo (Fig. 1). En el arbol se puede observar que las AtPABs se unen en un solo
nodo, junto con una de las PAB de humano (HsPABPC1) y la PAB de levadura;
mientras que las tres AtPABNs se agrupan en un clado distinto con la proteina
nuclear de unién a poli-A humana (HsPABPN1). En humanos, la PABPN1 cuenta
con un dominio RRM y con 10 repetidos de alanina dentro de su regién codificante.
Cuando estos repetidos se alargan de 11-18 residuos, los pacientes sufren de
distrofia muscular oculofaringea como consecuencia en la desregulacion de las
colas de poli-A en los mRNAs, en la poliadenilacion alternativa, en los
procesamientos de INRNAs y snoRNas, en la hiperadenilacion y la degradacion de
RNA (Doki et al., 2019).
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Respecto a la relacion entre las PABNs nucleares de Arabidopsis, la AtPABN2 y la
AtPABN3 comparten un 85% de identidad en su secuencia peptidica y se agrupan
en el mismo nodo, separado de su paralogo AtPABN1, la cual comparte solo un
65% de identidad en aminoacidos respecto a la PABN2 y PABN3 (Fig. 1). Esto
sugiere que AtPABN2 y AtPABNS3 pudieron ser producto de una duplicacién génica,
por lo que estudios sobre la microsintenia de estos genes seran importantes para

confirmar esta hipétesis.

Andlisis de la organizacion gendmica de las PABNs de Arabidopsis thaliana y

sus ortélogos de plantas.

Con el fin de evaluar la organizacibn genémica entre los genes de plantas que
codifican para PABNs, construimos un arbol filogenético con 18 proteinas ortologas
de las tres AtPABNSs de A. thaliana (Fig. 2). Durante la recopilacion de secuencias,
observamos que otras especies de Brassicaceaes también contienen tres PABNS,
como es el caso de A. halleri, A. lyrata, Capsella rubella, C. grandiflora y Malcolmia
maritimas. Por otro lado, el durazno (Prunus persica) solo presenta dos ortélogas
de PABNSs. En la Figura 2, también se puede observar que las proteinas ort6logas
de AtPABN3 y de AtPABN2 se agruparon en un mismo clado, mientras que

AtPABNL1 y sus ortélogas se separan en un clado independiente.

Respecto a la conservacion gendmica, la mayoria de los genes ortélogos de los tres
genes AtPABNs conservan un arreglo de seis exones y cinco intrones (Fig. 3),
excepto el gen AhPABN2 de A. halleri que cuenta con cinco exones y cuatro
intrones. Por otro lado, el gen AtPABN1 presenta una organizacién gendmica con
siete exones y seis intrones. Es de notar que en la mayoria de los genes AtPABNs
los exones 2, 4 y 6 tienen longitudes casi idénticas, siendo de 100-103, 192 y 49
nucleodtidos, respectivamente (Fig. 3; Tabla 1). En AtPABN3, el exon numero dos
codifica para el N-terminal, el cuarto exén codifica la mayor parte del dominioRRM
y el sexto exon codifica los ultimos aminoacidos de la region C-terminal. Los exones

1, 3y 5 presentan mayor variabilidad respecto a su longitud (Fig. 3, Tabla 1).
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Los intrones varian en tamafio entre las tres PABNs de Arabidopsis, pero es notorio
que los genes de AtPABN2 y AtPABN3 contienen un intron de mas de 1 kb, que
corresponden al intrén numero tres, el cual estd conservado en sus proteinas
homélogas de otras plantas de la familia Brassicaceae. Cuando se realizé el andlisis
bioinformatico para determinar la conservacion entre los intrones de las PABNS,
observamos que el tercer intron del gen PABN1 de maiz comparte al menos un 40%
de identidad con las secuencias del tercer intron de los genes AtPABN2, AtPABN3

y sus ortélogas en Brassicaceas.

En el caso del gen AhPABN2 de A. halleri, este cuenta con un arreglo de solo cuatro
intrones en total, su segundo intrén mide mas de 1 kb, y este comparte un porcentaje
de identidad del 90% con el tercer intron del gen AtPABN2, y méas del 80% con el
segundo intron de los genes MMPABN2 y AlyPABN2 (Tabla 1).

Estos resultados destacan que AtPABN2 y AtPABN3 no solo son similares en su
secuencia peptidica, sino también estan conservadas en su arreglo génico. Las
diferencias de AtPABN2 y AtPABN3 con AtPABN1 también se observaron a nivel
genodmico donde el gen AtPABN1 no cuenta con el intron de 1 Kb, pero tiene un
intrén y exén de mas en comparacion con los genes paralogos. Este analisis de
organizacion gendmica apoya la hipétesis de la duplicacién génica entre AtPABN2
y AtPABNS3.

La proteina PABN2 interactua con la proteina AtGRDP2

Previamente, mediante ensayos BiFC se comprobd la interaccion entre AtGRDP2 y
AtPABN3 en nucleo (Castro-Bustos et al., 2021). Considerando el alto porcentaje
de identidad entre AtPABN3 y AtPABN2, y con el fin de conocer el mecanismo de
accion de las AtPABNSs, se evalud la interaccion AtGRDP2-AtPABN2. En la Figura
4 se observa la fluorescencia emitida por la complementacion de la proteina YFP a
causa de la interaccion entre las proteinas AtGRDP2 y AtPABN2. Asimismo, se
observa la sefial de fluorescencia de la interaccion AtGRDP2-AtPABN2 en el nicleo,

y que ésta correlaciona con la tincién del nucleo mediada por DAPI. Con esta
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informacion demostramos que AtGRDP2 también interacciona con AtPABN2 en el
nacleo celular, como se observé para el pardlogo AtPABN3 (Castro-Bustos et al.,
2021).

Evaluacion del fenotipo de lineas de Arabidopsis thaliana sobreexpresantes
del gen AtPABN3

En nuestro equipo de trabajo, se disefid la construccion PMDC32:AtPABN3 con el
fin de explorar los efectos de la sobreexpresion del gen AtPABN3 en plantas de A.
thaliana ecotipo silvestre Col-0 bajo distintas condiciones. La tasa de germinacion
de semillas de las lineas L1, L4, L6, L8, L10, L12 y de A. thaliana ecotipo Col-0 (WT)
alcanzé un 96% al cuarto dia de incubacién en placas de medio MS 0.2 X. No se
observaron diferencias fenotipicas en el tamafio de cotiledones y longitud de raices
entre las lineas sobre-expresoras 35S::AtPABN3 (OEAtPABN3) y el ecotipo
parental Col-0 (Fig. 5a-b).

El peso fresco de las plantulas de 16 dias de las lineas OEAtPABN3 L8, L10y L12
a los 16 dias fue ligeramente menor en comparacion con la Col-0; sin embargo, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas (Fig. 5c¢). Por otra parte, las

lineas L1, L4 y L6 presentaron un peso similar al de la parental.

Curiosamente, algunas de las plantulas de la linea L1 presentaron cotiledones
morados al cuarto dia de germinacion. Después de unos dias, estos cotiledones se
tornaron blancos. No queda muy claro cuando, pero el crecimiento de estas
plantulas se detiene debido a que tanto sus cotiledones como su raiz son mas
pequefios en comparacion con las otras plantulas de la linea L1 que no presentaron
este comportamiento (Fig. 5a). Una de las perspectivas de este trabajo es
determinar si el fenotipo de la linea 1 correlaciona con la sobreexpresion de
AtPABN3; para ello, evaluaremos y compararemos los niveles de expresion de la
linea L1 versus las demas lineas que sobreexpresan el gen AtPABNS.
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Las lineas sobreexpresoras de AtPABN3 presentan un fenotipo sensible a

estrés salino

En condiciones de estrés salino, la tasa de germinaciéon de las lineas OEAtPABN3
L1yL12 (56% Yy 72%) al cuarto dia fue menor en comparacién con la planta silvestre
(84%). En contraste, en el mismo dia las lineas L4, L6, L8 y L10 presentaron una

tasa de germinacion (90-96%) mas alta en comparacién con la Col-0 (Fig. 6b).

Interesantemente, las lineas OEAtPABN3 L1, L6, L10 y L12 que sobreexpresan a
PABN3 mostraron un marcado fenotipo de sensibilidad durante el crecimiento al
estrés salino; mientras que 2-4 plantulas de cada 15 plantas del ecotipo Col-0
presentaron cotiledones y hojas verdes, la mayoria de las plantulas de las lineas
OEAtPABN3 mostraron cotiledones cloroticos observandose un dafio notorio y un
menor desarrollo (Fig. 6a). Lo anterior, también se vio reflejado con una disminucién
del peso fresco en las plantulas de las lineas OEAtPABN3, en comparacion con las
plantulas de la Col-0 (Fig. 6c).

La sobreexpresion de AtPABN3 no genera un fenotipo en respuesta a estrés

osmoatico

Al desafiar a las lineas OEAtPABNS a estrés osmoético, con la aplicacion exdgena
de glucosa al 4% al medio de cultivo, nosotros observamos que la tasa de
germinacion fue similar a las condiciones Optimas, presentando mas del 90% de
germinacion en todas las lineas sobreexpresantes OEAtPABN3s y el ecotipo

parental Col-0 desde el 4to dia de incubacion (Fig. 7a-b).

Por otra parte, el peso fresco de todas las lineas, incluida la Col-0, resulté mayor
gue en condiciones 6ptimas. Especificamente, las lineas OEAtPABN3 L1, L4 y L6
tuvieron un peso ligeramente menor (26.3, 26.9 y 27.9 mg) en comparacion con su
parental Col-0 (30 mg) bajo estrés osmético. De manera similar, las lineas L8, L10
y L12 pesaron 25.3, 24.8 y 22.6 mg, respectivamente; siendo menos pesadas que
la Col-0 (28.7 mg) (Fig. 7c). A pesar de las diferencias en peso fresco, los resultados

no presentaron diferencias estadisticamente significativas.
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Las lineas que sobreexpresan AtPABN3 son ligeramente insensibles a la
aplicacidon exdgena de la fitohormona ABA

Nos planteamos evaluar la germinacion de semillas sobreexpresantes de AtPABN3
en tratamientos con concentraciones de ABA 1.5y 5 uM. La presencia de esta
fitohormona en el medio de crecimiento produce un letargo y disminuye la
germinacion de semillas, y en altas concentraciones genera un arresto en la

germinacion.

La tasa de germinacion en presencia del ABA se vio afectada en todas las lineas
OEAtPABNS (Fig. 8b y 8d). En el cuarto dia del tratamiento con ABA 1.5 uM, la linea
L6 mostré un porcentaje mayor de germinacion (55.0%) en comparacion a la
parental Col-0 (23.3%) (Fig. 8Db).

Al cuarto dia de germinacién bajo un tratamiento con ABA 5 uM, todas las lineas
OEAtPABNS, excepto L1, registraron una mayor tasa de germinacion (30.6-50.6%)
que la parental Col-0 (17.3 y 20%). Sin embargo, al séptimo dia no hubo diferencias
entre la parental y las lineas sobreexpresoras, ya que la Col-0 alcanz6 una tasa de
germinacion del 51.6 y 48.33%, mientras las lineas OEAtPABN3 mostraron una
germinacion del 51 al 65%, a excepcién de la linea L1 que alcanzd solamente el
36.6% (Fig. 7d).

Uno de los aspectos que resaltan en las imagenes de ambos tratamientos de ABA
(1.5 y 5 uM) es que las raices de algunas de las plantulas de las lineas
sobreexpresantes de PABN3 fueron considerablemente mayores comparadas con
las raices de la parental Col-0 que presentan raices muy pequefias (Fig. 8a y 8c).
En particular, a la concentracibn mas alta de 5 uM de ABA la totalidad de los
germinados de la parental Col-0 se quedaron en arresto, mientras que algunas
plantulas de las lineas OEAtPABN3 continuaron con su crecimiento. Estos
resultados apuntan a que la sobreexpresion del gen PABN3 en Arabidopsis genera

un fenotipo de insensibilidad a la aplicacién exégena de ABA.
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DISCUSION

Las PABNs forman parte de una subfamilia de proteinas de union a poli-A que tienen
un solo dominio de union a RNA (RRM). Miembros de esta subfamilia en otros
organismos superiores incluyen a la CsPABPN1 de naranjo, la XlePABPN1 de
Xenopus y a la HSPABPN1 de humano (Doki et al., 2019; Domingues et al., 2015;
Song et al., 2008).

En este estudio, mediante la comparacion de las secuencias de los ortélogos de las
AtPABNSs de Arabidopsis thaliana se identificaron motivos dentro de la secuencia de
estas proteinas de union a poli-A nucleares. Al igual que CsPABPNL1, las secuencias
de las AtPABNSs cuentan con regiones ricas en acido aspartico (D) y acido glutamico
(E). Ademas, la proteina CsSPABPN1 en su amino-terminal tiene una region rica en
DEH, un motivo especifico de especies citricas (Domingues et al., 2015). Resulta
interesante que esta region es similar al carboxilo terminal del factor de terminacion
de la trascripcién mitocondrial 4, MTER4, que participa en la unién a RNA y a otras
proteinas. Es posible que en la proteina CsPABPNL1, la region rica en DEH esté
involucrada en la unién a RNA y/o en la especificidad de interacciones proteina-
proteina. En el caso de la proteina AtPABN1 de Arabidopsis en lugar de la regiéon
rica en DEH se encuentra la secuencia TEEYEEHGGEEGAAAGDEELE (rica en
acido glutdmico), la cual estd ausente en sus proteinas paralogas, AtPABN2 y
AtPABNS3. Experimentos posteriores seran necesarios para evaluar si esta firma es
responsable de la interaccion entre AtPABN1 con sus proteinas ligando, o en la

interaccion a los RNAs.

El porcentaje de identidad de las AtPABNs con HSPABPN1 de humano es del 40%
comparada con AtPABNL1, y del 43% comparada con AtPABN2 y AtPABN3. Esto
sugiere que las AtPABNs son posibles ortélogas de HsPABPN1, aunque se
requieren de mas andlisis para confirmarlo. De manera similar a HSPABPNL1,
AtPABNL1 tiene una region rica en argininas en el C-terminal (Goss & Kleiman,
2013). Los dominios ricos en arginina pueden ser del tipo serina-arginina (SR) o
cajas RGG. El dominio SR se presenta en proteinas que participan en el splicing,

mientras las cajas RGG (arginina, glicina) se han identificado en proteinas que
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median las interacciones entre proteinas y entre proteina-RNA. La region
enriquecida en dominios de HsSPABPN1 y AtPABN1 no cumple con las
caracteristicas para ser clasificada como un motivo RS o RGG; sin embargo, es
posible que el enriquecimiento en argininas les confiera especificidad para participar
en eventos de splicing.

En esta investigaciébn analizamos la organizacién genomica de 21 genes que
codifican para proteinas de PABNs de monocotiledéneas y dicotiledéneas. Se
elucid6 una organizacién génica conservada que consiste en 5 intrones y 6 exones
en la mayoria de estas secuencias (86.3%). Los genes que presentaron una
organizacion génica diferencial fueron AtPABN1, que cuenta con 6 intrones y 7

exones, y AhPABN2 que tiene 4 intrones y 5 exones.

Este dato contrasta para el caso de las 8 PABs citosolicas de A. thaliana en las
cuales la organizacién génica no es muy conservada; sin embargo, a nivel expresion
tejido-especifica muestran conservacion (Belostotsky, 2003). El nUmero de intrones
varia de 3 a 8 entre los 8 genes PABs (Belostotsky, 2003). Las PABs de Arabidopsis
se pueden clasificar de acuerdo con su patron de expresion. La clase | compuesta
por los genes PAB3 y PAB5 se expresan en tejido reproductivo y tienen una
estructura de seis intrones y siete exones. PAB2, PAB4 y PAB8 que forman parte
de la clase Il se expresan constitutivamente en toda la planta y comparten un arreglo
génico de 8 intrones y 9 exones. Por otra parte, PAB6 y PAB7 conforman la clase
[l quienes presentan una expresion débil y restringida a hojas y silicuas,
respectivamente. Los transcritos de las proteinas de la clase Il cuentan con 3
intrones en comun que no se encuentran en los genes paralogos, y difieren en las
secuencias de los 5 intrones ubicados en el extremo 3’, los cuales codifican para el
dominio PABPC. Ademas, el gen PAB7 cuenta con un intrén Gnico (Belostotsky,
2003).

Las AtPABNs de Arabidopsis presentan una expresion fuerte en toda la planta,
ademas preservan esta expresion a lo largo del desarrollo del organismo (Klepikova
et al., 2016). La expresion del gen AtPABN2 es ligeramente menor en semillas

secas Yy en silicuas en comparacion con el resto de la planta. Los niveles de
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transcrito de AtPABN3 son menores en las radiculas de germinados de un dia en
comparacion con los niveles de los genes AtPABN2 y AtPABN1. Ademas, el gen
AtPABNL1 tiene una expresion ligeramente menor en hojas maduras en comparacion

con sus paralogos (Klepikova et al., 2016).

Del total de secuencias cuyo arreglo gendmico fue analizado, 18 de ellas
corresponden a genes PABNSs de la familia Brassicaceae (Tabla 1). El 66% de estas
secuencias cuentan con un intrén con una longitud mayor a 1 kb. Los intrones con
una longitud mayor a 1 kb son poco comunes en el genoma A. thaliana,
comprendiendo el 0.77% del total de intrones (Chang et al., 2017). La longitud del
resto de los intrones de los genes homologos de las AtPABNs en plantas de la
familia de las Brasicaceas, es cercano al promedio de los intrones en los genes de
AtPABNSs Arabidopsis, 168 pb (Chang et al., 2017). Al alinear las secuencias >900
pb del tercer intron de PABNs de Brassicaceaes (Tabla 1), observamos que
comparten un porcentaje de identidad que va del 43 al 99% comparadas con el
intron largo de AtPABN2 y AtPABN3. En A. thaliana el gen de la histona desmetilasa
IBM1 presenta un intron con una longitud de mas de 2 Kb, en este se encuentra una
region cuya metilacion regula positivamente su expresion génica (Rigal et al., 2012).
Los ortélogos del gen IBM1 en organismos distantes como en maiz y abeja también
contienen este intron de una longitud mayor al promedio de sus respectivos
genomas (Rigal et al., 2012). Previamente se ha elucidado que en los genomas de
humano y C. elegans, los genes con una expresion fuerte cuentan con intrones mas
cortos que los de genes con menor expresion que cuentan con intrones mas largos
(Castillo-Davis et al., 2002). Debido al tiempo y costos de la transcripcién, y tomando
en cuenta la conservacion del tercer intrén de los genes AtPABN3 y AtPABN2 en
otras Brassicaceaes es probable que éste cuente con secuencias regulatorias que

aln no han sido identificadas.

Los intrones se pueden encontrar en distintas fases de acuerdo con su relacién con
los codones de los exones. Los intrones clasificados como fase cero son aquellos
gue no interrumpen el coddon donde estan insertados. Se ha estimado que el 60%

de intrones fase cero y el 10% fase, uno prevalecen desde un ancestro comun (De
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Souza et al.,, 1998). En los 21 genes correspondientes a PABNs de plantas
analizadas en este estudio, se encontré que la mayoria de los intrones pertenecen
a la fase cero, y al menos uno de los intrones de cada secuencia corresponde a la
fase uno. Ademas, todos los intrones de las PABNSs de A. thaliana tienen el arreglo
GT-AG caracteristico de los intrones del tipo U2, que son procesados y empalmados

por la maquinaria del spliceosoma principal.

Las PABNs de Citrus sinensis (CsPABPN1) y de Xenopus laevis (XlePABPN1) se
encuentran como homodimeros en solucion (Domingues et al., 2015; Song et al.,
2008). Cuando estas proteinas se unen a la cola de poli-A del mRNA, el dimero se
disocia e interactia con el RNA en forma de mondémero (Domingues et al., 2015).
Segun el modelo propuesto por Domingues y col, se requiere de siete proteinas de
union a poli-A tipo 1l (PABPNs) para formar una estructura superhelicoide que
envuelve la cola de poli-A de 50 residuos. La estructura es estabilizada por las
interacciones con las adeninas y los puentes de hidrégeno y contactos Van der
Waals entre los monémeros de las PABNs. Previamente, se ha determinado que el
C-terminal de AtPABN2 es necesario para la formacion de homodimeros (Dokladal
et al., 2015). Los porcentajes de homologia de los C-terminal entre las AtPABNs
sugieren que AtPABN1 y AtPABN3 podrian formar también homodimeros, e incluso
podrian formarse heterodimeros entre ellas. Por esta razon, en esta tesis nosotros
nos dimos a la tarea de construir los vectores BiFC para demostrar si las AtPABs

forman homodimeros y heterodimeros.

Castro-Bustos et al. (2022), determiné que la interaccion de AtGRDP2 con AtPABN3
ocurre en nucleo. Ademas, elucid6 que la region amino-terminal es responsable de
esta interacciéon. Dado que la interaccion de AtGRDP2 con otras proteinas
presentes en el citosol y en el cloroplasto, es posible que AtGRDP2 funcione como
una proteina de transporte de RNA. En este estudio demostramos que la interaccion
de AtGRDP2 con AtPABN2 también sucede en el nucleo. El alto porcentaje de
identidad entre ambos paralogos PABN2 y PABN3 sugiere que estas interacciones
con AtGRDP2 podrian estar mediadas por las regiones conservadas que

comprenden el RRM y el extremo carboxilo de estas PABNs de Arabidopsis. La
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interaccion de AtGRDP2 con AtPABN2 y AtPABN3 podria indicar una redundancia
de funcion de las PABNs de Arabidopsis. En estudios posteriores sera necesario
evaluar si AtPABN1 también interactia con esta proteina con un dominio rico en
glicina (AtGRDP?2).

Como se menciond anteriormente, la sobreexpresion de AtGRDP2 presenta un
fenotipo de crecimiento acelerado y tolerancia a estrés. Interesantemente la
sobreexpresion de AtGRDP1, el pardlogo de AtGRDP2, también confiere un
fenotipo tolerante a estrés salino y estrés osmaotico; ademas de ser tolerantes a la
aplicacion exogena de ABA (Rodriguez-Hernandez et al., 2014). AtGRDP1 esta
compuesta por 819 aminoacidos y se expresa durante las etapas de desarrollo

general de la planta (Muro-Medina, 2014).

Mediante el estudio transcripcional de las mutantes nulas Atpabn2 comparadas con
el ecotipo parental Col-0 se determiné que esta proteina podria jugar un papel en la
regulacion de transcritos ribosomales y de la traduccién. En estas mutantes Atpabn2
los genes G2p y TERT mostraron una mayor expresion comparadas con la WT. Es
posible que PABNZ2 regule negativamente la transcripcion o estabilidad de los genes
G2p y TERT mediante un mecanismo de retroalimentacion. G2p codifica para una
proteina nuclear involucrada en la metilacion de mRNA, el importe de proteinas al

nacleo y en la protedlisis (Dokladal et al., 2015).

La importancia del funcionamiento correcto de las proteinas nucleares de unién a
poli-A se ve reflejada en los efectos causados cuando la HSPABPN1 de humano no
estd funcionando correctamente. En humanos la expresion de la proteina
HsPABPN1 con un juego de repetidos de alanina anormales se asocia con la
distrofia muscular oculofaringea (Doki et al., 2019). En las células que expresan la
HsPABPN1 con alargados de alanina, se forman agregados nucleares que
contienen tanto RNAs poliadenilados y mRNAs sin procesar. También, se ha
demostrado que HSPABPN1 secuestra a la proteina musculo-especifica (TNNT3)
de las manchas nucleares y se produce un splicing defectuoso mediado por la
proteina SC35 (Klein et al., 2016).
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La ausencia de un fenotipo en las lineas de sobreexpresion de PABN3 bajo
condiciones normales podria deberse a un mecanismo de autoregulacion. En
humanos, la proteina HsSPABPN1 tiene un mecanismo de autoregulacion
dependiente de la retencion del sexto intron. Esta autoregulacion es dependiente de
un splicing ineficiente y a la union de HsPABPN1 a una region rica en adeninas
presente en el UTR 3’ (Bergeron et al., 2015). Si bien, no se identificaron regiones
ricas en adeninas en los extremos UTR de las PABNS; si existen regiones
enriquecidas en adeninas en el tercer intron de AtPABN3. Para elucidar si AtPABN3
y sus pardlogas cuentan con un mecanismo de autoregulacién similar al de
HsPABPNL1, sera necesario evaluar los niveles del transcrito enddgeno de AtPABN3

en las lineas que sobreexpresan AtPABN3 (sin intrones) evaluadas en este estudio.

Por su naturaleza sésil, las plantas estan expuestas a cambios bruscos en el
ambiente y al atague de organismos patdgenos. Esto las ha llevado a desarrollar un
sistema de respuesta al estrés que actia a nivel molecular, celular y sistémico.
Cuando el organismo se enfrenta a altas concentraciones de sal, la homeostasis
i6nica e hidrica sufre un desbalance que impacta en el crecimiento y e incluso en la
supervivencia de la planta. Para ello, la planta intenta prevenir el dafio, restablecer
la homeostasis y continuar con el crecimiento (Zhu, 2001). ABA es una fitohormona
gue cumple un papel esencial durante el desarrollo de la planta. Bajo condiciones
normales, ABA esta involucrada en procesos como la latencia y germinacion de la
semillay el cierre de las estomas (Raghavendra et al., 2010). Cuando la planta esta
creciendo bajo altas concentraciones de sales, los niveles del ABA aumentan, lo
cual enciende la transcripcion de genes de respuesta a estrés salino y osmético
(Yoshida et al., 2014). Las mutantes insensibles a &acido abscisico 4 (abi4) son
tolerantes a estrés salino, mientras que las sobreexpresantes muestran un fenotipo
marcado de sensibilidad a la salinidad. ABI4 regula negativamente la expresion del
gen HKT1;1, que codifica para un transportador de sodio, mediante la union con su
promotor. HKT1;1 estimula la expulsion de iones de sodio hacia las células
parenquiales del xilema, evitando el transporte del ion a las hojas de la planta
(Shkolnik-Inbar et al., 2013). De esta manera, bajo condiciones de salinidad, ABl14

disminuye el transporte de iones sodio desde la raiz hacia las hojas (Shkolnik-Inbar
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et al., 2013). Es por ello que en nuestro estudio la aparente contradiccion en la
tolerancia al ABA denotada por las lineas OEAtPABN3 y su mayor sensibilidad a
estrés salino nos parecid6 un dato muy interesante, que pretendemos seguir
estudiando. Es posible que la afectacion en el crecimiento de las lineas OEAtPABN3
bajo condiciones de estrés salino sea independiente de ABA y ocurra en otro de los
niveles de respuesta de la planta, tales como un desbalance en el control de ingreso

de las moléculas de NaCl a las células.
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CONCLUSIONES

La funcidn de las proteinas nucleares de union a poli-A (PABN) podria ir mas alla
de participar en el proceso de poliadenilacion y de proporcionar estabilidad a los
MRNAs. La interaccion de las PABNs con otras proteinas sugiere que también
pueden estar involucradas en diversos procesos celulares. La evidencia de que las
proteinas paralogas AtPABN2 y AtPABNS3 interactian con la proteina AtGRDP2
(con una posible funcion de transportador de RNAs fuera del ndcleo), permite
hipotetizar que las AtPABNs podrian funcionar como un punto de control que podria
verificar el adecuado procesamiento del mMRNA blanco y lo entregue a un complejo
de proteinas de transporte que podria incluir a proteinas de union a RNA como las
GRPs, las PABs, y también a AtGRDP2.

Bajo condiciones de estrés salino, se detect6 un menor desarrollo de las lineas de
sobreexpresion de AtPABN3 en NaCl 125 mM, en comparacion a la parental Col-0.
Por el contrario, bajo la aplicacion exdgena de la fitohormona ABA, un mayor
desarrollo de los germinados principalmente en las raices fue observado en
comparacion a la parental, sugiriendo que estas lineas de sobreexpresion muestran

un fenotipo de hiposensibilidad al ABA.

PERSPECTIVAS

Determinar los niveles de expresion de factores de transcripcién tipo ABI implicados
en la sefializacién de ABA en las lineas de sobreexpresion de AtPABN3. También
serd interesante evaluar el fenotipo de lineas mutantes AtPABN3 bajo estrés salino
y en la presencia de ABA. Ademas, evaluar los niveles de transcrito del gen
enddgeno de AtPABN3 en las lineas de sobrexpresién de AtPABN3 para determinar
si este gen presenta un mecanismo de autorregulacion como el que se ha reportado

para el gen de humano HsPABPNL1.
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Tabla 1. Tamafo de regiones UTR, intrones y exones de proteinas ortdlogas de AtPABNS.

LISTA DE TABLAS

Tamafio (nt)

Clave SUTR | Exénl | Intron| | Exdn2 | Intrén2 | Ex6n 3 | Intrén 3 | Exdn4 | Intrén4 | Ex6n5 | Intrén5 | Exén 6 | Intrén 6 | Ex6n 7 | 3 UTR | Total
1 AT5G51120 AtPABN1 433 156 99 103 79 123 76 59 244 192 84 119 46 46 316 | 2175
2 AT5G10350 AtPABN2 33 123 119 100 209 71 1305 192 97 128 91 49 -- -- 270 | 2787
3 AT5G65260 AtPABN3 61 111 90 103 142 71 1016 192 82 128 89 49 - - 240 | 2374
4 Araha.28134s0003.1 AhPABN1 37 162 101 103 292 68 270 192 83 116 166 46 - - 169 | 1805
5 Araha.2597s0005.1 AhPABN2 0 106 163 71 1027 192 81 128 82 49 -- - - - 208 | 2107
6 Araha.0539s0006.1 AhPABN3 17 123 114 100 176 71 1366 192 97 128 91 49 - - 229 | 2753
7 AL8G25380.t1 AlyPABN1 76 162 100 103 292 68 267 192 84 116 174 46 -- -- 257 | 1937
8 AL6G20840.t3 AlyPABN2 56 111 91 103 161 71 1058 192 81 128 81 49 - - 273 | 2455
9 AL8G42820.t1 AlyPABN3 22 123 120 100 172 71 1311 192 94 128 92 49 - - 265 | 2739
10 Carub.0006s08381 CrPABN1 11 111 100 103 142 74 1044 192 80 128 89 49 -- - 222 | 2345
11 Carub.0008s1116.1 CrPABN2 53 156 114 103 261 68 198 192 91 116 183 46 -- -- 321 | 1902
12 Carub.0008s2613 CrPABN3 10 123 116 100 207 71 1371 192 99 128 94 49 -- - 240 | 2800
13 Cagra.5476s0005 CgPABN1 83 156 114 103 260 68 199 192 94 116 193 46 -- - 339 | 1963
14 Cagra.1085s0025 CgPABN2 83 111 100 103 142 74 1049 192 80 128 89 49 -- -- 237 | 2437
15 Cagra.0917s0058.1 CgPABN3 31 123 116 100 207 71 1356 192 99 128 94 49 -- - 233 | 2799
16 Mamar.0014s0112 MmPABN1 61 156 112 103 317 68 251 192 84 116 191 46 - - 301 | 1998
17 Mamar.0029s1575 MmPABN2 42 111 70 103 96 71 914 192 79 128 83 49 -- - 421 | 2359
18 Mamar.0076s0016 MmPABN3 20 123 78 100 164 71 1320 192 101 128 90 49 - - 217 | 2653
19 Zm000082a023046 ZmPABN1 180 105 84 100 1333 71 2836 192 102 122 138 49 - - 530 | 5842
20 Prupe.2G269600 PpPABN1 96 123 95 103 1020 71 709 192 108 125 547 46 -- - 1154 | 4389
21 Prupe.6G191400 PpPABN2 211 123 97 103 396 71 2452 192 85 128 102 49 - - 350 | 4359
22 Cre06.g274500 ChrPABN1 187 105 65 69 71 183 617 57 212 90 412 200 181 49 413 | 2911
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Tabla 2. Fases de los intrones de AtPABNSs y sus ortélogas.
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Fig. 1. Arbol filogenético de proteinas de union a poli-A candnicas y nucleares de
diversos organismos. Los cuadros agrupan las PABs canoénicas, el recuadro verde
agrupa las proteinas de Arabidopsis, el morado la de humano, el anaranjado la de
levadura y el negro a la proteina con dominio de unién a RNA de la cianobacteria.
El arbol filogenético se obtuvo mediante el método de Neighbor-Joining. Al inicio de
cada clado se indica el porcentaje (Bootstrap) en el que las secuencias se agruparon
juntas en las 1, 000 réplicas ejecutadas. También se indica la distancia evolutiva
gue representa el numero de sustituciones de aminoacidos por sitio.
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Fig. 2. Arbol filogenético de proteinas nucleares de union a poli-A de Arabidopsis y
sus proteinas ortélogas en plantas. El arbol filogenético se construyé mediante
Neighbor-Joining. Al inicio de cada clado se indica el porcentaje (Bootstrap) en que
las secuencias se agrupan juntas en las 1, 000 réplicas ejecutadas. También se
indica la distancia evolutiva que representa el numero de sustituciones de
aminoéacidos por sitio.
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Fig. 3. Arreglo genomico de AtPABNs y sus ortologas en otras plantas. Los
recuadros en blanco sefalan las regiones UTR, los recuadros con relleno negro
sefalan los exones y las lineas en diagonal representan los intrones. En la esquina
superior derecha de cada representacion se encuentra una barra de escala que
representa 100 pb. El nUmero en la parte inferior de cada exdn sefala su longitud
en pb.
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Fig. 4. Sefial de fluorescencia emitida por la interaccion del heterodimero AtGRDP2-
AtPABN2 en hojas de N. benthamiana. Se utiliz6 DAPI para tefiir los nucleos. Se
empled un objetivo de 20X para visualizar las muestras. La barra indica una longitud
de 20 um y la flecha blanca indica la ubicacion de un nucleo.
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Fig. 5. Fenotipo de lineas de sobreexpresién de AtPABN3 bajo condiciones 6ptimas
de crecimiento. A) Fotografia de las plantulas a los 16 dias de incubacion. B)
Porcentaje de germinacion bajo condiciones 6ptimas. C) Peso fresco (mg) de 5
grupos de 15 plantulas por linea al dia 16 de incubacién. Se realiz6 un analisis
estadistico usando ANOVA (p<0.05). No hubo diferencias estadisticamente
significativas.
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Fig. 6. Fenotipo de lineas de sobreexpresion de AtPABN3 bajo condiciones de
estrés salino (NaCl 125mM). A) Fotografia de las plantulas a los 16 dias de edad.
B) Porcentaje de germinacion bajo condiciones de estrés salino. C) Peso fresco
(mg) de grupos de 15 plantulas por linea al dia 16 de incubacion. Los datos fueron
analizados mediante un ANOVA usando un p-value (<0.05). Los datos
estadisticamente significativos estan marcados con un asterisco (*).
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Fig. 7. Fenotipo de lineas de sobreexpresion de AtPABN3 bajo condiciones de
estrés osmatico (glucosa 4%). A) Fotografia de las plantulas a los 16 dias de edad.
B) Porcentaje de germinacion bajo condiciones de estrés osmaético. C) Peso fresco
(mg) de grupos de 15 plantulas por linea al dia 16 de edad. Los datos fueron
analizados mediante un ANOVA usando un p-value (<0.05). No hubo diferencias
estadisticamente significativas.
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Fig. 8. Fenotipo de lineas de sobreexpresion de AtPABN3 bajo condiciones de
estrés por ABA. A-B) ABA 1.5 uM; C-D) ABA 5 uM. A) Fotografia de las plantulas
de todas las lineas a los 16 dias de incubacién con ABA 1.5 uM. B) Porcentaje de
germinacion de todas las lineas con ABA 1.5 uM. C) Fotografia de las plantulas de
todas las lineas a los 16 dias de incubacion en medio con ABA 5 uM. D) Porcentaje
de germinacion de todas las lineas en medio con ABA 5 uM. Los datos fueron
analizados mediante un ANOVA usando un p-value (<0.05).
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