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RESUMEN

RESUMEN

El transporte a larga distancia en las plantas es muy importante para su crecimiento,
desarrollo y adaptacion a diversas condiciones medioambientales. El movimiento selectivo
de RNAs a través del floema es aparentemente liderado por firmas dentro de las regiones
no traducidas en el RNA mensajero que se unen a diversas proteinas de union a RNA y
forman un complejo ribonucleoproteico, lo que le permite ser estable y evitar ser degradado
en su transporte hacia su sitio de accion. En este estudio se identific6 computacionalmente
nuevas firmas moleculares de transporte de mRNAs a larga distancia (LDTMs), que son
posibles sitios de unién a diversas proteinas de enlace a RNA, algunos ya ampliamente
descritos por ser clave en el transporte a larga distancia como los dominios CUCU que se
unen a las proteinas PTB3, y otros dominios UGUA que se unen a proteinas PUF que
contienen dominios Pum y dominios ricos en bases GA, con un rol que se desconoce en el
transporte selectivo de mRNAs a larga distancia; todos mayormente localizados en el
extremo 3’ de los RNA mensajeros que son regiones mas largas y con mayor cantidad de
sitios que se unen a proteinas de unién a RNA involucradas en la estabilidad de los mMRNAs
translocables y aumentando su vida media asegurando su movilidad a diferentes 6rganos

en las plantas participando en diferentes procesos fisiol6gicos y de defensa en las plantas.



ABSTRACT

ABSTRACT

Long-distance transport in plants is crucial in their growth, development and its adaptation
to diverse environmental conditions. The selective movement of RNAs through the phloem
is apparently led by motifs within the untranslated regions in the messenger RNA that bind
to various RNA binding proteins and form a ribonucleoprotein complex, which allows it to be
stable and avoid being degraded in its transportation to their site of action. In this study, new
plant long-distance transport motifs (LDTMs) were identified computationally, which are
possible binding sites for various RNA binding proteins, some of which already widely
described as being key in long-distance transport such as CUCU domains that bind to PTB3
proteins , and other UGUA domains that bind to PUF proteins that contain Pum domains
and GA-rich domains, with an unknown role yet in the selective transport of long-distance
MRNAs; all mostly located at the 3 'end of the messenger RNAs which are longer regions
and with a greater number of sites that bind to RNA binding proteins involved in the mobile
MRNAs stability and increasing their half-life, assuring their mobility at different organs in

plants participating in different physiological and defense processes in plants.
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CAPITULO I. ANTECEDENTES
1.1. Introduccion

Las plantas como organismos sésiles poseen adaptaciones que les permiten sobrevivir a
condiciones ambientales desfavorables, a través de respuestas de aclimatacién en las que
ocurren cambios fisiolégicos, celulares y moleculares, como la induccion de genes de
respuesta a estrés. En general, los productos de los genes inducibles por estrés pueden
agruparse en dos categorias: los que directamente protegen contra el estrés y los que
regulan la transduccion de sefiales o la expresién de otros genes estructurales (Hasegawa
et al., 2000). En el primer grupo se incluyen genes implicados en la biosintesis de azlcares
solubles y otros solutos compatibles, asi como los genes que codifican para proteinas
abundantes de la embriogénesis tardia (Yue et al., 2012), mientras que, en el segundo, se
consideran los que codifican para proteinas de sefializacion como las quinasas y factores
de transcripcién (FT) (Yuasa et al., 2001; Xiong y Yang, 2003). Debido a la amplitud de
genes que pueden regular, en la actualidad los FT se consideran blancos moleculares
promisorios para mejorar la tolerancia a estrés abidtico en plantas. Este conocimiento es
una herramienta poderosa para plantear y desarrollar cultivos resistentes a estrés mediante

ingenieria genética (Ali et al., 2018).

Las plantas en respuesta a ciertas condiciones desfavorables a su crecimiento y desarrollo
responden de diferentes maneras y envian sefiales a la planta entera para poder tolerar o
resistir esas condiciones. Un paso clave en la sefializacion de los principales procesos de
crecimiento y desarrollo lo determinan moléculas claves como hormonas, RNA, mRNA,
MiRNA, siRNAs que se transportan en el floema para movilizarse a larga distancia y cumplir
su funcion en el proceso en los tejidos diana. Cientos de mRNAs fueron encontrados en la
savia del floema (Doering-Saad et al., 2006; Omid et al., 2007); éstos incluyen mRNAs que
codifican factores de transcripciobn que potencialmente activan procesos fisioldgicos
cruciales en la planta. Un rol como sefiales sistémicas son apoyados por varias
observaciones: (1) la presencia en la savia floematica de muchos mRNAs que codifican
factores de transcripcion de la familia DELLA-like GRAS, KNOTTED-1-like y la familia BEL-
1-like BEL5 TALE; (2) su transporte a larga distancia a través de uniones de injertos; (3) un

efecto a larga distancia sobre la morfogénesis de las hojas y la formacién de tubérculos
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(Kim et al.,, 2001; Haywood et al., 2005; Banerjee et al., 2006). Las firmas de RNA
requeridos para su larga distancia fueron recientemente identificados en los mRNAs de GAI
(Huang y Yu, 2009), BEL5 (Banerjee et al., 2006) y PbWOXT1 (Duan et al., 2016).

1.2. Antecedentes

1.2.1. Estrés abiodtico

Las plantas estan constantemente expuestas a varios tipos de estreses bidticos y abiodticos
(Fujita et al., 2006; Suzuki et al., 2014). Los factores de estrés abiotico incluyen deficiencia
de agua (sequia), temperaturas extremas (calor, frio), cambios repentinos en la
temperatura, falta de oxigeno en el suelo debido al anegamiento, formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), exposicion a alta luminosidad, ozono y elevadas

concentraciones salinas (Aysin et al., 2015; Li et al., 2011).
1.2.1.1. Sequia

La sequia representa el estrés abiético mas importante en los cultivos y una de las
limitaciones mas importantes para el crecimiento de las plantas y la productividad de los
ecosistemas terrestres en muchas regiones de todo el mundo (Chaves et al., 2003). Los
factores involucrados incluyen la falta de lluvias, niveles excesivos de sales en la solucion-
suelo o la incesante desviacion de recursos hidricos para usos domésticos y/o industriales
(Neumann, 2008).

Los modelos climaticos predicen que el calentamiento global aumentara aun mas la sequia
como resultado de una evapotranspiracion creciente (Cook et al., 2007) aunque habra
diferencias segun las regiones (Metz et al., 2007) con frecuencias e intensidades crecientes
de 1 a 30% en areas extremas de sequia en el 2100 (Fischlin et al., 2007). Estas
consecuencias negativas del cambio climatico en la agricultura afectaran drasticamente a

los grupos pobres y marginalizados que dependen de la agricultura para sus vidas.

La sequia limita la productividad de los cultivos afectando los procesos fotosintéticos a nivel
de la canopia, hojas o cloroplastos, sea directamente, o por inhibicién por retroalimentacion

si el transporte de fotosintatos de los 6rganos fuente son limitados (Jones y Corlett, 1992).
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El patrén de respuesta de las plantas a la sequia es regulado por la intensidad, duracién y
tasa de progresion de la sequia impuesta (Pinheiro y Chaves, 2011). Bajo condiciones
suaves a moderadas, las caracteristicas estomatales son afectadas que resultan en una
pérdida de biomasa; bajo condiciones severas, los factores no estomatales se convierten
en dominantes (Liu et al., 2010) limitando la eficiencia fotoquimica y la actividad de la
enzima Rubisco y luego afectando el metabolismo bioquimico y fisiolégico (Xu et al., 2010).
Las vias metabdlicas de transduccion de sefial luminica de las células guarda siguen el
mecanismo primario regulando la apertura estomatal (Lee, 2010), mientras que el
mecanismo del comportamiento estomatal es influenciado por el 4cido abscisico en la
sefalizacién raiz-tallo bajo estrés (Jia y Zhang, 2008). Las plantas que crecen bajo
condiciones de sequia tienden a tener baja conductancia estomatal ayudando asi a
conservar agua y mantener un estatus hidrico en las hojas al mismo tiempo que se reducen
las concentraciones internas de CO:en las hojas y la fotosintesis (Chaves et al., 2002). Se
ha mostrado también que la exposicion a largo plazo de la hoja o la canopia a bajos déficits
de presion de vapor generan un tipo de “memoria” en las células guardianas que resultan
en una pérdida del estimulo de cierre de las respuestas estomatales (Fanourakis et al.,
2011).

A nivel bioquimico y molecular, las plantas perciben y responden a la sequia cambiando
dinamicamente las respuestas durante la expresion de proteinas y la transcripcion,
afectando entonces muchas vias bioquimicas y consecuentemente los procesos
fisiologicos y de desarrollo (Mane et al., 2008). La reduccion en la fotosintesis como un
resultado de la sequia es mediada a través de efectos estomatales y no estomatales, donde
el ultimo involucra un flujo de electrones decreciente como resultado de dafio foto-inhibitorio
y un control regulatorio de disipacion de energia en los cloroplastos (Baker, 2008). El cierre
estomatal disminuye la disponibilidad de CO; en el meséfilo y cambios en el transporte de

electrones y vias bioquimicas.

Una gran cantidad de genes se inducen durante el proceso de respuesta en las plantas.
Estos genes se clasifican en dos grandes grupos de acuerdo a su modo de funcionamiento.
El primer grupo comprende genes que codifican proteinas estructurales, los cuales sirven
como efectores dentro de la sefializacion en respuesta al estrés, como es el caso de los

genes de regulacién osmatica, proteinas antioxidantes, acuaporinas y proteinas LEA (Late
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Embryogenesis Abundant; Wang et al., 2006). El segundo grupo consiste en genes que
codifican proteinas reguladoras, activadores transcripcionales de respuesta temprana,
como las proteinas de sefializacion y los factores de transcripcion, siendo éstos ultimos
considerados herramientas promisorias para el mejoramiento genético debido a la amplitud
de genes que pueden regular (Gonzalez, 2016).

1.2.1.2. Estrés por temperaturas

La temperatura juega un papel vital en el crecimiento y desarrollo de las plantas. La
exposicion de las plantas a temperaturas extremas dafia el tejido vivo, causando
alteraciones en la estabilidad de la membrana celular, la interrupcién de la divisién celular
y el alargamiento, limitando la productividad de la planta (Howarth, 2005; Jenabiyan et al.,
2014). La susceptibilidad al estrés por temperatura se determina genéticamente, pero la
tolerancia al estrés de temperatura subsiguiente puede mejorarse sometiendo las plantas a
un tratamiento de pre-acondicionamiento a través de su desarrollo, también conocido como
cebado o aclimatacién (Wang et al., 2014, Xiangnan et al., 2014). Ademas, la eficiencia de
la fase de recuperacién que sigue a un periodo de estrés en las plantas es un elemento

crucial para determinar y caracterizar el nivel de dafio causado por ese estrés.

La tasa 6ptima de temperaturas de crecimiento para la mayoria de los cultivos se encuentra
entre 10 y 30 °C, y puede disminuir significativamente fuera de este umbral (Morales et al.,
2003). El establecimiento de umbrales de temperatura superior e inferior resulta

imprescindible para la produccién de cultivos para evitar lesiones por frio o calor al cultivo.
a) Estrés por bajas temperaturas

El estrés por frio es una importante limitante de la diversificacion agricola, ya que puede
afectar significativamente el rendimiento de los cultivos si los cultivares muestran baja
resistencia al invierno. El estrés frio se puede clasificar como estrés de enfriamiento (0 a
12° C) o por estrés por congelacion (por debajo de 0 °C, sin que la nieve cubra el cultivo)
(Inci & Toker, 2011)

El estrés por frio puede tener efectos adversos en las plantas, causando una reduccién o
un deterioro del crecimiento de las plantas, la germinacion y el establecimiento de los

cultivos, la fotosintesis y el rendimiento de los granos (Ercoli, et al., 2004). Por lo tanto, es
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imperativo que los cultivos sembrados en otofio y principios de primavera sean capaces de
soportar las impredecibles fluctuaciones de las temperaturas post-emergentes durante el
invierno y principios de la primavera para minimizar el impacto del estrés frio en los
rendimientos anuales (Arbaoui et al., 2008). La tolerancia al frio se ha definido como el
factor principal que impulsa el desarrollo y rendimiento de los cultivos de invierno (Arbaoui
et al., 2008). El aumento de la tolerancia al frio y la resistencia al enfriamiento pueden
estimarse no solo por la capacidad de la planta para mantener altas tasas de crecimiento
durante el periodo de estrés, sino también por su capacidad para recuperarse después de

la interrupcién de la exposicion a bajas temperaturas (Ercoli et al., 2004).

La foto-inhibicién es uno de los principales problemas que las plantas pueden enfrentar
durante periodos de alta tasa de luz y bajas temperaturas (Rapacz et al., 2004); Y ocurre si
la tasa de recoleccién de luz en PSIl excede la capacidad de transporte de electrones,

reducida a temperaturas bajas (Rapacz et al., 2004).
b) Estrés por altas temperaturas

El estrés térmico causado por elevadas temperaturas ambientales suele estar asociado con
el estrés por sequia y representa un problema sustancial en muchas areas agricolas de
todo el mundo debido a su impacto negativo en el crecimiento de las plantas y el rendimiento

econdémico (Branca et al., 2013; Kurukulasuriya & Rosenthal, 2013).

El estrés térmico se define a menudo como el aumento de la temperatura mas alla de un
nivel umbral durante un periodo suficiente para causar dafio irreversible al crecimiento y
desarrollo de las plantas (Lipiec et al., 2013). Un aumento en las temperaturas alrededor de
10-15 ° C por encima de la temperatura ambiente puede clasificarse como un choque

térmico o un estrés por calor (Wahid et al., 2007).

El estrés por calor puede causar alteraciones en los procesos fisioldgicos y bioquimicos de
las plantas, tales como la germinacion de las semillas, la fotosintesis, la respiracion, la
estabilidad de la membrana y las relaciones entre las plantas y el agua (Howarth, 2005,
Siddiqui et al., 2015). Algunas de estas alteraciones fisiolégicas son la abscision y la
senescencia de las hojas, la inhibicién del crecimiento en brotes y raices, la infertilidad del

polen, el nimero reducido de flores o el aborto potencial de las flores y el dafio a las frutas
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o vainas (Inci & Toker, 2011; Wabhid et al., 2007). Ademas, el estrés por calor desencadena
la sobreproduccion de compuestos téxicos y especies de oxigeno reactivo (ROS), cuya
acumulacion provoca lesiones celulares graves e incluso muerte celular (Mittler, 2006). Por
lo tanto, el estrés térmico es perjudicial para el crecimiento y desarrollo de la planta, y puede
afectar sustancialmente el rendimiento econdmico y la produccién de alimentos (Ainsworth
y Ort, 2010).

La fotosintesis es uno de los procesos fisiolégicos mas sensibles al calor en las plantas,
con componentes termolabiles en reacciones oscuras y dependientes de la luz (Sharma et
al., 2012). Por lo tanto, las plantas bajo estrés por calor experimentan una disminucion
sustancial de su tasa fotosintética. Esta reduccion de la fotosintesis se puede atribuir a la
inhibicién del fotosistema Il (PSlI), identificado como el componente mas termolabil de la
cadena de transporte de electrones (Janka et al, 2007), y la disminucion de la actividad de
Rubisco bajo estrés por altas temperaturas debido a la sensibilidad térmica de Rubisco
activase (Mathur et al., 2011). La inhibiciéon de la PSIl puede causar alteraciones en la
fluorescencia de la clorofila, permitiendo el uso de mediciones in vivo de la fluorescencia de
la clorofila como un método sensible y confiable para detectar alteraciones inducidas por la

temperatura en el aparato fotosintético (Baker & Rosenqvist, 2004; Wang et al., 2011).

Por otra parte, el estrés por altas temperaturas usualmente ocurre en combinacién con el
déficit hidrico, y estos pueden conducir a reducciones significativas del rendimiento (Vadez
et al., 2012). La resistencia a la sequia se define como la tolerancia inherente de una planta
que determina su predisposicion a sobrevivir a la deficiencia de agua (Lipiec et al., 2013).
Por otro lado, la evasién de la deshidratacion se refiere a la predisposicion de la planta a
mantener un alto potencial de agua en sus tejidos bajo condiciones de sequia (Lipiec et al.,
2013). Ademas, el estrés térmico junto con el déficit hidrico disminuye la fotosintesis neta
(Pn) y, posteriormente, puede causar una reduccion en la tasa de crecimiento de la planta
(Vadez et al., 2012).

1.2.2. El floema

1.2.2.1. Estructura

En las plantas, el floemay el xilema son los principales tejidos que facilitan el transporte de

nutrientes, asi como de diferentes moléculas de sefializacion a lo largo de la estructura
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vegetal. El xilema est4 compuesto por células del parénquima xilematico, fibras y vasos del
xilema. Tanto los vasos como las fibras del xilema, estan formados por células muertas,
gue mantienen solamente una pared celular dando lugar a espacios vacios. En general, el
xilema tiene la funcion de transporte de savia bruta en sentido acropétalo, la cual esta
compuesta basicamente de sales inorganicas, nutrientes organicos (aminoacidos, azlcares
y &cidos orgéanicos), asi como de hormonas y macromoléculas (Kehr et al., 2004). Aunque
los elementos de xilema son células muertas, la savia bruta del xilema contiene proteinas
a bajas concentraciones, pero que parecen tener funciones muy especificas, por ejemplo,
en el mantenimiento, la reorganizacion o el refuerzo de las paredes celulares o la defensa

contra patdgenos (Sakuta et al., 2000; Rep et al., 2003).

Por su parte, el floema estd compuesto por canales formados de células vivas que
transportan savia elaborada y actlia como via de transporte simplastico responsable de la
translocacion de fotoasimilados desde los tejidos donde son producidos (ej. hojas) hasta
los tejidos donde son consumidos (ej. frutos). Este tejido se compone de elementos
cribosos, las células de parénquima y células acompafantes. Los elementos cribosos
pierden la mayor parte de sus nucleos y organulos y las funciones metabdlicas en este
sistema de transporte son llevadas a cabo principalmente por las células acompafiantes
(Lin et al., 2009). Asimismo, los RNAs pequefios, los mRNA y proteinas transportadas a
través de estos conductos, lo hacen a través de los plasmodesmos (Oparka et al., 1999).
En el floema, también se transportan gran numero de metabolitos y macromoléculas como
RNAs y proteinas. Por ejemplo, en A. thaliana se estima que al menos el 20% de sus genes,
codifican para proteinas que viajan o residen en el floema (Buhtz et al., 2008; Kehr et al.,
2009). De esta manera, el transporte de macromoléculas via vascular no es un evento

aislado sino todo lo contrario.
1.2.2.2. Movilizacién a larga distancia de moléculas

La visién de la funcién del floema ha evolucionado de un simple transporte de asimilados a
un sistema de trafico para respuesta a patdgenos, estreses y reguladores del desarrollo
(Wu et al.,, 2003; Haywood et al., 2005). El floema es esencial para el transporte de
nutrientes minerales, virus, sefales de silenciamiento inducido por virus, defensa y
resistencia contra la infeccion por patdgenos y las sefales de respuesta a ciertas

condiciones ambientales (Kehr, 2006; Lough y Lucas, 2006). Estas contienen una multitud
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de compuestos: pequefias moléculas (Corbesier et al., 2003), péptidos y proteinas (Lin et
al., 2009) y &cidos nucleicos (Haywood et al., 2005). Ademas, las interacciones entre
muchas proteinas o RNA y proteinas que facilitan o regulan el transporte de floema parece
mas probables de ser encontradas (Ham et al., 2009).

Una de las primeras indicaciones de que el floema podria contener moléculas de mRNA fue
proporcionada por Sasaki et al. (1998), quienes detectaron mediante ensayos especificos
de RT-PCR, tres especies de mRNA en la savia de floema de arroz (Oryza sativa L.) que
codificaban para la tiorredoxina H, oryzacistatina y actina (Sasaki et al., 1998). La presencia
de mMRNAs en el floema provocé muchas preguntas con respecto a la contaminacion
potencial de los exudados del floema, asi como su funcién especifica. La savia del floema
carece de actividad inespecifica RNasa (Doering-Saad et al., 2002) y tRNA enriquecido con

metionina en el floema inhiben eficazmente la actividad de traduccion (Zhang et al., 2009).

Por lo tanto, es poco probable que los mRNA del floema sean una fuente de nucleétidos
metabolizados o que los mMRNAs moviles se traducen en proteinas en los elementos
cribosos. Las primeras percepciones acerca de la complejidad de la poblacion de mRNAs
translocables se obtuvieron principalmente en dos familias de plantas: Cucurbitaceae
(calabaza, sandia y pepino) y Brassicaceae (colza y Arabidopsis). La identidad y las
caracteristicas de estos mMRNAs mdviles se reveld principalmente por dos enfoques: (i) el
andlisis de exudados del floema (Yoo et al., 2004; Buhtz et al., 2008) vy (ii) el injerto de
especies genéticamente distintas (Thieme et al., 2015; Zhang et al., 2016). Posteriormente,
muchos estudios sefialaron la presencia de transcritos endégenos en la vasculatura y el

floema de diferentes especies (Spiegelman et al., 2013; Notaguchi, 2014).

Se utilizaron enfoques alternativos para identificar los transcritos presentes en el tejido del
floema. Se utiliz6 la secuenciacion de marcadores de secuencias expresadas (EST) para
identificar mMRNAs extraidos del exudado floematico de apio (Apium graveolens) [Vilaine et
al., 2003], llantén mayor (Plantago major) [Pommerrenig et al., 2006], ricino (R. communis)
[Doering-Saad et al., 2002] y melon (Cucumis melo) [Omid et al., 2007]. Muestras de floema
de Arabidopsis fueron recogidos de dos maneras diferentes: (i) microdiseccion laser
(LMPC) vy (ii) exudacion facilitada por EDTA analizada por microarreglos. Estos dos
enfoques revelaron la presencia de 1291 transcritos especificamente enriquecidos en la

vasculatura y 2417 presentes en la savia del floema. Se realiz6 secuenciacion del
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transcriptoma en muestras de RNA de diferentes tejidos de sandia y pepino, incluyendo
tallos, apices, haces vasculares y savia de floema de peciolos y tallos (Guo et al., 2013). El
analisis de la identidad y distribucion de transcritos revel6 la especificidad de la movilidad
de mRNAs en el floema y distintos procesos de entrega de mMRNA en estas dos especies.

Curiosamente, una fraccién mas pequefia, el 25% (n=234) se movia de la raiz a los tejidos
de los brotes, planteando la cuestion de qué via de transporte intercelular utilizan estos
transcritos. Los experimentos alternativos de injertos entre especies de vid y entre sandia
y pepino revelaron nimeros similares de mRNAs translocables que van desde 3333 a 3546,
respectivamente (Yang et al., 2015; Zhang et al., 2016). Una comparacion entre estas varias
poblaciones identificadas de transcritos translocables reveld que una parte altamente
significativa (n=258) se conserva entre las diversas familias de plantas representadas por
la sandia, la vid y Arabidopsis (Walther y Kragler, 2016). Otro enfoque no cominmente
utilizado fue el injerto de especies de plantas distantes como A. thaliana (injerto) con N.
benthamiana (patron o portainjerto) y llevé a la deteccion de 138 transcritos translocables
(Notaguchi et al., 2015). La falta de identificacién de un buen numero de mRNAs en estas
muestras sugiere que estos 138 transcritos de Arabidopsis no representan todo el espectro
de mRNAs translocables. Sin embargo, el elevado numero total de mRNAs translocables
identificados en varias especies que representa aproximadamente un cuarto de su
transcriptoma apoya dos hipotesis opuestas. Una es que el RNA se transfiere
inespecificamente a través del floema y no desempefia un papel en la sefializacién. El otro
es que los mRNAs translocables juegan un papel fundamental en tejidos distantes. La
funcion de sefalizacion es apoyada por los hallazgos de que al menos algunos mRNAs
translocables albergan firmas que facilitan su transporte y que pueden afectar el crecimiento

y el desarrollo de tejidos distantes.

Curiosamente, parece que la poblacién y la distribucién espacial de mRNAs translocables
dependen de los tejidos diana y las condiciones de crecimiento. En las plantas de pepino-
sandia y Arabidopsis injertadas, se suministran mRNAs especificos a distintas regiones
apicales. Por ejemplo, 26 mRNAs de Arabidopsis producidos por patrones fueron
encontrados exclusivamente en flores (Thieme et al., 2015). También en la sandia se
encontré un nimero elevado de transcritos producidos por patrones de pepino, tanto en los

apices de los brotes como en las hojas jévenes. Tanto en los injertos de Arabidopsis y
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pepino-sandia, condiciones de deficiencia de fosfato hizo que la poblacion de mRNAs
translocables varie significativamente y se refleje en cambios en el transcriptoma (Walther
y Kragler, 2016).

Aungue los ensayos de injerto confirmaron que los mMRNAs se mueven sobre las uniones
de injerto, la simple presencia de mRNAs en el exudado del floema no permite concluir que
se estan moviendo activamente a través del floema. Como se ha comentado por Oparka y
Cruz (2000), mRNAs identificados en los exudados del floema podrian ser remanentes
presentes en elementos cribosos diferenciados, o una consecuencia de la fuga celular por
cambios repentinos en el turgor. No obstante, los ensayos de microinyeccién sugirieron el
transporte activo de célula a célula de mMRNAs especificos a través del plasmodesmo (Lucas
et al., 1995) y se mostré que el factor de transcripcion KNOTTED1 y su mRNA se movio
entre las células de mesdfilo de tabaco. El transporte en el floema del mMRNAs de CmNACP
gque codifica para un dominio NAC de la proteina se demostré6 mediante experimentos de
injertos inter-especificos de calabaza injertado sobre pepino (Ruiz-Medrano et al., 1999).
Otros ejemplos de mMRNAs moéviles con funcién de sefalizacion especifica se encuentran
con factores de transcripcion homeobox que codifican los transcritos de LeT6 (Kim et al.,
2001)] y StBEL5 (Banerjee et al., 2006), y el regulador de respuesta a brasinosteroides que
codifica el transcrito de CmGAIP (Haywood et al., 2005).

10
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1.3. Justificacion

Los factores ambientales mas adversos que pueden afectar el crecimiento de las plantas y
la produccion de cultivos son la sequia, el frio y la salinidad. Bajo estas condiciones de
estrés se induce una variedad de genes que permiten a las plantas responder a estreses
abioticos mediante varias redes de regulacion de la transcripcion implicados en el estrés
inducido por los cambios en la expresion génica. Los genes inducidos por el estrés pueden
regular positivamente la expresion de muchos genes que proporcionan tolerancia al estrés
abidtico a temperaturas extremas, sequia y alta salinidad. Figueroa-Yarfez et al. (2016)
detectaron que la proteina CpRAP2.4a y su mRNA, involucrado en la respuesta a sequia y
estrés por altas y bajas temperaturas en plantas como papaya, Arabidopsis y tabaco se
puede transportar de una planta transgénica a las hojas del 4pice de la planta de tabaco no
transformadas, lo cual le permite tolerar el estrés causado por altas temperaturas, y
CpRAP2.4a:GFP puede ser visualizado en el tejido de tabaco no transformado. Sin
embargo, hasta ahora no se conoce bien el/los responsables del transporte a larga distancia
de mRNAs a través del floema. Ademas, la ruta de internalizacién de estas proteinas en las
células permanece desconocida, su elucidacion es clave para entender como estas
proteinas pueden ser translocadas en la célula, asimismo es de suma importancia y de un
rol clave su entendimiento para el desarrollo de nuevas tecnologias para la produccion de
plantas que expresen ciertas caracteristicas de un injerto modificado internalizado, ademas

de poder trasladarse a otras proteinas con potencial biotecnolégico.

El analisis in silico de la secuencia proteica de la proteina CpRap2.4a no presenta firmas
previamente reportadas por otros grupos de investigacion en la literatura (Lin et al., 2009;
Ham et al.,2009; Mahajan et al., 2012; Kawaguchi and Bailey-Serres, 2005; Jiang et al.,
2013; Li et al., 2010; Schmid et al., 2010) que se hayan descrito como responsables del
transporte a larga distancia. En este trabajo se plantea la identificacion de firmas
responsables del transporte a larga distancia en diferentes mMRNAs cuyo transporte ha sido
demostrado por diversos autores y también del mMRNA de CpRAP2.4a; ademas de evaluar
las proteinas de unién a RNA que interactian con estos mRNAs y su influencia en

conferirles una mayor capacidad de movilizacion a larga distancia.

11
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1.4. Hipotesis

La base del transporte a larga distancia de mRNAs translocables y su capacidad de
movilizarse en el floema puede ocurrir por diversos mecanismos, aun desconocidos. Sin
embargo, se requiere de la presencia de firmas moleculares especificas localizadas en las
unidades no traducidas del mRNA y de proteinas de unidn que en su conjunto forman
complejos ribonucleoproteicos que les permite movilizarse a larga distancia y actuar como
agentes sistémicos de sefializacion. Por ello, se plantea como hipotesis que existen
secuencias particulares conservadas en las regiones no traducidas (UTRs) de los RNA

mensajeros que definen su transporte a larga distancia en el floema.

12
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1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo general

Determinar las firmas in silico de mRNA que participan en el transporte a larga distancia en
el floema de las plantas.

1.5.2. Objetivos Especificos

1. Analizar in silico los mRNAs translocables en las plantas y encontrar dominios o
firmas moleculares conservadas que les permitan transportarse a larga distancia.

2. Buscar in silico posibles sitios de unién a RNA y encontrar proteinas de union a RNA
(RBPs) asociadas al transporte a larga distancia.

3. Determinar las caracteristicas del mMRNA vy la proteina de RAP2.4a que le permite

transportarse a través del floema.

13
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1.6. Estrategia Experimental

Seleccion de
MRNAS
translocables

Analisis de
macromoléculas
translocables en la base
de datos PLAMOM

Analisis con el
software
MEME

Busqueda de
sitios de union a
RBPs en la base
de datos RBPDB

Obtencion de
firmas en los
mRNAs
translocables

Alineamiento
de secuencias

14
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CAPITULO II. ANALISIS IN SILICO DE mRNA TRANSLOCABLES EN EL FLOEMA
2.1. Introduccion

El transporte a larga distancia es un fendmeno ampliamente estudiado ya que es crucial
durante el crecimiento y desarrollo de la planta regulando diversos procesos como
desarrollo de hoja, formacion de tubérculos, floracion, formacion de raices laterales y en las
vias de sefializacion del nitrogeno y el fosfato (Kehr y Buhtz, 2007; Carella et al., 2016).

Aunque el mecanismo de movilizacion de los mMRNAs en el floema todavia se desconoce,
muchos estudios han revelado la presencia de proteinas de unién a RNA (RNA-binding
proteins, RBPs, por sus siglas en inglés). Ham et al. (2009) encontraron la presencia de
firmas dentro de las secuencias de los mMRNAs que son reconocidos por RBP50, un
homodlogo de la proteina ampliamente conservada en todos los seres vivos, PTB3
(polypirimidine tract binding 3); asi se postuld la formacion de complejos
ribonucleoproteicos como forma de transportarse de los RNAs a larga distancia; éstos se
forman por el reconocimiento de firmas o RNA zip codes dentro de las regiones no
traducidas (UTRs), secuencias especificas a las que se le unen los RBPs y les otorgan
mayor estabilidad al complejo evitando ser degradados en el floema. Los UTRs son
importantes ya que experimentos anteriores demuestran acumulacién de transcritos y su
movilizacién especifica controlada por el UTR en el extremo terminal 3’ del mMRNA (Fedoroff,
2002; Banerjee et al., 2009; Cho et al., 2012).

En este capitulo se evaluaron las diferencias entre los UTRs de mRNAs que se transportan
y los que no se transportan a larga distancia en papa, donde Chen et al. (2003) caracterizé
diversos mRNAs como translocables o no translocables, ademés se hizo la identificacion
de firmas moleculares putativas en mRNAs que son capaces de transportarse a larga
distancia y que regulan un proceso fisioldgico en la planta, asi como también secuencias

masivas que se transportan en el floema recolectados de la base de datos PlaMoM.
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2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Andlisis de las regiones no traducidas de mRNAs del factor de
transcripcién BEL en papa

Para este andlisis diferencial se us6 4 mRNAs de papa obtenidos de Chen et al. (2003):
StBEL5 (AF406697), StBEL30 30 (AF406703), StBEL13 (AF406699) y StBEL14 14
(AF406700), el primero se transporta en el floema, el segundo es parcialmente movil y los
dos ultimos no se transportan a larga distancia en el floema. Con estas secuencias se
calcularon proporciones del contenido de bases nitrogenadas y se realiz6 una prueba
estadistica F para probar la significancia entre los datos. Luego se hizo un alineamiento en
Clustal Omega (Sievers et al., 2011) y se analizé las regiones conservadas dentro de las
secuencias y prediccion de los RBPs asociados con la base de datos RBPDB (Cook et al.,
2011), disponible en http://rbpdb.ccbr.utoronto.ca/index.php y luego se hizo un BLAST

contra UNIPROT KB Target Plants para buscar ortélogos de esas proteinas de unién a RNA
en plantas y hacer una correlaciéon con su influencia en el movimiento de estos mMRNAs en

el floema.
2.2.2. Caracterizacion de mRNAs translocables a larga distancia

Con el fin de identificar MRNAs capaces de moverse en el floema se realiz6 una exhaustiva
busqueda de articulos cientificos donde se hayan realizado experimentos in silico y
funcionales en el que se haya comprobado la movilidad de estos en diversas especies
vegetales y demostrado su funcién en el metabolismo de plantas, y luego se recuperaron
las secuencias en la base de datos NCBI (EI Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica, The National Center for Biotechnology Information por sus siglas en inglés)

que se describe en el cuadro 2.1.

Se recuperaron 10 RNAs translocables de GENBANK: FT (AB027504.1), BEL5
(NM_001287992.1), CmGAIP (AY326306.1), CmNACP (FJ151402.1), CmPP16-1
(AF079170.1), DELLA-GAlI (AY326307.1), MplAAl14 (AB469200.1), PbWOXT1
(KT998806.1), POTH1 (NM_001288425.1), CpRAP2.4a (NW_019014656.1) y se realizé un
alineamiento buscando sitios de union a RBPs dentro de las regiones no traducidas usando
la base de datos RBPDB (Cook et al., 2011).
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2.2.3. Busquedade firmas y RBPs en la base de datos PLaMoM

Se descargaron las secuencias nucleotidicas y proteicas identificadas como capaces de
transportarse en el floema de la base de datos del Max Planck Institute of Plant Physiology,
PLAMOM (Plant Mobile Macromolecules), en la que se incluyen 13 especies vegetales, de
las cuales después de la curacion y depuracion manual de estos datos se utilizaron solo 8
especies vegetales (7 especies con secuencias nucleotidicas N y 1 especie con secuencias
proteicas P): Apium graveolens N, Arabidopsis thaliana N, Citrullus lanatus N, Cucumis
melo N, Cucumis sativus N y Cucurbita maxima P, Ricinus communis N, Vitis spp. N, para
su posterior andlisis con la herramienta MEME (Bailey et al.,, 2009) del paquete
bioinformatico MEME-SUITE (disponible en la pagina web: http:/meme-

suite.org/tools/meme). Los pardmetros que se establecieron fue de encontrar 100 motivos

con default minimo y maximo de 6 a 50 nucledétidos, buscando en la hebra dada (solo para
secuencias de RNA). Ademas, se realiz6 un alineamiento multiple de secuencias (MSA) de
cada especie por separado con el software MAFFT v.7.419 (Katoh et al., 2002), adecuado
para analizar y alinear miles de secuencias. Se empleé la estrategia FFT-NS-2, un método
progresivo rapido con el argumento adicional --memsave porque en ciertas especies hay

secuencias con mas de 10000 nucledtidos.

Una vez encontradas las firmas moleculares en los RNAs que se transportan a larga
distancia (LDTMs, long-distance transport motifs), se identificé la firma mas comun, para
ello fue usado como query en la base de datos RBPDB v.1.3.1 (Cook et al., 2011).
Posteriormente, las proteinas de union a RNA encontradas se sometieron a un BLAST en
UNIPROT para buscar homélogos en plantas. En el caso de Cucurbita maxima, la firma
proteica se usé como query en la base de datos Pfam v.32 (Sonnhammer et al., 1997).

Estos sitios de union a RNA y las proteinas de uniéon a RNA se muestran en el cuadro 2.2.

2.3. Resultados

2.3.1. Andlisis de las regiones no traducidas de mRNAs del factor de

transcripcién BEL en papa

La fluctuacion de la frecuencia individual de nucle6tidos varia entre genes eucarioticos y es

el resultado de presion diferencial en las mutaciones y asociado a la presencia de firmas
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especificas y sitios de union a RNA a factores de transcripcion y splicing alternativo (Louie
et al., 2013).
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Figura 2.1. Andlisis de los UTRs de los mRNAs: StBEL5, StBEL30, StBEL13 y StBEL14.
A) Proporciones del contenido de pares de bases en las secuencias, B) Alineamiento de los
MRNAs con Clustal Omega, C) Diagrama de los mRNAs del factor de transcripcion BEL
con sus sitios de unién a ARN

27



CAPITULO I

No se encontraron diferencias significativas entre los contenidos de GC, AU, AG y UC entre
las secuencias, pero si StBEL5 y StBEL30 tienen mayor contenido de AG y menos de UC
en el 5 UTR, los contenidos de AU y AG son altos en ambos UTRs y el contenido de GC
es mas alto en los 5 UTR que en los 3’ UTR (Figure 2.1 A). Ambos UTRs tienen multiples
sitios de union a RNA (KH, PAB, etc.) mas en los 3’ UTR que en los 5 UTR y una nueva
proteina de unién a RNA (RBP) fue encontrada (Figura 2.1 B), una proteina Pumilio (Pum).
Las proteinas Pumilio, tienen como sitio de reconocimiento a las firmas UGUA, se
encontraron 4 sitios Pum en el 3’ UTR de StBEL5 y 2 sitios Pum en el 3' UTR de StBEL30;
y en el extremo 5 UTR de StBEL5 se encontré un sitio Pum; mientras que en StBEL13 y

StBEL14 no se encontraron sitios Pum (Figura 2.1 C)
2.3.2. Caracterizacion de mRNAs translocables a larga distancia

Se identificaron 10 mMRNAs para los que previamente se habia demostrado
experimentalmente que son capaces de moverse en el floema, cuyas caracteristicas,
funcion, referencia y longitudes de las regiones de los mMRNAs se describen en el cuadro
2.1.
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Cuadro 2.1. Seleccion de mRNAs que se transportan en el floema

Arabidopsis . .
FT AB027504.1 . Floracion Li et al. (2011) 864 70 269 175
Flowering locus T
NM_00128799 Potato Bel-1 like Crecimiento de Banerjee et al.
BEL-1 . 2735 148 521 688
21 family tubérculos (2006)
i Morfologia de la Haywood et al.
CmGAI AY326306.1 GA Insensitive ) 2202 137 325 579
hoja (2005)
NAM, ATAF1/2 and Desarrollo de Ruiz-Medrano et al.
CmNAC FJ151402.1 1314 116 271 308
cuc2 meristemos (1999)
Proteina 16 del Desarrollo de Ruiz-Medrano et al.
CmPP16-1 AF079170.1 . 673 59 161 150
floema meristemos (1999)
» Morfologia de la Haywood et al.
DELLA-GAI AY326307.1  Della-GA Insensitive ) 2212 142 306 587
hoja (2005)
Factor de respuesta Factor Kanehira et al.
MplAA14 AB469200.1 . L 1069 165 172 243
a auxinas transcripcional (2010)
Wouschel related Desarrollo de
PbWOXT1 KT998806.1 . Duan et al. (2016) 1286 105 194 328
Homeobox meristemos
NM_00128842 Potato Knotted1- Crecimiento Mahajan et al.
POTH1 ) 1383 134 211 345
5.1 type vegetativo (2012)
NW_01901465 . Factor Figueroa et al.
RAP2.4a Relacionado a AP2 2043 638 289 284

6.1

transcripcional
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SIBELS
CpRAP2.4a
CmGAIP
CmNACP
DELLA-GAI
CmPPIf-1
Fr
PHWOXTI
MplAALY
roTHI

CONSENSUS
ACAGG +UUUUCUUUUUAUUCUCUUUCCUUCU+ CCCCCAUUUCUCUCS CCAA CCAA++U+CACA+AUUAUCUA+AUC+CU++CU+ CUUAGCC+ + +GCCGUAUUUU+AACG+AACU+ + AAAUUU+ GAUAGAA

PTB3-binding site KH-binding site KH-binding site

SIBELS
CoRAP2.4a
CmGAIP
CmNACP
DELLA-GAl
CmPPI6-1

FT
POWOXTI
MplIAALS
POTHI

CONSENSUS

G+UCGAAU+UGAAGCGAUC+ CUUUUUGCUUUAUU+ U+ AGAUUUA+ACAACUAUCAGUAUUUUAUUUCU+UUU+ AUUUUAAUUUAUU+GAUAACUAGUCC++ UUUUGGGAA +GGUUGUA

SRSF-binding site PTB3-binding site PAB-binding site PAB-binding site elF4B-binding site

UUAUAUUAGUUCUUUAUAUCAAU+UGUAUU+AAUUUUAGA GUUUGUAGAUAUUAGUUAAUGUCUA GAUAAUUGA+UUUU+UAAUUUAAAA+UAGUGCUAUCUUUA GCAAAAAAAAAAAAAAA+AAAAAAAAA

PTB3-binding site PUM-binding site PUM-binding sitc  KH-binding site PAB-binding site PTB3-binding site Poly (A) tail

C KH PAB PUM GR

5UTR gl cnlle

Znf SFRS  PTB3  GR PUM KH elF4B PAB
3'UTR :

Figura 2.2. Sitios de union a RNA en mRNAs translocables. A) Alineamiento de los
extremos 5 UTR con Clustal Omega, B) Alineamiento de los extremos 3' UTR con Clustal
Omega, C) Diagrama de los UTRs que muestran los sitios de union a proteinas

identificadas.
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En el 5 UTR de los mMRNAs translocables a larga distancia se encontré sitios de unién a KH
(K Homolog), y sitios de unién a PTB3 (Polypirimidine tract binding 3), el dltimo es el socio
principal de estos mRNAs en la formacion de complejos ribonucleoproteicos (Figura 2.2 A).
En el 3 UTR (Figura 2.2 B) se encontraron mas sitios de unién a proteinas de union a RNA
(RBPs): Znf (zinc finger containing proteins), SFRS (serine/arginine rich splicing factors),
GR (Glycine-rich proteins), KH (K Homology domain proteins), elF4B (eukaryotic initiation
factor 4B), PAB (Polyadenilate binding proteins), PTB3 y Pum (Pumilio homolog proteins).
Estas ultimas cuatro proteinas de unién a RNA estan involucradas en la estabilidad de los

MRNAs, factor crucial para su transporte a larga distancia en el floema (Figura 2.2 C).
2.3.3. Busqueda de firmas y RBPs en la base de datos PLaMoM

De la base de datos PlaMoM se recuperaron 950 mRNAs en Apium graveolens, 3246
MRNAs en Arabidopsis thaliana, 1517 mRNAs en Citrullus lanatus, 1774 mRNAs en
Cucumis melo, 1110 mRNAs en Cucumis sativus, 158 mRNAs en Ricinus communis, 3268

MRNAs en Vitis vinifera y 392 proteinas en Cucurbita maxima.

En el cuadro 2.2 se muestran los dominios de union a ARN asociados a la firma mas
frecuente en cada especie. Se encontraron 5 LDTMs en Apium graveolens (Cuadro S1),
AgLDTM1 (Figura 2.3) tiene una firma CCAG donde en plantas se une a proteinas de union
a RNA ricas en glicina (glycine rich RNA-binding proteins) y en humanos se une a las
proteinas RBMX. Ambas proteinas se unen a secuencias de ADN y ARN con preferencia a
acidos nucleicos de una sola hebra mostrando una fuerte afinidad por secuencias poli-
uracilo (U) y poli-guanina (G), estas proteinas estan involucradas en el splicing alternativo
de mRNAs modulando la seleccién del sitio donde se produce el splicing (Streitner et al.,
2012). AgLDTM2 y AgLDTMS son ricos en pirimidinas y se unen a PTB y proteinas que
contienen motivos Znf. En Arabidopsis, hay 5 LDTMs, siendo AtLDTM1 rico en bases GA
uniéndose a Serine/Arginine rich splicing factors, AtLDTM2 rico en firmas UCUU uniéndose
a PTB, en cambio AtLDTM3 lleno de bases U uniéndose a proteinas PAB2 (polyadenilate

binding protein 2) en plantas (Cuadro S1).
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Species Name Logo Best match RNA binding domains
E-value: 8.5 e-148
Apium graveolens — AgLDTM! CACCA f;;:;é;s (654%) GGCACCAGG RRMxI
E-value: 4.9 e-14
. . UGCUGCUGCU
. Sites: 427 (44.7 %
Apium graveolens — AgLDTM? Uc f LJ Uy‘iu,_—ﬂkl oy \’:‘i:lslh: 20‘ ) GCUGCUGCUG Znf CCCHx4
E-value: 3.3 e-17
— ) . . GAAGAAGAAG RRMx1, RRMx2
Arabidopsis thaliana  ALDTM! Siles; 3245 (99.9.%) Vixd, ,
rabidopsis tnatiana AAXAAAABP.AQ An A Width: 19 GUGGAGGAG Znf RanBP2x]1
E-value: 2.7 e-33
. ) l‘: : vvuuucuucu PTB, RRMx3
) Sites: 3224 (99.3 % ) ’
Arabidopsis thaliana  AtLDTM2 SQ gQJQB \hl’lifiih: » ( ) UCUUCUUULU KHxd
-------- E-value: 6.4 e-7 UUUUUUUUUU
Arabidopsis thaliana  AtLDTM3 L&‘J Sites: 3147 (96.9 %) RRMx3
L W uﬁg Widih: 20 UUUUUUUUUU
Wit VEE >
E-value: 4.4 e-10
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Figura 2.3. Firmas de RNAs encontradas en siete especies vegetales con MEME. Solo se
ponen los logos de firmas que se encuentran en mas del 20% de secuencias. RRMxN indica
el RRM numero “N” de los ocho que existen en las proteinas de uniéon a RNA encontrados

en RBPDB. E-value es la significancia estadistica de la firma.
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ClaLDTML1 tiene dos firmas conocidas dentro de su firma, primero una firma GCGGGGG,
reconocida por la proteina vtsl (VTi 1-2 Suppressor) en hongos y proteinas del dominio
SAM en plantas, ambas involucradas en la estabilidad del mRNA y el transporte de
proteinas (Aviv et al., 2003; Denay et al., 2017). La segunda firma es un GGUG reconocido
por las proteinas Fus en humanos y las proteinas que contienen dominios de tipo RanBP2
en plantas, estos ultimos son proteinas de union a DNA/RNA que desempefian un papel en
varios procesos celulares, como la regulacion de la transcripcion, acoplamiento de RNA
(splicing), transporte de RNA, estabilidad, reparacion del DNA y la respuesta al dafio
(Nguyen et al., 2011). Hay 10 firmas encontradas en los mRNAs translocables de Cucumis
melo (Cuadro S1), CmLDTML1 tiene un motivo UCUU y CmLDTM2 es rico en bases GA que
Se unen a proteinas ricas en serina/arginina y contienen firmas GGAA y AGAA que se unen
a elF4B. 7 firmas en Cucumis sativus muestran un patron similar obtenido con C. melo pero
en orden inverso en el caso de CsLDTM1 y CsLDTM2 porque el primero es rico en bases
GA que se unen a muchas RBPs descritas en el cuadro 2.2 y el segundo es rico en firmas

UUCU que se unen a proteinas PTB.

En Ricinus communis encontramos dos firmas, uno mas universal con presencia en 157 de
158 secuencias ricas en firmas UUCU y CUUU que también se unen a otras RBP como
PAB (polyadenilate binding proteins) y, en menor medida, a proteinas de dedos de zinc
(znf-containing proteins); en Vitis vinifera, encontramos 6 firmas con el mismo patron en
firmas de transporte de larga distancia, unos ricos en dominios UUCU que se unen a PTB
y otros ricos en bases GA que se unen a muchas proteinas de unién a ARN (Cuadro S1),
gue concuerda con lo reportado por Duan et al. (2016). Finalmente, dentro de las proteinas
moéviles, Cucurbita maxima muestra una firma poco frecuente en sus secuencias, pero se
liga como RBP a enzimas conjugadoras de ubiquitina (ubiquitinated conjugating enzymes),

gue participan en la degradacion de proteinas.
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Cuadro 2.2. Proteinas de unién a RNA (RBPs) asociadas a las firmas de transporte a larga distancia en especies vegetales.

PROTEINAS DE UNION A RNA ASOCIADOS

TASA DE
FIRMAS
ESPECIE NOMBRE FIRMA MEJOR MATCH FRECUENCIA
CONTENIDAS
(%) HUMANOS PLANTAS
Apium
AgLDTM1 GGCACSAGV GGCACCAGG 65.4 CCAG RBMX Glycine-rich RNA-binding proteins
graveolens
GGUG FUS SAM domain proteins
Arabidopsis
thali AtLDTM1 GAAGAAGAARRWRRARRAR GAAGAAGAAGGUGGAGGAG 99.9 UGGA SFSR1 Serine/arginine-rich-splicing factor SR34
aliana
AGGAG SFSR9 Serine/arginine-rich-splicing factor SR30
GCGGGGG Visl SAM domain proteins
Citrullus
lanat ClaLDTM1 | GGHGGDGNYGGHGRMRGHGG | GGCGGGGGUGGUGGCGGCGG 88.2
anatus
GGUG FUS Zinc finger RanBP2-type domain-containing protein
Cucumis melo | CmLDTM1 UBUUCUUYYW ucuucuuccu 98.6 Uucu PTB PTB
AGGAG SFRS9, LIN 28 Cold shock proteins
Cucumis . L -
. CsLDTM1 | KGRWGRWGRARRWGRDGRWG | UGGAGGUGGAGGAGGGGGAG 99.4 UGGA SFSR1 Serine/arginine-rich-splicing factor SR34
sativus
GGUG FUS SAM domain proteins
Uucu PTB PTB
UGCuU MBNL1 Zinc finger CCCH domain-containing protein
Ricinus
. RcLDTM1 BUUUYUKYUUYUUBUKYUKK CuuucuGCcuucuucuuCcuuu 99.4
communis
Cuuu ELAVL1 Polyadenilate binding proteins
UCUGCU YBX1 Zinc finger CCHC domain-containing protein
Vitis vinifera VWLDTM1 VAAAARAAAARAAAA GAAAAAAAAAGAAAA 98.7 AAAGAAA SFSR13A SCL33 (Serine/arginine-rich SC35-like splicing factor)
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2.4, Discusion

Una de las claves en el transporte de mRNAs a larga distancia en el floema es la
especificidad, porque muchos mRNAs se transportan en el floema, pero solo pocos a larga
distancia y que tengan un efecto en la fisiologia o en el fenotipo de la planta (mMRNAs
funcionales). La especificidad puede estar dada por la presencia de regiones conservadas,
firmas o zip codes dentro de las regiones no traducidas, regiones blanco de union de
proteinas (Banerjee et al., 2009). En esta seccion analizamos los mRNAs del factor de
transcripcibn BEL en papa (Chen et al., 2003), se encontraron mas sitios de unién a
proteinas claves en los mMRNASs translocables que aquellos que no se translocan, 16 sitios
CU y 4 sitios Pum en StBEL5 y 3 sitios CU y ningun sitio Pum en StBEL14, que no se
moviliza a larga distancia en el floema (Figura 2.1). Este fendmeno no solo se debe a las
proteinas PTB o RBP50, que son las que participan en la formacion del complejo
ribonucleoproteico sino que se debe a la presencia de mas proteinas de unién a ARN que
le confieren méas propiedades a estos mMRNAs y les permiten translocarse (Hannapel y
Banerjee, 2017).

En los mRNAs de varias especies que se translocan en el floema (Cuadro 2.1) se
encontraron diferencias en las firmas estructurales, particularmente en los sitios de unién a
RNA (RNA binding site, RBS), la region 3’ UTR tiene mas RBS que los 5’ UTR, por lo que
se une a mayor cantidad de proteinas de union a RNA (Figuras 2.1y 2.2), que le otorgan
ventajas a nivel post-transcripcional como estabilidad, transporte, localizacién y splicing. La
region 3’ UTR contiene sitios de unién a proteinas importantes, como PAB, elF4B, Pum y
PTB (Figura 2.2) que interactian entre si para incrementar la estabilidad de los mRNAs a

los cuales se le unen, factor crucial en la movilidad de estos a larga distancia en el floema.

También se encuentran sitios de union a otras proteinas en los UTRs, como las proteinas
de union a RNA ricas en glicina que tienen un rol importante en la transcripciéon de RNA y
su procesamiento en condiciones de estrés, se unen a secuencias de RNA y DNA con
preferencia a acidos nucleicos ricos en sitios 5’-CC[A/C]-3’ y que estan involucrados en el
splicing alternativos de muchos mRNAs, exhiben actividad chaperona (Kwak et al., 2011) y
estan implicados en la exportacion de mRNAs desde el nacleo hacia el citoplasma bajo

estrés por frio (Kim et al., 2007).
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Las firmas GGA [A/G] se unen a muchas RBP en plantas: proteinas ricas en serina/arginina,
proteinas de choque frio y elF4B, una proteina de unién a ARN de 59 kDa, el factor de
iniciacion menos conservado entre los eucariotas (Browning, 2004) que mejora la actividad
helicasa del RNA de elF4A (Bi et al., 2000), 18S rRNA (Bailey-Serres, 1999) y también se
une a PAPB (Le et al., 1997, Cheng y Gallie, 2006), una interaccion que aumenta la afinidad
de PABP por secuencias poli (A) (Le et al., 2000). Ademas, de su interaccion con PABP,
elF4B interactia con elFiso4G (una isoforma de elF4F en plantas) incrementando las
actividades de ATPasa y RNA helicasa asociadas con elFiso4F (Bi y Goss, 2000),
interaccion conservada en animales y plantas (Cheng y Galle, 2010). elF4B también ayuda
a organizar el ensamblaje de la maquinaria de inicio de la traduccion, estimula la traduccién
de los mRNAs largos con 5' UTR estructuradas (Sen et al., 2016) y participa en la traduccién
diferencial de los MRNAs que, a su vez, pueden afectar la cantidad de proteina traducida
(Mayberry et al., 2009). Las proteinas de choque frio en las plantas son chaperonas que se
unen al ARN y al ADN de doble cadena y desenrollan las hebras de los acidos nucleicos
(Park et al., 2009; Juntawong et al., 2013), estan involucrados en la adaptacion al frio y la
tolerancia (Kim et al., 2007). En las plantas, las proteinas SR30 y SR34 en Arabidopsis
también participan en la exportacion y traduccion nuclear de los mRNAs (Michlewski et al.,
2008) y pueden tener una funcién esencial durante el desarrollo temprano de la planta
(Lopato et al., 1999).

La UGCU presente en RcLDTML1, se une a la proteina de humanos MBNL1, esta proteina
media la regulacion del splicing alternativo de pre-mRNAs actuando como activador o
represor (Ho et al., 2004); en las plantas es el blanco de unién de proteinas que contienen
dominios Znf-CCCH, proteinas de union al ARN con la capacidad de unirse directamente al
ARN, mientras que la mayoria de las otras familias de dedos del zinc se confirman como
proteinas de unién a ADN o proteinas de union (Bai y Tolias, 1996). También posee
actividad de union a ARN (Peng et al., 2012), controla la traduccion de sus mRNAs dianas,
regula la adenilacion y exportacion del mRNA (Hurt et al., 2009). [G/CJUUU, la segunda
firma presente en RcLDTM1, se une a la proteina de humanos ELAV1, una proteina de
union a ARN que se une a la region 3'-UTR de los mRNAs y aumenta su estabilidad (Tran
et al., 2003); en plantas se une a proteinas de unién a poli-A, PAB (Cuadro 3.2). AAAGAAA,
la firma presente en VVLDTML1 (Figura 2.3) se une a proteinas ricas en serina/arginina

involucradas como represoras del splicing de los pre-mRNAs (Cowper et al.,, 2001) y
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promueven la omisién de exones durante el splicing alternativo (Xiao et al., 2016); de
manera similar, en las plantas, SCL33, participa en el reconocimiento de intrones, el
ensamblaje de los espliceosomas y puede ser necesario para un splicing preciso de la
region 3' de los intrones (Thomas et al., 2012)

La firma UGUA es el blanco de unién a proteinas con dominio Pumilio (PUF). Las proteinas
PUF son una gran familia de proteinas de union a RNA que se encuentran en todos los
eucariotas. Regula tanto la estabilidad como la traduccion mediante la unién especifica de
secuencia al 3' UTR de los transcritos de mRNAs dianas (Hasan et al.,, 2014). En
Drosophila, la presencia de sitios de unién de Pum en 3' UTR retrasa la degradacién de los
MRNA diana en la fase tardia (cigética) (Marsolais, 2015). En Arabidopsis, APUM5 puede
ser un nuevo regulador post-transcripcional de la respuesta al estrés abiético mediante la

unién directa al extremo 3 'UTR de los genes diana (Huh et al., 2014).

CmaLDTM1 se une a las enzimas conjugadoras de ubiquitina, implicadas en la degradacién
de proteinas (Xu et al., 2008), pero también funciona como un represor que evita la
acumulacién excesiva de proteinas controlando su cantidad mediante la interaccion con los
miRNAs (Huang et al., 2013).
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CAPITULO lIl. ANALISIS IN SILICO DEL mRNA Y DE LA PROTEINA CpRAP2.4a

3.1. Introduccion

Entre los factores de transcripcion involucrados en respuesta a estrés bien conocidos estan
las proteinas que se unen a los elementos de respuesta a la deshidratacion (DRE), los
DREBs (Liu et al., 1998; Thomashow, 1999). La familia de proteinas DREB pueden ser
divididas en seis pequeiios grupos (A-1 a A-6) basado en su similaridad en el dominio que
se une a ADN, APETALA 2 (AP2) [Sakuma et al., 2002].

Un miembro de esta superfamilia es el factor de transcripcién AtRAP2.4 (Lin et al., 2008).
RAP 2.4 es un miembro del grupo A-6 (Dong y Liu, 2010), funciona como un transactivador
de genes mediados por DRE y ERE (elementos de respuesta al etileno) que surgen como
respuesta a luz, etileno y sequia (Sun et al., 2008), sugiriendo que RAP 2.4 actla en la
interrelacién entre las vias metabdlicas de la luz y el etileno para coordinadamente regular

multiples procesos de desarrollo y respuesta al estrés (Lin et al., 2008)

Recientemente, Figueroa-Yafiez et al.,, (2016) caracterizaron dos genes de papaya,
CpRAP2.4ay CpRAP2.4b, los cuales se inducen ante diferentes tipos de estrés. Su analisis
funcional reveld que su sobre-expresion es capaz de inducir termo-tolerancia. Quiz4 mas
interesante, resulta el hecho de que al trans-injertar plantas sobre-expresoras de
CpRAP2.4ay CpRAP2.4b, se observa la movilizacion tanto del mMRNA como de la proteina
a través de la planta, via tejido vascular y exclusivamente en sentido acropétalo (Figueroa-
Yanez et al., 2016). Este fendbmeno no se ha reportado para ningun FT del grupo RAP2.4,
pero si se ha descrito para otros FT como FLORICAULA, LEAFY, GLOBOSA y DEFICIENS
(Mezitt y Lucas, 1996; Sessions et al., 2000).

3.2. Materiales y Métodos

El gen CpRAP2.4a cuyo numero de acceso en GENBANK es KU065114.1 y cuyo gen
ortélogo en el transcriptoma en la papaya cv. Sunup es NW_019014656.1 se sometié a un
andlisis de los componentes del mMRNA y de la proteina traducida. La secuencia de mMRNA
se analiz6 en RegRNA2.0 (Chang et al., 2013) para la busqueda de sitios funcionales y en
la base de datos RBPDB (Cook et al., 2011) para la busqueda de firmas y proteinas de

union a RNA asociadas. La proteina se analizé con Pfam para la busqueda de dominios

43



CAPITULO 1l

funcionales (El-Gebali et al., 2018) y KinasePhos2.0 para predecir los sitios de fosforilacién
de la proteina (Wong et al., 2007). El diagrama de los sitios funcionales del mRNA se hizo
con el software Illustrator for Biological Sciences (Liu et al., 2015).

3.3. Resultados

El mRNA de CpRAP2.4a posee 2043 bp, con una extension de 638 nucledtidos en el 5°
UTR, 1116 nucleétidos en la region codificante y 289 nucledtidos en el 3' UTR para el
cultivar SunUp que no difiere en las UTR del cultivar Maradol, pero si en la regién
codificante, que presenta Unicamente 855 nucledétidos. La estructura secundaria del mMRNA
de CpRAP2.4a se someti6 a un analisis con el software RNAfold webserver del Instituto de
Quimica de la Universidad de Vienna (Gruber et al., 2008) y el resultado se muesra en la

figura 3.1.

Figura 3.1. Estructura secundaria MFE del mMRNA de CpRAP2.4a

La proteina de CpRAP2.4a en el cultivar Maradol tiene 284 aa (Figueroa-Yafiez et al., 2016),
con un peso molecular de 31.9 KDa y un punto isoeléctrico de 9.1. La estructura de la
proteina fue realizado con el servidor I-Tasser (Zhang, 2008) y el resultado se muestra en

la figura 3.2.
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Figura 3.2. Estructura de la proteina CpRAP2.4a

RAP2.4a es un factor de transcripcion muy importante en diversas plantas y cuya funcion
ha sido descrita en Arabidopsis, tiene un dominio AP2/ERF muy caracteristico de 57 aa (84-
141, de color verde en la figura 3.2) y su mRNA muestra sitios funcionales muy importantes
(Figura 3.3): aumentadores de splicing exoénico (exon splicing enhancer, ESE),
silenciadores de splicing exénico (exon splicing silencer, ESS), aumentadores de splicing
intronico (intron splicing enhancer, ISE), sitios de poliadenilacién (PAS), elementos de unién

a Musashi (Musashi binding element, MBE).

En el 5 UTR se encuentran 19 dominios CU y 5 firmas UGUA,; en el 3’ UTR se encuentran
4 dominios CU y 7 firmas UGUA (Figura 3.4)
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Figura 3.3. Caracterizacion funcional de mRNA y de la proteina CpRAP2.4a. A) Dominio
AP2 en Pfam, B) Estructura 3D, C) Sitios funcionales de RNA en los UTRs, D) Sitios de
fosforilacion y quinasas respectivas en la secuencia.

5 UTR

GUUGAGGGUCAUUCACACCAGAAAAAAGAGAGAAAACCAGAGAGAAAAAAAAAAAAA
AAUUAGAGUGGUGAGAUCAAAUUGAGUGAAUUAGGACGUUCAGGUGUUUUCUUCU
ACUUUCCCUCCCCCCCCCUUCUCEBEAACAUCCCGCUUCUCUGAAUCCCUUUCUG
UUAAUCAUCUGUCUUUCAAAAAGAAAUCUUGAUUUUAGGUUUGUGUUCUCAACGCA
AAAAAUAUGGAUAGAAAGCAAACUUAGAAGGGUUUUUCUAAGAAAGCCAGGUGUUU
UCAGAAUCGAGAUCCAGGUUCUUGUUUUAUUGAUUUUUCAAGGCUUUUUAUUUUU
UUUUUCUGUCCUUGUUAGAUCUGAUUUUUCUUUUUUAUUUUAUUUUUEGEAAUUUY
UCGUGUAGAGAAAAUCAGCUUGGAGGGUGAUUUUUGGUUCCCUCAUAGUUGGUUU
UGUAGGUUCUUUGAUUUGAAGGGGUUGCUUAUUUGAAACCUCUUUGAUCUUUUUC
UGUUGUAGAAAGAAGCAGCUCUUUUUAUUAAAAAAAUUUCAUUUGGUGCCUGUCUC
UUUUUAAUCUUGACAAGAAGCAGGUUAAUUUCAUAAUUUUUCUCUGUCGUCUCAAG
UCAAAAAUUUUCUUCAGUCUCUAAGAU

FUTR

AUAUUBBEAGUUUCUGUGGUUUUAGUUUAUGABNGIAUGUCAABGEAGUAGUGGGA
GAUUAGGAGUGGGUAACGGUCCGCUGCAAUGAAGUUUUUGGCAAUUGCAGGGUCC
AAUGUGAAGUGAGUCGUUUAGGGUAAUAAGCAGUACUGUUAAUAUUAUUATGEAAU
AAUGUCCACCGCUGUCAGCUGGUUUUUUGUCUUUGCUAGACCGGUGAGAUGAAUU
CUUBUAAUAGCAUGHBUACAAGUUUAGAGUUUGEAAUUGAAUUUGUUUGAAAAGUU
UGUCUCUGUUUA

Figura 3.4. Dominios CU y UGUA presentes en los UTRs del mMRNA de CpRAP2.4a
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3.4, Discusiones

RAP2.4a es un factor de transcripcion muy importante en plantas superiores, que pertenece
a la superfamilia AP2/ERF, que se caracteriza por poseer un dominio de aproximadamente
60 aminoé&cidos. En este capitulo se estudiaron in silico las propiedades de su mRNA y de
la proteina traducida CpRAP2.4a. Figueroa-Yafiez et al. (2016) demostraron la movilidad
del mMRNA del patrén transgénico hacia hojas de plantas silvestres (no transformadas o wild
type), a través de injertos intra-especificos de tabaco y la proteina quimérica fusionada con
GFP fue detectada en hojas no transformadas de tabaco lo que involucra un transporte a
larga distancia. Como se observa en la figura 3.3, el mMRNA de CpRAP2.4a muestra sitios
funcionales muy importantes como aumentadores y silenciadores intronicos y exénicos
(ESE, ESS, ISE), muy importantes en la identificacion correcta de los sitios de empalme por
la maquinaria celular, asi como también de sitios de unién a elementos Musashi,
involucrados en regulacién temporal de la traduccién en otros organismos como Drosophila
(Bertolin et al., 2016). Asimismo, tiene dominios CU y UGUA importantes en el transporte a
larga distancia en plantas, el primero porque permite la formacion de complejos
ribonucleoproteicos al ser el blanco de unién a proteinas PTB y el segundo de proteinas
PUF con dominio Pumilio que al interactuar con otras proteinas de unién a RNA presentes
en ambos UTR incrementa la estabilidad de los mRNAs translocables. La proteina contiene
el dominio AP2 y también presenta sitios de fosforilacion por diversas quinasas, asi como
su transporte es dado por su pequefio peso molecular que no supera los 70 kDa, peso
molecular maximo para el transporte simplastico por los plasmodesmos (Paultre et al.,
2016)

3.5. Conclusiones

CpRAP2.4a es un factor de transcripciébn en papaya Maradol involucrado en muchos
estreses ambientales como estrés por temperaturas, sequia y luz, presenta transporte a
larga distancia en el floema ejerciendo un efecto fisiolégico otorgandole mayor resistencia
a estrés y es parte de una respuesta rapida para prevenir dafios causados por el estrés.
Este transporte a larga distancia es mediado por dominios CU y otros presentes en sus
UTRs que le permiten unirse a diferentes proteinas de union a RNA (RBPs) y transportarse

en forma de complejo ribonucleoproteico, asimismo la proteina se transporta gracias a su
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pequefio peso moleculary la capacidad de moverse por los poros plasmodésmicos a traves
del simplasto.
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CAPITULO IV

CAPITULO IV. DISCUSIONES Y CONCLUSIONES GENERALES
4.1. Discusién general

La movilidad de muchas macromoléculas especificas de informacién como mRNAs y
proteinas ha sido demostrada mediante experimentos de injertos intra- e inter-especificos
(Ruiz-Medrano et al., 1999). Es bien conocido que aparte de nutrientes y fitohormonas,
moléculas de RNA pueden ser transportados en el floema como complejos
ribonucleoproteicos para evitar la degradacion y permanecer estables y funcionales durante
su transporte a larga distancia en el floema (Kehr y Buhtz, 2007; Pallas y Gémez, 2013).
Pero una pregunta que siempre ha existido en este fendbmeno es como ciertos mRNA se
pueden transportar a larga distancia y otros no son capaces de hacerlo; muchos autores
discuten esta pregunta bajo dos hipétesis en la Ultima década: un enfoque "selectivo" (Li et
al., 2009; Banerjee et al.,, 2009; Thieme et al., 2015) y otro enfoque "no selectivo"
(Calderwood et al., 2016; Zhang et al., 2016).

El enfoque selectivo establece que no todos los mRNAs producidos en una planta se
transportan a larga distancias y ejercen un efecto en un proceso fisiologico, lo que implica
una fuerte seleccién. Para demostrar que son mRNAs funcionales a larga distancia, debe
haber un cambio en la concentracion del mRNA con el tiempo, luego una translocacion de
un organo a otro y finalmente un resultado medible en la fisiologia de la planta o en su
fenotipo (Morris, 2018). Los mecanismos intrinsecos de selectividad residen en dos
componentes: a) las caracteristicas del RNA translocable (su secuencia, carga, longitud,
contenido del par de bases) y la presencia de chaperonas esenciales o0 socios de union que
permiten su movimiento y b) la degradacion selectiva de los mRNAs durante su transporte

en el floema (Turnbull y Lopez-Cobollo, 2013).

Dentro del primer componente, hay otro término relacionado con la capacidad de unirse a
proteinas de uniéon a RNA, la "especificidad", se refiere a la presencia de firmas o "zip codes"
dentro de las secuencias de los mMRNAS, en las regiones no traducidas (Banerjee et al.,
2009) y en la secuencia codificante que permiten su transporte selectivo en el floema (Li et
al., 2009). Por lo tanto, en este estudio analizamos dentro de los UTRs, la longitud, la
secuencia, el contenido de pares de bases, AU, GC, UC, AG y no encontramos diferencias

estadisticas entre los MRNAs translocables y no translocables en los mMRNAs del factor de
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transcripcion BEL (Figura 3.1). Pero encontramos diferencias en firmas estructurales,
particularmente en los sitios de unién a RBPs, el extremo 3' UTR es mas grande que el
extremo 5 UTR y contiene mas sitios de union a muchas RBPs, por lo que hay mayor
cantidad de éstas (Figura 3.1y 3.2). Pero todos los RNAs contienen elementos reguladores,
como factores que actldan en cis y en trans ubicados en ambas regiones no traducidas, por
lo que estas regiones tienen un papel fundamental en el control de la expresion génica a
nivel post-transcripcional, que es importante durante el crecimiento y desarrollo de la planta;
por lo tanto, no se trata de tener muchas o pocas proteinas de unién a RNAs en las UTR,
sino de tener RBPs que desempefian un papel predominante en la estabilidad de los
MRNAs (Figura 3.2), como es el caso de RNAs translocables que tienen proteinas PAB,
elF4B, PUF y PTB que interactian entre si para aumentar la estabilidad de los mRNAs,

factor clave en el movimiento a larga distancia.

El enfoque no selectivo sugiere que el transporte a larga distancia de los RNAs puede
explicarse por la abundancia de transcritos presentes en las células acompafantes
circundantes a los elementos cribosos y su vida media bajo un equilibrio entre estos dos
componentes llevado a cabo por las regiones no traducidas que contienen elementos que
aumentan la vida media de los transcritos. Zhang et al. (2016) apoyan los hallazgos de
Calderwood et al. (2016), al demostrar que algunos mRNAS que no se ajustan al modelo
de abundancia se pueden movilizar a través de estructuras similares a tRNA presentes en
estos mMRNA. Sin embargo, estos autores aceptan que una poblacion relativamente
pequefia de mMRNAs puede moverse a través de un mecanismo diferente, la movilizacién

selectiva.

Sobre la base de nuestros resultados obtenidos, se observa que ambos enfoques no son
mutuamente excluyentes, el transporte de los RNAs funcionales se realiza de forma
selectiva y la gran cantidad de transcritos que se transportan en largas distancias muestra
gue el segundo enfoque lo explica muy bien, apoyado en la estabilidad de los mMRNAs, factor
diferencial y clave, debido a que los mMRNAs mas estables se pueden transportar a larga
distancia y esta estabilidad viene dada por las multiples proteinas de unién al ARN que

forman complejos ribonucleoproteicos con ellos.
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4.2. Conclusiones generales

El andlisis computacional de las secuencias de RNAs translocables en este estudio ha
descubierto nuevos actores involucrados en el transporte a larga distancia de los RNAs y
como pueden movilizarse evitando la degradacion. Las firmas de transporte a larga
distancia de las plantas son regiones que contienen multiples dominios reclutando diversas
proteinas de union a ARN involucradas en los procesos pre y post-transcripcionales de los
RNAs translocables que ayudan a estabilizarlos y aumentar su vida media, por lo tanto
moverse dentro del floema en conjunto con proteinas socias de tipo PTB que tienen
multiples dominios RRM y previenen la degradacion durante su transporte en el floema
como complejos ribonucleoproteicos. Ademas, encontramos firmas de transporte de larga
distancia ricas en bases GA, diferentes de lo que se ha encontrado hasta ahora, ampliando
la posibilidad de que estas firmas se puedan vincular a otras proteinas clave en la formacion
de complejos RNP o0 sean anclajes de proteinas que sirvan para estabilizar los RNAs

translocables.
4.3. Perspectivas

En el presente estudio se llevd a cabo el estudio de miles de secuencias de RNAs
translocables en el floema y se han descubiertos nuevas proteinas de union a RNA que le
otorgan estabilidad en su transporte a larga distancia; sin embargo, aun falta conocer la
funcion de estos, por ejemplo, las proteinas PUF, y su interaccion con otras proteinas como
PAB, elF4B y PTB. Para demostrar la funcionalidad de dichas proteinas se pueden estudiar
mutaciones puntuales tanto en sitios de reconocimiento de las proteinas como en las firmas

gue las reconocen en los RNAs.

También se plantea la generacién de secuencias similares de DNA/RNA o pequefios
MRNAs que contengan las firmas de transporte a larga distancia (LDTMs) y sitios de
reconocimientos a proteinas descubiertas en el presente experimento. Afiadirles un
fluoréforos en el extremo 5 o 3’ y rastrear su transporte con técnicas de microscopia

electronica y confocal.

52



CAPITULO IV

4.4, Referencias

Banerjee AK, Lin T, Hannapel DJ: Untranslated regions of a mobile transcript mediate RNA
metabolism. Plant Physiol 2009, 151 (4):1831-1843.

Calderwood A, Kopriva S, Morris RJ. Transcript abundance explains mRNA mobility data in
Arabidopsis thaliana. Plant Cell. 2016; 28: 610-5.

Kehr J, Buhtz A. Long distance transport and movement of RNA through the phloem. Journal
of Experimental Botany 2007. 59 (1): 85-92

Li CY, Zhang K, Zeng XW, Jackson S, Zhou Y, Hong YG. A cis element within Flowering
Locus T mRNA determines its mobility and facilitates trafficking of heterologous viral RNA.
Journal of Virology 2009. 83: 3540-3548

Morris RJ. On the selectivity, specificity and signalling potential of the long-distance
movement of messenger RNA. Current Opinion in Plant Biology. 2018; 431-7.

Pallas V, Gomez G. Phloem RNA-binding proteins as potential components of the long-
distance RNA transport system. Frontiers Plant Sci 2013, 4:130.

Ruiz-Medrano R, Xoconostle-Cazares B, Lucas WJ. Phloem long-distance transport of
CmNACP mRNA: implications for supracellular regulation in plants. Development 1999; 126:
4405-19.

Thieme, C.J., Rojas-Triana, M., Stecyk, E., Schudoma, C., Zhang, W., Yang, L., Mifiambres,
M., Walther, D., Schulze, W.X., Paz-Ares, J., Scheible, W.-R., and Kragler, F. Endogenous
Arabidopsis messenger RNAs transported to distant tissues. Nat. Plants 2015. 1: 15025

Turnbull CG, Lopez-Cobollo RM. Heavy traffic in the fast lane: long-distance signalling by
macromolecules. New Phytologist 2013. 198, 33-51.

Zhang, W., Thieme, C., Kollwig, G., Apelt, F., Yang, L., Winter, W., Andresen, N., Walther,
D., and Kragler, F. tRNA-related sequences trigger systemic mRNA transport in plants. Plant
Cell 2016. 28: 1237-1249.

53



ANEXOS

ANEXOS.

Anexo 1. Firmas de RNA encontradas en siete especies vegetales

Nombre Firma Mejor match e-value Sitios | Longitud | RNA-binding domains
Apium graveolens (n=956)
AgLDTM1 GGCACSAGV GGCACCAGG 9E-148 625 9 RRMx1
UGHWGMUGCUGMUSHUD | UGCUGCUGCUGCUGCUG
AgLDTM2 4.90E-14 427 20 Znf_CCCHx4
YUG CUG
CHUCUYCHUCYHYYUCUY | ccucucccucucucucuy
AgLDTM3 2.30E-06 208 20 PTB, RRMx1
YY CCC
MWARRRRGAWGGAAAAR | AAAGGGGGAAGGAAAAG
AgLDTM4 1.30E-02 103 20 RRMx1, RRMx2
AAG AAG
AKCUYCSUUCUKGUUURC | AGCUCCCUUCUGGUUUG
AgLDTM5 3.40E-03 8 20 Znf_CCCHx4, RRMx3
UG CUG
Arabidopsis thaliana (n=3246)
GAAGAAGAARRWRRARRA | GAAGAAGAAGGUGGAGG RRMx1, RRMx2,
AtLDTM1 3.30E-17 3245 19
R AG Znf_RanBP2x1
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YYYUYYUUCUUYUUCUYYU | UUuuuuCcuucuucuucuu
AtLDTM2 2.70E-33 3224 20 PTB, RRMx3, KHx4
Y uuu
UUUUKUYUUUBKBUUUNU | Uuuuuuuuuuuuuuuuu
AtLDTM3 6.40E-07 3147 20 RRMx3
BU uuu
RRMx1, RRMx3,
GRWGHUGWDGVWGMWG | GGUGUUGUUGGUGCUGA
AtLDTM4 2.60E-10 3023 20 Znf_RanBP2x1,
ADDH uuu
Znf_CCCHx4
ARRARAARNWDSAAAAGN | AGGAGAAGUUUGAAAAG
AtLDTMS5 1.30E-05 2948 20 RRMx1, RRMx2, RRMx3
wD uuu
Citrullus lanatus (n=1517)
GGHGGDGNYGGHGRMRG | GGCGGGGGUGGUGGCG RRMx1; Znf_RanBP2x1,
ClaLDTM1 4.40E-10 1338 20
HGG GCGG SAMXx1, CSDx1
UYUUYUUYUUUUUYUUYU | uCuuCcuucuuuuucuuc
ClaLDTM2 2.40E-07 1301 20 PTB, RRMx3, KHx4
Uy uucC
AARAARAAAAARAARAARA | AAAAAGAAAAAGAAGAAG
ClaLDTM3 2.60E-18 620 20 RRMx1, RRMx4
A AA
Cucumis melo (n=1774)
CmLDTM1 UBUUCUUYYW ucuucuuccu 6.30E-09 1749 10 PTB, YTHx1

55




ANEXOS

CmLDTM2 RRARGAAGAR GAAGGAAGAA 7.60E-34 1493 10 RRMx1, RRMx2
UGCUAARKUUGVWGKSRA | UGCUAAAUUUGCUGUGG Znf_CCCHx4, RRMx2,
CmLDTM3 2.90E-59 489 20
uG AUG RRMx3, KHx1
UUGRWUWAAAAUUMABAA | UUGGAUUAAAAUUCACAA
CmLDTM4 1.90E-45 199 20 RRMx1, RRMx2, KHx1
uG UG
ACAAWGMMUMUGARGAU | ACAAAGCCUCUGAAGAUA
CmLDTM5 9.60E-48 174 20 RRMx4, KHx1
AAH AC
GAWKGCWYYKGAYGUKUK | GAAGGCUUCGGACGUGU RRMx1, RRMx2,
CmLDTM6 7.30E-29 173 20
MG GAG Znf_CCHCx1
CYAAAGAUGGVAAGAAAAU | CCAAAGAUGGGAAGAAAA
CmLDTM7 3.50E-66 170 20 RRMx1, RRMx2
G uG
KCCAAUKGUAAUGGYAAG | UCCAAUGGUAAUGGUAA
CmLDTMS8 5.20E-38 165 20 KHx1, Znf_RanBP2x2
CcC GCC
AAGGRKKGGWKCAARAKY | AAGGGGUGGUUCAAGAU RRMx1; Znf_RanBP2x1,
CmLDTM9 4.40E-41 156 20 ~
CA CCA CSDx1
CmLDTM1 | UGABUYUGGYCKUUGGAG | UGACUCUGGCCGUUGGA RRMx1, RRMx2, RRMXx3,
1.00E-33 150 20
0 uu GUU SAMx1

Cucumis sativus (n=1110)
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KGRWGRWGRARRWGRDG | UGGAGGUGGAGGAGGG RRMx1, RRMx2,
CsLDTM1 1.50E-09 1103 20
RWG GGAG Znf_RanBP2x1
YUUYYUYUUYYUYUUYUUY | CUUCUUCUUCuUCcuUCU
CsLDTM2 2.40E-35 984 20 PTB, RRMx3, KHx4
u ucu
BCWYYYYCHYUYUCUYYU | CCUCCucCCcccuuucucc PTB, RRMx1, RRMx3,
CsLDTM3 2.40E-12 885 20
YY ucc KHx4
CsLDTM4 AAAARAAAAAGAAAA AAAAGAAAAAGAAAA 1.50E-09 872 15 RRMx1, RRMx4
CsLDTM5 YYYYCUUCWUCHUC Cccccuucuuccuc 1.80E-13 828 14 PTB, YTHx1, KHx4
UUUUUUUKUUUUUKDDWU | UUUUUUUGUUUUUGGGA
CsLDTM6 2.80E-02 391 20 RRMx3
KK UuG
KCRGCRSCGVCGGCVVYR | GCGGCGGCGGCGGCGG RRMx2; Znf CCHCXx1,
CsLDTM7 1.20E-02 83 19
G CGG CSDx1
Ricinus communis (n=158)
BUUUYUKYUUYUUBUKYUK | CUUUCUGCUUCUUCUUC RRMx3, Znf CCCHx4,
RcLDTM1 5.10E-68 157 20
K uuu KHx1, CSDx1
KSNUGMHVHDGYUGMWG | GCCUGCCCCUGCUGCUG RRMx1, CSDx1, YTHx1,
RcLDTM2 4.80E-31 107 20
MUG CUG Znf_CCCHx4
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Vitis vinifera (n= 3268)

VvLDTM1 VAAAARAAAARAAAA GAAAAAAAAAGAAAA 1.20E-03 3224 15 RRMx4, Znf_CCCHx2
VVLDTM2 vuuuuuuuuyuuuuu vuuuuuuuucuuuuy 4.30E-03 2888 15 RRMx3
YYYCYYUCUYYMUCUCUY | CCuCuUCuUCuUCCCuUCuUcCU
VVLDTMS3 1.50E-02 2712 20 RRMx1
uc CcucC
AAAWAAAAAAAAARWAAAA | AAAAAAAAAAAAAGAAAA RRMx1, RRMx4,
VvLDTM4 3.70E-04 2692 21
AA AAA Znf_CCCHXx2
GKDGDRRGRGRRRRGKKR | GGGGGGGGGGGGGGGG RRMx1, SAMXx1,
VVLDTMS 2.20E-06 2650 20
RR GGGG Znf_RanBP2x1
VVLDTMG6 HUCWUCUUCUUCWB Ccucuucuucuucuc 1.10E-02 1935 14 KHx4
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Anexo 2. Alineamiento de las secuencias de mRNAs translocables de Apium graveolens.

SYDOOON-767
SYD0010/1-583
SYD0O11/1-920
SYD0O012/1-75%
SYD0013/1-815
SYD0014/1-840
SYD0015/1-695
SYD0016/1-463
SYD0018/1-842
SYD0019/1-603
SYDOO2V1-856
SYD0021/1-788
SYD0022/1-799
SYDO021-882
SYD0024/1-925
SYD0025/1-394
SYD0026/1-523
SYD0027/1-805
SYD002E/1-788
SYD0029/1-801

AgLDTM1
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Anexo 3. Alineamiento de las secuencias de mRNASs translocables de Arabidopsis thaliana.

AT3G03020v /41345
AT3GOIST0 /11664
AT3G0I920v 11948

AT3G10110v1/1:930

AT3G10220v1/1-1058
AT3G10800v /12021
AT3G10540v/1-1955
AT3G10800v /12291
AT3G10980v /12532
AT3G109850 /1918

AT3G11810v /11236
AT3G11820v /44707
AT3G123600 /12040
AT3G12480v1/1-1364
AT3G133200 12120
AT3G13610v#/1-1886
AT3G13610v /11355
AT3G136500 /1981

AT3G13670vt/1-2637
AT3G13750v /13313
AT3G13950v /1854

AT3G14620v /11837
AT3G14720v2/1-2389
AT3G14B40v 213394
ATIGUMONY1-3314
ATIGIS2100 11041
AT3G155000 /10274
AT3G155560 /1495

ATIGISTCO0 1843

AT3G16060v /12546
AT3G16150v /11280
AT3G16220v2/1-1067
AT3G16260v /12938
AT3G16270rt/1-2764
AT3GI6720r11-1390
AT3G16800v31-1565
AT3G17030v /11642
AT3GA71000 /11167
ATIGA74300 /44775
ATIGA771 0212653
AT3G17900/1-3061
AT3G18050v /11341
ATIG18290n /14414
AT3G18440v¥/1-2008
AT3G185600Y/1-876

AT3G18890v/1.2387
AT3G19330v /11653
AT3G19930v#/4-2099
AT3G20170vt/1-16145
AT3G20600v /1891

AT362120002/1-1185
AT3G214200 /11494
AT3G2162001/1-835

AT3G21690v¥1-1952
AT3G22120¥1.698

GA rich motifs PTB3-binding site GA rich motifs GA rich motifs
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Anexo 4. Alineamiento de las secuencias de mRNAs translocables de Citrullus lanatus.

Cla015524/4-372

(a3023931/1-2691
(3020758/7-1048
Cla020733/4-2110
a3 000808/1-6328
a020094/1-4578
Ca014211/1-309

Cla 008690/7-1730
(3002328/1-7151
Cla002858/4-771

Ha018687/1-1641
C3001856/7-545

C12004014/2-1569
C3001964/-2590
Cl2022248/1-3985
Ca019645/7-2565
C2018142/2-2842
Ca014013/1-1306
Ca012032/4-369

Cla006083/4-1507
Ca020813/1-3313
Qa022720/2-2902
Qa013044/1-2440
Ca001148/1-4353
(2003985/7-5850
iz 005495/4-2087
Ha0066¢2/1-2168
(3018634/7-2846
(3 005668/1-5053
Ca3009642/3-1357
C12009786/1-359

Cla008770/1-128¢
C3009951/3-580

Cla017167/1-1152
a3 019667/4-546

Cla017768/4-1479
Ca013986/1-1056
Ca020083/9-705

R2004261/3-2760
Ca002727/1-5719
200276914900
(2016805/7-3067
G2017299/1-2838
Q3011498/9-3208
C3020978/1-2644
Ha0117803-1472
Qa01154%/3-2210
C12022385/1-6796
Ca010820/%-318

Cl200545%/1-959

Ca011703/1-4170
(3003441/2-1310
C12018098/7-2985
012440/ 86490
Cla023110v1-412

PTB3-binding site PTB3-binding site GA rich motifs
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Anexo 5. Alineamiento de las secuencias de mRNAs translocables de Cucumis melo.

Fae-362

F3/1-318

Fa1-498

F89-519

FEr1-361

FH-511

FB/1-469

FI1-6085

FI/1-790
FAy-120
F12/1-342
FA¥/1-522
F19/1-578
FAU-717
FAB1-673
FIX-718
F20/1-653
F22/1-645
F231-608
F24/1-235
F25/1-604
F26/1-699
F27/1-597
F28/1-475
F2¥1-532
F30/1-575
F31/1-683
FR21-723
F3¥-574
Fa-773
F35/1-713
F36/1-431
F37/1-382
F3/1-642
F3¥1-365
FIw-671
Fqi/1-488
Fq2/1-587
Fqs1-e68
Fa9/1-660
FI5/1-526
Fe/1-769
FaU/1-628
Fqe/1-280
Faxr-761
FEW1-398
FEW-EIT7
F52/1-696
FE41-602
FE&/1-618
FEBE1-447
FEY1-703
FB8/1-735
FEX-570
FEO1-573

GA rich motifs PTB3-binding site PTB3-binding site GA rich motifs
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Anexo 6. Alineamiento de las secuencias de mRNAs translocables de Cucumis sativus.

Csa6M521610.1/1-2825
ComZM338820. 1/4-4404
CsadMB64300, 1/1-2266
ComdM6d 250, 1/.2059
Csa IM554580,2/1-8259
Gsa ZMOD0GH0. 1/-3405
Coad4 18920.1/1-2089
Csa 1436330, 1/1-2629
ComBME3T800. /14871
Coa6M182120.1/1-3044
CsaBM1 74580, 1/1-11976
CoadMO48030, 1/4-1526
CozMI02910.1/4-3496
Csa 7M267900.1/1-1793
Cez 3708630, 1/4-3045
CsaTMO24150.1/4-1125
CeadME51790,1/1-4433
ConSM161970.1/.2336
CoaSMIB4650. 1/1-1136¢
Cs@EM210500. /44107
Coa tM263990. 1/1-3139
Csa 2M004720.1/1-734
Com 150210, 1/0-3324
Coga172920,1/4-3783
CoadMO75230. 1/-1346
Csa 30110050, 1/1-2072
CeadMOT5240.4/2-1723
CsaMS07370. /11711
CsadM103350,1/1-4017
ComeMId5130. 1741519
Csa IMES1120,1/1-3261
Gsa IS 72400, /15057
Csa 3M402970.1/1-3337
CsaBME02750. /11060
CeaeMq03620,1/4-3103
Coz 651740, 1/1-3498
CszZM3T2110.1/1-16542
Cea 20171850, 1/4-3612
CoaTMI47100.1/4-1400
Csa 290820, 1/1-8932
Cea 3733290, 4/4-1538
CoadMOBE750. 1/1-2539
Cea6f139230,1/1-1363
ConTMI0860. 1/.4076
Csa 3MO45150. /14250
Cs@EM4 25100, 1/1-4099
CoafME43300.1/1-3244
CsaMO45150. 1/1-4050
Coa@M318680, 1/1-409
Coa2M193340.4/4-2997
CoaTMO12940.2/-3817
CsadME52000.1/1-3158
CoaSMIT1080.1/4-21950
Cea 3MB22270.1/1-695
CsaSM622770.1/1.818

GA rich motifs PTB3-binding site PTB3-binding site GA rich motifs
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Anexo 7. Alineamiento de las secuencias de mRNAs translocables de Ricinus communis.

ANM2ET7414/1-824

AM2ET417/1-579
AM26T7436/1-582
AM2ETI2V1-725
AM2ET422/1-395
AM2ZET418/1-711
AM267430/1-225
AM2ET7429/1-363
AM267425/1-650
AM267421/1-668
AM2E67426/1-582
AMZETIZT/1-703
AMZETI31-453
AM267428/1-638
AM267431/1-615
AM267434/1-504
AM267435/1-848
AMZE7441/1-792
AM267443/1-440
AM267453/1-852
AM267445/1-984 " "
ANM267438/1-471
AMZE743N1-754
AM2ETII01-814
AM267442/1-662
AM267451/1-848 - -
AM267450/1-859 -
AM26TII6/1-744 - -

AM26TI4T/1-973 - - - -
AM267455/1-557
AM267471/1-942 - -
AM267452/1-962
AM267498/1-654
AM2E74IH1-794
ANM267472/1-652
AM26745%1-548
AM267464/1-582
AM267456/1-714
AM267467/1-995
AM267466/1-714
ANM267458/1-574
AM267467/1-503
AM267463/1-515
AM2E7460/1-515
AM2674631-1068
AM267461/1-705
AM2E7464/1-627
AM267462/1-827
ANM267465/1-711
AM2E746/1-814
AM2674731-1076
AM2E7475/1-610
AM26747/1-682
AM267476/1-800
ANM2E747T/1-980

PTB3-binding site GA rich motifs GA rich motifs
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