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RESUMEN

El ndcleo es el centro de informacién de la célula eucariota, siendo un organelo que
provee del espacio necesario para la expresion de la mayoria de las funciones genémicas
de la célula. Estd conformado por regiones donde se conglomeran poblaciones
moleculares que desempefian actividades nucleares especificas, tales como la
transcripcion, la replicacion, la regulacion del ciclo celular, la biogénesis ribosomal, etc.
Estas funciones le confieren al ndcleo un caracter dinamico, pues requieren de un
recambio y flujo constante de moléculas para mantener su equilibrio y optimizar sus
procesos, por lo que entender su dindmica es fundamental para comprender la actividad
nuclear. Es por esto, que los estudios detallados de la dindmica nuclear y estructura nos
permitiran entender con mayor precisibon como es que este organelo coordina y
desempenfa sus funciones. Este trabajo se enfocd en analizar la localizacién y dinamica
de la fibrilarina, asi como de las mutantes derivadas de ésta en el nucleolo y los cuerpos
Cajales. Los modelos experimentales fueron cultivos de células HeLa y de Capsicum
chinense. Para este fin, se utilizé el ensayo de recuperacion de la fluorescencia después
de fotoblanqueo (FRAP por sus siglas en inglés). Usando modelos cinéticos de difusiéon
proteica, se observé que la fibrilarina silvestre (WtHFIB) es altamente mévil en el nucleolo
y los cuerpos Cajales, presentando un coeficiente de difusién de 0.008 y 0.02 pm?/s,
respectivamente, encontrando diferencias (p = 2.2x10™°) con los coeficientes de difusion

de sus versiones mutantes.




ABSTRACT

The nucleus is the eukaryotic cell’'s information center, it is an organelle that provides the
space needed for the expression of most of the cell’'s genomic functions. It is constituted
by regions composed of characteristic molecular populations, which confer them with a
specific function. These intranuclear regions compartmentalize processes, such as
transcription, replication, cell cycle regulation and ribosomal biogenesis, among others.
The above mentioned functions give the nucleus a dynamic character, which means,
molecules that compose it and the activities they carry on conform a nuclear dynamic,
which until these days has not been fully understood. By these means the study of nuclear
structure and dynamics results in great relevance, since its comprehension will allow us to
understand with more precision how this organelle coordinates all of its functions. In this
work we will focus on the dynamic analysis of fibrillarin and mutants derived of it in the
nucleolus and the Cajal bodies. The implemented models are HelLa cells cultures and a
Capsicum chinense cell suspension culture. The fluorescent recovery after photobleaching
Assay or FRAP was implemented for this mean. By applying kinetic protein diffusion
models, we observed that wild type fibrillarin (WtHFIB) is highly mobile in the nucleolus
and Cajal bodies, presenting a diffusion coefficient of 0.008 and 0.02 pm?s, respectively,

finding differences (p = 2.2x10™*°) in diffusion coefficient values between its mutants.
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INTRODUCCION

El nucleo es un organelo caracteristico de las células eucariotas, que provee del espacio
necesario para la expresion de la mayoria de las funciones genémicas, como lo son el
almacenamiento y la replicacion del ADN, la transcripcion selectiva de genes, el
procesamiento del ARNm, su exportacion, la biogénesis ribosomal, y la regulacion del
ciclo celular, entre otros. Estas funciones son basicas para la vida y se llevan a cabo tanto
en nucleos de células animales como de células vegetales. Estos procesos tienen lugar
en gran parte por medio de interacciones moleculares entre proteinas y moléculas de
diversa indole (Mohamad y Boden, 2010).

La organizacion interna del nlcleo es clave para el correcto funcionamiento de la célula.
Esta organizacién consiste en el agrupamiento de moléculas diversas como ADN, ARN,
lipidos y proteinas en regiones especificas, de acuerdo a su actividad, conformando las
regiones intranucleares. Estas regiones se distinguen con base en su morfologia y
composicion, encontrdndose pues en movimiento constante, cambiando su tamafio y
forma, resultado del flujo y recambio de sus moléculas (Mohamad y Boden, 2010). Las
actividades que desempefian las regiones intranucleares se ven determinadas por la
naturaleza de las moléculas que entran y salen de ellas. Entender la naturaleza de este
flujo de moléculas es fundamental para comprender la actividad del nacleo y es lo que

comprende el estudio de la dinamica nuclear (Nagata y Takeyasu, 2007).

El andlisis de la dindmica nuclear se realiza in vivo y consiste en la expresién de una o
varias proteinas nucleares de interés acopladas a una molécula reportera fluorescente
para posteriormente realizar su rastreo por medio de microscopia de fluorescencia. En
este trabajo, el enfoque fue observar y analizar la localizacién y la dinamica de la
fibrilarina, proteina nuclear esencial para la vida (Amin et al., 2007), que se encuentra en
el nucleolo y los cuerpos Cajales, utilizando la técnica de “recuperacion de la
fluorescencia después de foto blanqueo” (FRAP, por sus siglas en inglés) (Axelrod et al.,
1976). Ademas, se llevo a cabo la clonacion y analisis de la fibrilarina de Capsicum
chinense (CcFib).
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ANTECEDENTES
1.1 EL NUCLEO, CENTRO DE INFORMACION DE LA CELULA

El nucleo es un organelo caracteristico de las células eucariotas. Su principal funcion es
resguardar el genoma, controlar las actividades de la célula por medio de la regulacién de
la expresion genética (Dundr y Misteli, 2001) y separar los procesos de transcripcion de la
sintesis proteica. El nucleo fue observado por primera vez en células animales por
Antonie van Leeuwenhoek en 1682, y posteriormente descrito en células vegetales por
Brown en 1831 (Harris, 1999). Fue considerado un compartimento de caracter estético,
cuya Unica funcion era separar el contenido genético del resto de los componentes
celulares. Méas tarde, este organelo atrajo mucha atencion por su fascinante
comportamiento y belleza durante la mitosis, ademés de sus evidentes papeles en los
procesos de fertilizacion y la herencia (Spector, 1993). Su estudio se convirti6 en un
campo de gran interés para la comunidad cientifica.

Hoy en dia se sabe que el nacleo en interface tiene una intrincada organizacion, la cual es
clave para el correcto funcionamiento de la célula (Cremer et al., 2000; Lamond y
Earnshaw, 1998). Esta organizacion consiste en el agrupamiento de moléculas de diversa
indole, como ADN, ARN, lipidos y principalmente proteinas en diversas regiones de

acuerdo a su actividad (Matera, 1999).

Las regiones intranucleares se identifican como conjuntos de agregados moleculares,
morfolégicamente distintos, cuyos componentes se concentran de manera especifica de
acuerdo a sus funciones dentro del nucleo (Gasser, 2002; Spector y Lamond, 2001). En
los afios recientes, elucidar la composicién molecular de estos dominios ha sido uno de
los temas de mayor relevancia en el estudio de la bioquimica y biologia molecular de la
célula (Spector y Lamond, 2001). Sin embargo, no sélo se busca la descripcién de la
composicion de estos dominios, sino también comprender los mecanismos por los cuales
estas regiones interactlan entre si, abriendo paso al estudio del movimiento y recambio

de moléculas en el nucleo (Nagata y Takeyasu, 2007).
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1.2 ORGANIZACION INTERNA DEL NUCLEO: REGIONES INTRANUCLEARES

La organizacion del nucleo en regiones intranucleares es clave para el funcionamiento
correcto de la célula (Figura 1.1). Las regiones intranucleares son morfolégicamente
distintas y estdn conformadas por agregados moleculares de proteinas, lipidos, ARN y
ADN que se concentran de acuerdo a su funcién (Lamond y Earnshaw, 1998). La
acumulacion de estas moléculas en las distintas regiones intranucleares podria ayudar a
generar una alta concentracién local de componentes especificos, y por lo tanto aumentar
la eficiencia de las reacciones y actividades nucleares (Wei et al.,, 2003).
Consecuentemente, vias especificas de acumulacién y recambio deben operar dentro del
ndcleo para controlar la formacién y el mantenimiento de las regiones intranucleares,
ademas de dirigir sus componentes moleculares a sus sitios de accién (Lamond vy
Sleeman, 2003). Actualmente se construyen perfiles moleculares de cada una de las
regiones intranucleares de acuerdo a los componentes identificados dentro de ellas, asi

como algunas de las funciones que desempefian.

Sitios transcripcionalment
ios s n.p i ente { '\ Complejo de
activos

poro nuclear

Nucleoplasma Regiones OPT
Cuerpos de
plegamiento
Manchas PNC
nucleares
Cuerpos SAM68
Cuerpos Gemini
Nucleolo Cuerpos Cajales
Territorios Lamina

cromosomales
Cuerpos PML

Envoltura
nuclear
IGCs

Figura 1.1 Esquematizacion de las regiones intranucleares que conforman el

nucleo. Maodificado de Schmitz y Herrmann, 2008; Spector y Lamond, 2001.
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Como se puede observar en la figura 1.1, el nucleo esté separado del resto del citoplasma
por la membrana nuclear (linea externa), que es contigua al reticulo endoplasmico
(Lamond y Sleeman, 2003; Spector y Lamond, 2001). En esta membrana se localizan los
poros nucleares, a través de los cuales ocurre el transporte de proteinas y los ARNm
(Stoffler et al., 1999). En la capa interna de la envoltura nuclear se encuentra la lamina
nuclear, la cual provee anclaje a los cromosomas, ademas de contar con foci asociados a
la replicacion del ADN (Moir et al., 2000). La composicion de la lamina nuclear es distinta
en células animales y vegetales; en las plantas no hay presencia de los ortélogos que han
sido reportados en metazoos como componentes de la lamina nuclear. Sin embargo, se
ha descrito la existencia de proteinas homdlogas (Moir et al., 2000). Estas estructuras
externas apoyan activamente las funciones del genoma, tanto en el aspecto estructural,
como en la regulacion del transporte bidireccional y el anclaje de los cromosomas en

interfase (Lamond y Sleeman, 2003).

La mayoria del volumen nuclear est4 ocupado por el genoma (o cromatina). El nucleo
esta organizado en regiones denominadas territorios cromosomales que tienen una
estructura que se asemeja a una esponja, a través de la cual varias proteinas pueden
difundir (Lamond y Sleeman, 2003; Cremer y Cremer, 2001; Spector y Lamond, 2001), A
cada territorio cromosomal le corresponde un cromosoma especifico y tiene un
posicionamiento preferencial. Los cromosomas mas ricos en genes activos (eucromatina)
tienden a localizarse en el centro del ndcleo, mientras que aquellos con menos o nula
actividad transcripcional (heterocromatina) se observan en la periferia del mismo (Parada
y Misteli, 2002; Croft et al., 1999). Esto a su vez, se ve reflejado en la ausencia de
movimientos de la cromatina a gran escala en el nucleo interfasico (Vazquez et al., 2001;
Abney et al., 1997).

Asociados a la heterocromatina pericentromérica, se han observado los denominados
cuerpos PcG, los cuales contienen proteinas del grupo “polycomb” (Saurin et al., 1998).
Estos cuerpos pueden variar en nimero (de dos a varios cientos) y tienen un tamafio
entre 0.2 y 1.5 um. Aln se desconoce si estas regiones estan relacionadas con el

silenciamiento genético o funcionan como regiones de almacenamiento.
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Los factores de splicing que se encargan del procesamiento del pre-ARNm se observan
concentrados en las manchas nucleares o speckles, asi como distribuidos de manera
difusa en el nucleoplasma (Spector, 1993). Las manchas nucleares mas grandes
corresponden a los conglomerados de granulos intercromaticos (IGCs por sus siglas en
inglés). Estos conglomerados miden entre 0.8 y 1.8 um de didmetro y estan compuestos
por particulas de 20 a 25 nm que parecen estar conectadas entre si. Se ha propuesto que
los IGCs estan involucrados en el ensamblaje y/o modificacion de los factores de splicing,
los cuales son posteriormente enviados a los sitios transcripcionalmente activos. Estos
sitios pueden localizarse en el nucleoplasma, en la periferia de los IGCs o en varios miles

de foci activos.

Los factores de transcripcién y splicing también suelen acumularse en las regiones
Octl/PTF/transcripcionales, las cuales se abrevian como OPT. Estas regiones miden de
1.0 a 1.5 pm de diametro y contienen en su mayoria transcritos recién sintetizados
(Pombo et al., 1998; Grande et al., 1997). Las regiones OPT aparecen en la fase G1 del
ciclo celular, generalmente cerca del nucleolo y desaparecen cuando la célula entra en la

fase S. Su funcién es desconocida.

Los factores de splicing también pueden ser encontrados en los cuerpos Cajales (Cajal
bodies o CBs por sus siglas en inglés). Previamente conocidos como cuerpos enroscados
(Gall, 2001), estas pequefias y dinamicas regiones intranucleares tienen un diametro de
0.2 a 1.5 um y se considera que participan activamente en la biogénesis de las
ribonucleoproteinas nucleares y nucleolares (snRNPs y snoRNPs por sus siglas en inglés,
respectivamente) y en su trafico través del nicleo. Los snRNAs U1, U2, U4/U6 y U5 (que
forman parte del espliceosoma), U7 snRNP involucrado en el procesamiento del extremo
3’ de las histonas, asi como U3 y U8 snoRNPs, involucrados en el procesamiento del pre-
ARNr, pueden localizarse concentrados dentro de los CBs. Se ha propuesto que estos
factores transitan a través de los CBs en su ruta hacia las manchas nucleares (snRNPs) o
los nucleolos (snoRNPs). Adicionalmente, se ha reportado que los CBs suelen asociarse
con loci de histonas, asi como los conglomerados de los genes que codifican para los U1,
U2 y U3 snoRNPs (Matera, 1999).
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Los cuerpos gemini (llamados “gemelos” de los CBs) pueden observarse en el
nucleoplasma y suelen coincidir o estar adyacentes a los CBs, dependiendo de la linea
celular examinada. Los cuerpos gemini se caracterizan por la presencia de la proteina
SMN (Survival Motor Neuron) y el factor Gemin2 asociado (Matera, 1999). Ambos factores
estan involucrados en el ensamblaje y maduracion de los snRNPs. Notablemente, la
atrofia muscular espinal, una enfermedad degenerativa que afecta a las neuronas, es el

resultado de niveles reducidos, o una mutacion, en la proteina SMN.

Otros factores involucrados en el plegamiento y poli-adenilacién del pre-ARNm tienen una
distribucién difusa en el nucleo, pero pueden concentrarse en loci especificos de 0.3 a 1.0
um de didmetro llamados cuerpos de plegamiento (cleavage bodies) (Schul et al., 1996).
Estas estructuras suelen estar cercanas a los CBs, a excepciéon de aquellos que

contienen ARN recién sintetizado.

El nucleolo es la regién intranuclear donde se lleva a cabo la sintesis del ARN ribosomal,
su procesamiento y ensamblaje en las subunidades ribosomales (Spector, 1993), y es
también la estructura mas prominente dentro del ndcleo. La mayoria de las células de
mamiferos contiene entre 1 y 5 nucleolos, cada uno con un didmetro entre 0.5y 5 um. El
compartimento perinucleolar (PeriNucleolar Compartiment o PNC por sus siglas en inglés)
y los cuerpos SAM68 (Huang, 2000) han sido identificados como estructuras Unicas que
estdn asociadas a la superficie del nucleolo y considerados actores principales en el
metabolismo del ARN. Los cuerpos SAM68 suelen tener un diametro entre 0.25 y 1.0 um
y aparecen de 1 a 10 por nucleolo. EI PNC contiene una serie de pequefios ARNS,
transcritos por la ARN polimerasa lll, y varias proteinas asociadas (Huang et al., 1997).
Los cuerpos SMA68 contienen varias proteinas de union al ARN que cuentan con un
dominio GSG, también conocido como activador del ARN y transductor de sefiales (Signal
Transduction and Activation of RNA o STAR por sus siglas en inglés). Aunque las
funciones del PNC y los cuerpos SAM68 no han sido comprendidas del todo, es
importante notar que éstos estan presentes predominantemente en células cancerosas, y

rara vez se identifican en células primarias (Lamond y Earnshaw, 1998).

Los cuerpos de leucemia promielocitica (Promyelocytic Leukemia o PML por sus siglas en

inglés) varian entre 0.3 y 1.0 um en diametro (Maul et al., 2000). Un nucleo de célula de
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mamifero contiene entre 10 y 30 cuerpos. A éstos también se les ha denominado como
ND10, cuerpos Kr o Dominios promielociticos oncogénicos (Promyelocytic Oncogenic
Domains o PODs por sus siglas en inglés). Se ha sugerido que participan en la regulacion
de la transcripcion y estan involucrados durante las infecciones virales, ademas de
concentrar cinasas nucleares de la familia HIPK. Los individuos que padecen leucemia
promielocitica aguda presentan una translocacion en el gen PML, en la cual se fusiona
con el gen que codifica para el receptor de &cido-a retinoico, lo que produce la expresion
de proteinas fusionadas. Las células que contienen esta translocacion presentan cuerpos

PML fragmentados, esparcidos a través del nucleoplasma.

El fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato, cominmente conocido como PIP2, esta localizado
principalmente en las membranas celulares, suele unirse con varias proteinas, regulando
su actividad. PIP2 es degradado por accién de la fosfolipasa C (PLC) a inositol 1,4,5-
trisfosfao (IP3) y a diacil-glicerol (DAG). El IP3 suele liberarse al citoplasma causando la
movilizacién de iones Ca?*, mientras que el DAG permanece unido a la membrana donde
activa a la proteina cinasa C, lo que produce una respuesta celular especifica. Se han
detectado fosfoinositidos, PIP2 en particular, dentro del ndcleo, donde regula algunas
funciones que realizan las manchas nucleares (Fraschini et al., 1999). Recientemente, se
demostré que PIP2 se une al factor de transcripcion UBF, formando un complejo con la
ARN Polimerasa | en el promotor de los genes ribosomales (Sobol et al., 2013). Aunado a
esto, el agotamiento de PIP2 resulta en la reduccién de la actividad transcripcional de la

ARN Polimerasa |.

La idea que prevalece actualmente es que los dominios intranucleares estan asociados a
loci genéticos especificos y que las interacciones entre ellos son dinamicas, respondiendo

rapidamente a sefales celulares (Dundr y Misteli, 2001).
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1.3 LA DINAMICA NUCLEAR IMPLICA LA INTERACCION ENTRE LOS
DOMINIOS INTRANUCLEARES

El nlcleo es una estructura dindmica ya que las regiones que lo componen se encuentran
en movimiento constante, cambiando su tamafio y forma, debido al flujo y recambio
constante de sus moléculas en respuesta a sefales celulares (Nagata y Takeyasu, 2007).
Como claro ejemplo de esta dinamica, estan las proteinas y los complejos ARN-proteina
que se encuentran en un flujo constante entre el nucleo y el citoplasma, asi como los
ARNmM y los ribosomas recién ensamblados que son exportados de sus sitios de sintesis
en el nucleo al citoplasma. En cambio, todas las proteinas y factores nucleares que se
sintetizan en el citoplasma (histonas, reguladores de la transcripcién y factores de
splicing, etc.) se importan al nucleo. Por lo antes mencionado, se considera que la
dinamica nuclear es el resultado de procesos de recambio, exportacién e importacién de
moléculas y complejos, todo con la finalidad de permitir y aumentar la eficiencia de sus
procesos biolodgicos (Chubb y Bickmore, 2003).

La dinamica de las regiones intranucleares se ha podido observar y estudiar gracias a
técnicas de microscopia de fluorescencia que permiten visualizar proteinas nucleares in
vivo (Nagata y Takeyasu, 2007). Las técnicas de obtencion de imagenes por microscopia
con reporteros fluorescentes han hecho posible la observacion y el estudio de las

moléculas nucleares en tiempo real (Nagata y Takeyasu, 2007).

Los dominios intranucleares estan siempre en movimiento, ya sea por difusién simple
dentro de un area restringida o mostrando una cinética dependiente del gasto de energia
(Calapez et al., 2002) Este trabajo se ha enfocado en dos dominios intranucleares que
son altamente dinAmicos y estan relacionados directamente entre si: los CBs y el

nucleolo.
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1.4 EL NUCLEOLO

El nucleolo es la estructura mas prominente dentro del nucleo y es claramente distinguible
del resto de las regiones intranucleares, gracias a su iridiscencia (Janicki y Spector, 2003;
Olson, 2001; Scheer y Hock, 1999). Como se mencion0 anteriormente, el nucleolo es la
region intranuclear donde ocurre la biogénesis ribosomal (Spector, 1993); sin embargo, se
ha reportado que contiene algunas moléculas relacionadas con la regulacién del ciclo
celular, extensién del plazo de vida de la célula y regulacién del proceso de apoptosis
(Guarente, 2000; Visintin y Amon, 2000; Cockell y Gasser, 1999).

Desde 1960. se determind que el nucleolo es el sitio donde ocurre la biogénesis ribosomal
(Fatica y Tollervey, 2002; Olson y Dundr, 2001). En células metabdlicamente activas, ya
sea de animales, plantas o levaduras, el nucleolo alberga alrededor de 250 copias de los
genes ribosomales activos, los cuales son responsables de practicamente la mitad de la
produccién de ARN total de la célula (Warner et al.,1972). Estos genes ribosomales estan
localizados en los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos en mamiferos o en las
constricciones secundarias de los cromosomas satelitados en plantas (Cermefio et al.,
1984). Estos sitios genémicos pueden ser detectados en cinco pares de cromosomas
metafasicos denominados regiones organizadoras del nucleolo (Nuclear Organizing
Regions o NORs por sus siglas en inglés). Los NORs pueden ser visualizados por medio
de tincion argéntica, debido a la abundancia de proteinas argiofilicas asociadas (Cermefio
et al., 1984).

Recientemente, se demostr6 que el nucleolo esta involucrado en otras funciones
celulares, ademas de la biogénesis ribosomal (Olson y Dundr, 2005; Carmo-Fonseca et
al., 2000; Olson et al., 2000). Esta premisa se basa en la presencia de
ribonucleoproteinas de reconocimiento de particulas conocidas como particulas de
reconocimiento de sefales (Signal Recognition Particles o SRPs por sus siglas en inglés),
asi como del ARN que las reconoce. Ambos se localizan en sitios no asociados a la
biogénesis ribosomal, ademas de proteinas que interaccionan con virus y ARNmM
poliadenilados (Politz et al, 2002). Aunado a esto, existe la posibilidad de que al menos un
ARNt sea procesado en el nucleolo (Jarrous et al., 1999) y que el spliceosoma de U6 se

localice en algin momento en el nucleolo para ser sometido a metilaciones y

10




CAPITULO |

pseudouridilaciones (Ganot et al., 1999). El nucleolo también podria participar en la
exportacion y/o degradacion del ARNm (Sidebottom y Harris, 1969).

1.4.1 Bases estructurales del nucleolo

Segun Mélése y Xue, el nucleolo se conforma a si mismo en el acto de construir un
ribosoma, siendo la expresion visible de la actividad de los genes ribosomales (Hadjiolov,
1985). La morfologia del nucleolo representa en muchos aspectos la naturaleza de la
expresion genética de cada célula. La mayoria de las células de mamiferos contiene de 1
a 5 nucleolos, cada uno con un diametro entre 0.5 y 5 um (Busch y Smetana, 1970).
Consecuentemente, el tamafio y apariencia del nucleolo varia en relacién a la actividad

celular, actividad metabdlica, proliferacion y diferenciacion.

En el nucleolo existen tres componentes especificos bien delimitados, los cuales pueden
ser identificados al observarlo por medio de microscopia electrénica (Warner, 1999).
Estas regiones se clasifican de la siguiente manera: una regién ligeramente obscurecida
conocida como componente fibrilar (Fibrillar Component 6 FCs por sus siglas en inglés),
que a su vez esta rodeada por el componente fibrilar denso (Dense Fibrillar Components
6 DFCs), el cual puede distinguirse por su mayor concentraciéon de particulas. Estas dos
regiones se encuentran embebidas en una regién rica en pequefias particulas, conocida
como el componente granular (Granular Components 6 GCs) (Scheer y Hock, 1999). En
la figura 1.2 se muestran los esquemas de los nucleolos de células animales y vegetales.
En ambos casos, el nucleolo presenta tres componentes: el componente fibrilar (FC; area
amarilla), el componente fibrilar denso (DFC; &rea rosada) donde estan embebidos los
sitios transcripcionalmente activos y el componente granular (GC; area aqua) el cual
rodea al resto de los componentes (Scheer y Hock, 1999). Dentro del GC se encuentran
los sitios de heterocromatina (circulos azules), compuestos de genes ribosomales
organizados en tdndem. Las cabezas de flecha marcan la periferia nucleolar donde se

suele localizar el PNC, el cual a su vez, es rico con heterocromatina.
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Figura 1.2 Organizacion estructural del nucleolo y comparaciéon entre las
estructuras nucleolares de células animales y vegetales. Modificado de Shaw y
Brown, 2004.

Dentro del nucleolo, la distribucion de las maquinarias que se encuentran involucradas de
forma sucesiva en la biogénesis ribosomal se correlaciona con los diferentes pasos del
procesamiento. El componente fibrilar (FC) es considerado el equivalente en interfase de
las NORs, que son regiones que estan enriquecidas con componentes de la ARN
polimerasa | y factores de transcripcion involucrados en la transcripcion del ADN
ribosomal (como UBF y la ADN topoisomerasa |). Se considera que la transcripcion y el
procesamiento del ARN ribosomal ocurre en el DFC; éste suele marcarse fuertemente con
anticuerpos que reconocen factores de procesamiento del pre-ARN ribosomal, como la
fibrilarina, la nucleolina y U3 snoRNA (Ginisty et al., 1998; Puvion-Dutilleul, 1991; Ochs et
al., 1985). El componente granular (GC) estd compuesto de particulas pre-ribosomales en
diferentes estados de maduracion y factores de ensamblaje de las subunidades
ribosomales grandes y pequefias, como B23 y Nop52 (involucradas en los pasos
intermedios y finales de la biogénesis ribosomal) (Gautier et al., 1994), rodeando al DFC y
al FC (Carmo-Fonseca et al., 2000; Scheer y Hock, 1999).
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Se ha hipotetizado que la transcripcion del ADN ribosomal tiene lugar en el FC (o en la
frontera entre el FC y el DFC) y que los transcritos de ARN ribosomal son
subsecuentemente procesados y modificados en el DFC (Scheer y Hock, 1999). EI ARN
ribosomal procesado es entonces ensamblado con las proteinas ribosomales en el GC
para conformar las subunidades ribosomales (Scheer y Hock, 1999).

Ademas de estos tres componentes, dentro del nucleolo es posible observar cromatina
condensada en pequefios agregados por medio de microscopia de barrido (Junera et al.,
1995). La cantidad global de cromatina intranucleolar es probablemente baja, ya que la
tincion de ADN por medio de DAPI excluye al nucleolo. Un cuarto componente es la
vacuola nucleolar (NV), la cual ha sido observada en algunos nucleolos de plantas y otros
organismos. Hasta ahora la funcién concreta de la vacuola nucleolar se desconoce (Wei
et al., 2003).

Ademas de las funciones antes mencionadas que se atribuyen a cada componente del
nucleolo, se ha reportado que también estd involucrado en otros procesos, como el
silenciamiento genético, la progresion del ciclo celular, la senescencia y la biogénesis de
snARNs y ARNSs de transferencia (Cockell y Gasser, 1999).

Avances recientes en microscopia de luz polarizada y en particular, empleando reporteros
fluorescentes en células vivas han revelado que muchos de los componentes dentro del
nucleolo no son estéticos, sino que tienen un caracter dinamico (Chen y Huang, 2001;
Dundr y Misteli, 2001; Reits y Neefjes, 2001).
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1.4.2 Dindmica del nucleolo

El nucleolo es una estructura dindmica que atraviesa por diferentes ciclos de ensamblaje
y desintegracion durante cada ciclo celular. Después de la mitosis en nucleos en telofase,
el ensamblaje del nucleolo en los NORs es dependiente de la produccion de ARNTr.
Después, el nucleolo permanecera estable siempre y cuando la transcripcién de los genes
ribosomales continde (Lamond y Earnshaw, 1998). A pesar de esta estabilidad estructural,
los estudios de fotoblanqueo muestran que muchas proteinas nucleolares, algunos
snRNPs y snoRNPs no estdn permanentemente anclados dentro del nucleolo, sino que
tienen una gran taza de recambio entre distintas regiones intranucleares (Lamond y
Sleeman, 2003).

Adicionalmente, la identificacion de las proteinas compartidas entre el nucleolo y algunas
regiones intranucleares permite proponer que interactian de manera fisica entre si
(Spector y Lamond, 2001). La pregunta es si dichas regiones y el nucleolo estan
funcionalmente involucrados y por ende, estdn en constante comunicacién. ElI mejor
ejemplo son los CBs, los cuales fueron descubiertos en el nucleo neuronal y fueron

descritos como un “cuerpo accesorio” del nucleolo (Gall, 2003; Gall, 2000; Matera, 1999).

1.5 LOS CUERPOS CAJALES, DOMINIOS PLURIFUNCIONALES

Los cuerpos Cajales son dominios intranucleares que fueron observados y descritos en
1903 por el neurélogo espafol Santiago Ramén y Cajal (Gall, 2003). Estudios posteriores
describieron la presencia de CBs en los ndcleos animales y vegetales, demostrando que
se trata de una estructura conservada (Bassett, 2012). Después de esto, los CBs
permanecieron practicamente ignorados hasta principios de los noventas, cuando

comenzo la caracterizacion molecular de sus componentes.

Dicha caracterizacion determind que los CBs son concentrados de una plétora de
proteinas de control del ciclo celular, factores de transcripcion basales, snRNPs y
pequenos ARNs de los CBs (Small Cajal RNAs o scaRNAs por sus siglas en inglés) con
los que presentan complementariedad de secuencias (Andrade et al., 1991; Raska et al.,
1991). En esta plétora proteica, se encuentra la coilina, la cual fue descrita como el

componente mas abundante de los CBs (Matera y Shpargel, 2006; Andrade et al., 1991;
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Raska et al., 1991) y su anticuerpo de reconocimiento, p80 coilina, se utiliza como su
marcador (Raska et al., 1990).

La coilina contiene dominios de localizacion nuclear y nucleolar: un dominio rico en
arginina y glicina, similar al dominio GAR de la fibrilarina, asi como un dominio de auto-
interaccion que facilita la formacién de CBs (Hebert y Matera, 2000). La formacién de los
CBs depende, en parte, de los dominios de auto interaccion y las modificaciones
postraduccionales de la coilina. La hiper-fosforilacion reduce de manera considerable la
auto interaccién presente entre coilinas, lo que lleva al desmantelamiento de los CBs
durante la mitosis (Hebert y Matera, 2000). La funcion biol6gica de la coilina dentro de los
CBs sigue siendo un misterio. Se ha propuesto que la coilina tiene un papel en el
mecanismo que se encarga de la deteccibn y/o reparacion de las estructuras
centroméricas inestables durante la interfase (Morency et al., 2007) y que su tincién difusa
en el nucleoplasma es evidencia de una actividad independiente a los CBs que aun no ha

sido descrita (Matera y Frey, 1998).

Se ha reportado la presencia de CBs adyacentes a los loci de los genes codificantes para
histonas en células humanas y murinas (Matera, 1999). Ademas de estos loci, los clusters
de genes codificantes para los snoRNAs U1, U2 y U3 colocalizan con los CBs en células
humanas en interfase (Matera y Frey, 1998).

Aunque las bases biol6gicas para entender las asociaciones observadas entre los CBs y
los locis mencionados anteriormente permanecen inciertas, ha habido cierto progreso en
el entendimiento de los mecanismos por los cuales estas interacciones tienen lugar. Una
de ellas es que los CBs se observan en estos loci cuando éstos estan
transcripcionalmente activos (Frey et al., 1999). Esto sugiere que los CBs podrian facilitar
la comunicacion entre la maquinaria de ensamblaje de los SnRNPs y los transcritos recién
sintetizados. Otros descubrimientos determinan que los CBs son reclutados
simultdneamente por varios loci (Frey et al., 1999; Smith et al., 1995), lo que da lugar a la
posibilidad de su participacion en la regulacion con retroalimentacion coordinada (Matera
et al., 1995).
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1.5.1 Ladindmica de los cuerpos Cajales

Un supuesto importante en el modelo de reclutamiento de los CBs y su posible
participacion en los procesos antes descritos es que éstos deben ser capaces de
moverse. Observaciones hechas en células vivas de coilina fusionada con una GFP
demostraron que los CBs son estructuras que pueden moverse hacia y a través del
nucleolo, o de manera adyacente al PNC (Platani et al., 2000; Boudonck et al., 1999),
transportarse a través del nucleoplasma. Ocasionalmente dos CBs pueden llegar a
fusionarse o un sélo CB puede dividirse en dos cuerpos individuales (Lamond y Sleeman,

2003; Platani et al., 2000), fendmeno conocido como “budding off” (Snaar et al., 2000).

Aunque es posible que los CBs tengan la capacidad de moverse independientemente, no
hay que dejar de lado la posibilidad de que podrian estar anclados a la cromatina de una
manera ATP-dependiente y ser transcripcionalmente dependientes (Platani et al, 2002).
Se han observado proteinas nucleolares en los CBs, por lo que se considera que existe
un intercambio activo entre el nucleolo y los CBs (Platani et al., 2000), ademas de que
una de las principales funciones del CB parece ser la maduracién de los complejos
snRNPs y snoRNPs. Estos al ser recién sintetizados, se acumulan de manera transitoria
antes de concentrarse ya sea en las manchas nucleares o en el nucleolo,

respectivamente.

Los datos previos permiten especular que la dindmica que presentan los CBs se trata de

un mecanismo regulado y relevante para los procesos nucleolares.
1.6 EL NUCLEOLO Y LOS CUERPOS CAJALES

Como se mencion6 anteriormente, los CBs se encuentran cerca del nucleolo o unidos
fisicamente a él (Sleeman et al., 1998; Bohmann et al., 1995). Una funcién alternativa,
pero no mutuamente excluyente, de la actividad de los CBs es que podrian ser los sitios
de ensamblaje para las maquinarias de transcripcién que trabajan en el nucleolo (Gall,
2000; Hebert & Matera, 2000). La observacion de que factores involucrados en la
transcripcion, ensamblaje de la cola de poli A, splicing, poliadenilacion y plegamiento del
pre-ARNm se envian hacia los CBs en el ovocito (Gall et al., 1999) permite sugerir que la

maquinaria de la ARN polimerasa Il se pre-ensamblan en los CBs junto con otros
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elementos de la maquinaria de procesamiento para formar grupos de subunidades
transcripcionalmente competentes, definidos como transcriptosomas de la ARN
polimerasa |l. La existencia de estas maquinarias acopladas fue descrita recientemente
(Bentley, 1999; Jackson et al., 1998).

La localizacion de algunos de los componentes de las ARN polimerasa | y ARN
polimerasa Ill en CBs indica que éstos podrian funcionar como una plataforma de
ensamblaje para los transcriptosomas (Gall, 2000; Gall et al., 1999) que serian enviados
al nucleolo. Se ha propuesto que la fibrilarina funciona como un eslabén molecular entre
el nucleolo y el CB, actuando como un chaperdn para otras moléculas (Isaac et al., 1998).
Esta proteina ha sido observada de manera transitoria en los CBs y a su vez, con un

caracter mas estable en el nucleolo, donde presenta una distribucién especifica.
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1.7 LA FIBRILARINA

El nucleolo esta conformado en parte por proteinas que participan en la biogénesis
ribosomal, siendo una de ellas la fibrilarina (Amin et al., 2007; Goessens, 1984). Esta
metiltransferasa es requerida para consolidar la morfologia normal del nucleo y regular el

correcto desarrollo celular (Amin et al., 2007).

La fibrilarina se localiza dentro del nucleolo, especificamente dentro del DFC y en las
fronteras que lo separan del FC (Puvion-Dutilleul et al., 1997), donde patrticipa en los
primeros pasos de la transcripcion del pre-ARN ribosomal formando parte del complejo U3
snoRNP, responsable de la metilacién de los sitios especificos 2’-O-ribosa y de su
plegamiento (Amin et al., 2007; Ghosh et al., 2001; Fatica et al., 2000; Hernandez-Verdun,
1991; Ochs et al., 1985). En esta region, la fibrilarina interactda con PIP2 (Sobol et al.,
2013; Yildirim et al., 2013).

La fibrilarina esta presente en todos los organismos eucariotas, presentando en general
una secuencia y estructura conservadas. Se presentan varias copias de su gen en los
genomas de plantas (Rodriguez-Corona et al., 2015) y ademas, se encuentra también en

arqueas.
1.7.1 Funciones de la fibrilarina

La fibrilarina es una metiltransferasa que cataliza la transferencia de un grupo metilo de la
S-adenosil metionina (SAM) al grupo 2’-hidroxi de la ribosa blanco en el pre-ARNr (Zhang
et al., 2013). Se divide en dos secciones generales: el extremo N-terminal y el dominio
metiltransferasa o C-terminal, tiene una masa molecular similar entre diversas especies
(33 — 36 kDa) y esta involucrada en mdultiples aspectos de la biogénesis del ARNr (Eichler
y Craig, 1994). Es una proteina altamente conservada desde el punto de vista evolutivo,
con base en su secuencia de aminoacidos, estructura y funciéon (Reichow et al., 2007; Pih
et al.,, 2000; Wang et al., 2000; Aris y Blobel, 1991). En la figura 1.3 se presenta un

esquema de la estructura y dominios de la fibrilarina.
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1.7.2 Dominios de la fibrilarina
e Dominio GAR

El extremo N-terminal, compuesto de 80 residuos, comprende un sitio rico en glicina y
arginina, conocido como dominio GAR (Aris y Blobel, 1991; Lapeyre et al., 1990). Este
dominio es metilado en sus residuos de arginina (Ochs et al., 1985) y es responsable de
la interaccion entre la fibrilarina con las proteinas SMN y la RNA DEAD box helicasa
(cuyo nombre proviene de la abreviatura de su motivo de aminoacidos caracteristico:
Asp-Glu-Ala-Asp) (Jones et al., 2001; Nicol et al., 2000). El dominio GAR esta ausente en
la fibrilarina de arqueas (Lapeyre et al., 1990). En la figura 1.3 se observa que el extremo
N-terminal esta conformado por el dominio GAR que esta delimitado con un bloque azul y

la regién espaciadora que se muestra en una barra gris.
e Motivo de union al ARN (RNA Binding Motif o RBM por sus siglas en inglés)

Esta localizado en el centro de la proteina, se trata de una secuencia de alrededor de 90
residuos aminoacidicos que asemeja el dominio RBM de varios snRNPs, el cual junto con
el dominio C-terminal a-hélice constituyen un dominio similar a metiltransferasa que
cataliza la transferencia de un grupo metilo de la S-adenosil metionina (SAM) (Wang et
al., 2000; Aris y Blobel, 1991). En la figura 1.3 se aprecia que el dominio metiltransferasa
esta compuesto por el dominio central (R) marcado con un bloque morado y el dominio a-
hélice marcado con un bloque amarillo. Dentro del dominio central se encuentra el motivo
RBM o de unién al ARN conformado por el octdmero GCVYAVEF; a su vez, las barras

rojas marcan las zonas de unién especifica al ARN.
e Dominio C-terminal rico en a-hélices

Compuesto por alrededor de 30 residuos, se considera que este dominio es el
responsable de la localizacién de la fibrilarina a los CBs. Sin embargo, el destino final de
la fibrilarina estara condicionado, en ambos casos, por la presencia de las regiones de
union al ARN (Snaar et al., 2000). La presencia de las regiones de union al ARN parecen
ser un prerrequisito para que la fibrilarina pueda dirigirse a sus regiones intranucleares

(CBs y nucleolos) de manera correcta (Snaar et al., 2000).
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Figura 1.3 Representacion esquematica de la estructura y dominios de la
fibrilarina (los numeros representan el numero de los aminoacidos en la
secuencia que componen los dominios). Modificado de Loza-Muller et al., 2015;
Rakitina et al., 2011.

1.7.3 Lafibrilarina en plantas

En plantas, la fibrilarina fue identificada en primera instancia como un mediador de la
maquinaria de transcripcion de la ARN polimerasa Il (Backstrom et al., 2007). Se han
determinado dos sitios de union al ARN en las dos fibrilarinas reportadas en Arabidopsis
thalina (Rakitina et al., 2011). La fibrilarina de plantas est4 también involucrada en el

procesamiento del ARN ribosomal (Saez-Vasquez et al., 2004).

En el ciclo de vida de los umbravirus, se ha descrito que se requiere a la fibrilarina para su
proliferacion. Se observa que la fibrilarina se redistribuye en el citoplasma tras la infeccion
y participa en la formacion de ribonucleoproteinas virales que permiten su transporte a

través del floema, resultando en la infeccion sistémica de la planta (Kim et al., 2007).

20




CAPITULO |

1.7.4 Dinamica de lafibrilarina entre el nucleolo y los cuerpos Cajales

Se ha propuesto que la fibrilarina funciona como un eslab6n molecular entre los nucleolos
y los CBs (Platani, 2000; Isaac et al.,1998). Como se observa en la figura 1.4-A, el
movimiento de la fibrilarina en cuestion de segundos, a través del nucleoplasma de los
nucleolos hacia los CBs y viceversa, sugiere que ésta se transporta entre ambas regiones
més de una vez durante su periodo activo (Gall, 2000). Dicho transporte podria suceder
después de cada acto funcional, por ejemplo, un suceso de transcripcién o al terminar el
procesamiento del pre-ARN ribosomal (Chen y Huang, 2001). Por otro lado, en la figura
1.4-B se esquematiza cémo la fibrilarina dispersa en el nucleoplasma se dirige al nucleolo
donde se concentra en mayor cantidad (Snaar et al., 2000). En la figura 1.4-C se observa
que después de un evento de fotoblanqueo, la fibrilarina presenta tasas de recambio entre
el nucleolo y las zonas circundantes, esto se ha demostrado por medio de ensayos de

fotoblanqueo (Snaar et al., 2000).

Nucleoplasma

Nucleolo ’

Fibrilarina

Cuerpos Cajales

Otras regiones
intranucleares

Envoltura nuclear

Figura 1.4 La fibrilarina viaja entre los nucleolos y los CBs. Modificado de

Nagata y Takeyasu, 2007.
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Las proteinas nucleolares fibrilarina, nucleolina y B23 son consideradas de movimiento
relativamente rapido, en comparacion con las proteinas estructurales como las histonas
(Chen y Huang, 2001; Phair y Misteli, 2000) asi como las proteinas de los compartimentos
perinucleares (Huang et al., 1998). Por otro lado, los factores de transcripcion CF,
SF2/ASF, SC35 (Phair y Misteli, 2000) y las proteinas presentes en los CBs, coilina y
SMN presentan un movimiento réapido, similar al de la fibrilarina (Handwerger et al., 2005;
Sleeman et al., 2003).

1.8 ESTUDIO DE LA DINAMICA PROTEICA POR MEDIO DE REPORTEROS
FLUORESCENTES Y TECNICAS DE FOTOBLANQUEO

El desarrollo de una variedad de acarreadores y reporteros fluorescentes, en conjunto con
el mejoramiento de los equipos de microscopia y las técnicas de obtencién de imagenes,

han permitido importantes e interesantes avances en el estudio de la dinamica nuclear.

Entre los principales reporteros fluorescentes estan los agentes intercalantes de afinidad
exclusiva al ADN, como DAPI, Hoechst, YOYO-1, entre otros. Las ventajas de estos
acarreadores quimicos son: i. la mayoria tiene un efecto minimo o nulo en la viabilidad de
las células; ii. su tamafio es tan pequefio que pueden cruzar tanto la membrana
plasmatica como la pared celular facilmente y difundirse a través de la célula, y iii. pueden
usarse para la obtencién de imagenes de células in vivo. Para el estudio de la dinamica

proteica, la proteina GFP y sus derivados han sido las herramientas mas Uutiles.

Una de las principales técnicas especializadas en el estudio de la dinAmica de proteinas
dentro del nucleo es el ensayo de recuperacion de la fluorescencia después de
fotoblanqueo (FRAP, por sus siglas en inglés). Los analisis de FRAP pueden medir la
movilidad intranuclear de proteinas marcadas con reporteros fluorescentes (Lippincott-
Schwartz et al., 2001). Esta tecnologia aplicada al estudio de la dinamica nuclear y su
compartamentalizacion ha ayudado a comprender la dinamica de diferentes componentes
nucleares como histonas, factores de transcripcion, proteinas que interaccionan con el

ADN y ARN, factores de splicing y receptores nucleares (Phair, 2001).
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1.8.1 FRAP: Ensayo de recuperacion de la fluorescencia después de fotoblanqueo

La recuperacion de la fluorescencia después de fotoblanqueo (Fluorescence Recovery
After Photobleaching o FRAP por sus siglas en inglés) se utiliza para cuantificar la
movilidad de moléculas de interés dentro de las células vivas. La direccion y sentido del
movimiento de dos moléculas marcadas con un fluoréforo en regiones de ~10 ym? dentro
de una misma célula pueden ser observadas y descritas empleando este analisis (Axelrod
et al., 1976).

En un experimento de FRAP convencional, se selecciona una region de interés (REI)
donde se expresa una proteina que ha sido acoplada a un reportero fluorescente. Esta es
blanqueada por medio de uno o mudltiples disparos de luz de alta energia. Después, la
region blanqueada es monitoreada para cuantificar la recuperacion de la fluorescencia en
funcién del tiempo. El proceso de recuperacion ocurre por reemplazo del fluoréforo en la
zona blanqueada por transporte lateral de la superficie circundante. Los datos obtenidos
por FRAP se analizan por medio de modelos cinéticos de difusién proteica o curvas de

recuperacion de la fluorescencia (Axelrod et al., 1976).

Debido a que la REI sometida a blanqueo esta compuesta por una fraccibn mévil y otra
inmovil, la curva de recuperacion no siempre alcanzara el nivel de intensidad fluorescente
original. El nivel que alcanza la meseta suele estabilizarse en un nivel menor al
determinado antes del blanqueo lo cual se debe a que sélo se recuperara la fluorescencia
de la fracciébn movil. Por lo tanto, es importante considerar que la fraccién inmovil de la
REI no contribuye a la recuperacion de la fluorescencia, y al mismo tiempo, no
proporciona sitios de entrada libres para la entrada de proteinas fluorescentes no
blanqueadas que podrian migrar de otras regiones intranucleares (Bellmann, 1974).
Tomando esto en cuenta, las mediciones obtenidas a partir de la cuantificacion de la

fraccion movil, proporcionan un perfil real de la dinamica de la proteina de interés.
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1.8.2 Modelos cinéticos de difusién proteica o curvas de recuperaciéon de la

fluorescencia

Los modelos cinéticos de difusién proteica o curvas de recuperacion de la fluorescencia
permiten la interpretacion grafica de un experimento de FRAP. Como se esquematiza en
la figura 1.5, antes de comenzar el experimento, se determina la fluorescencia inicial del
REI y se le otorga el valor de 1.0. El REI es fotoblanqueado completamente y monitoreado
durante el transcurso del tiempo (s) para registrar un incremento consecuente de la
fluorescencia, el cual sera representado por un valor de media maxima o Ty, el cual
provee la informacibn necesaria para determinar un coeficiente de difusion. La
recuperacion de la fluorescencia se ve reflejada en una curva logaritmica. Esta curva
alcanza una meseta una vez que la recuperacién ha llegado a su maximo, dicha meseta

nos permite diferenciar una fraccion maovil (Y) e inmaévil (X -Y) (Axelrod et al., 1976).

Recuperacion

Fraccion inmovil

Fraccion movil

Intensidad de la fluorescencia

h 4
_____<—|Vidamediav,
i Intensidad de Fondo
I Tiempo
-10s 0s 10 s 205 30s 40 s (segundos)

Figura 1.5 Representacion grafica de un experimento de FRAP y de los

datos que pueden obtenerse a partir de él.
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Para calcular el porcentaje de recuperacion se emplea la férmula: (Y/X) x100 = % de
recuperacion. En la figura 1.5, la cantidad de fluorescencia perdida por fotoblanqueo es X
y la cantidad recuperada es Y. En la practica, el porcentaje de recuperacion casi nunca
alcanza el 100 %. La movilidad de la molécula se ve determinada por la pendiente de la
curva (Fritzsche y Charras, 2015). Mientras la pendiente sea mas pronunciada, la
recuperacion de la fluorescencia sera mas rapida y por lo tanto, las moléculas se moveran

con mayor rapidez.
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HIPOTESIS

1. Lafibrilarina es una proteina nuclear que se localiza principalmente en el nucleolo
y en los CBs, donde presenta una dinamica especifica que se vera alterada por la
presencia de mutaciones puntuales que afectardn su interaccibn con

fosfoinositidos nucleares.

2. La fibrilarina de C. chinense mantiene una localizacion similar a la de la fibrilarina

humana bajo condiciones de cultivo in vitro.
OBJETIVOS GENERALES

1. Comparar la dinAmica de la fibrilarina humana silvestre con mutantes puntuales

del dominio GAR en células Hela.
2. Determinar la localizacién de la fibrilarina de Capsicum chinense.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Localizar a la fibrilarina nativa y quimérica en ambos modelos.

2. Describir la dinAmica de la fibrilarina de C. chinense en células de chile transformadas

transitoriamente con el vector pK7RWG2,0::CcFib.

3. Describir la dinAmica de la fibrilarina humana silvestre y sus mutantes implementando
el andlisis de FRAP.

JUSTIFICACION

La interaccion de la fibrilarina con diversos fosfoinositidos difiere en organismos vegetales
y animales. Ademas, se desconocen los efectos que los fosfoinositidos nucleares podrian
tener sobre el caracter dinAmico de la fibrilarina. Considerando que la generacién de
mutaciones puntuales en los residuos que interaccionan con fosfoinositidos dentro del
dominio GAR de la fibrilarina tendra un efecto en su dindmica entonces sera posible
recopilar informacion que ayude a comprender a mayor detalle la naturaleza de esta

proteina nuclear y cudles son las pautas que rigen sus funciones y comportamiento.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo este estudio se siguio la estrategia experimental mostrada en la figura
1.6, el cultivo de células en suspensiéon de C. chinense fue proporcionado por el
laboratorio de la Dra. Maria de Lourdes Miranda Ham. El cultivo de células HelLa fue

proporcionado por el Institute of Molecular Genetics of the ASCR.

Clonacién de la fibrilarina de C. chinense Obtencion de vectores de expresion de
en un vector de expresion acoplada a una fibrilarina silvestre y mutantes puntuales
RFP en GAR acoplada a GFP
Transformacion transitoria de células en Transformacion transitoria de células
suspension de C. chinense Hela

\/

Comparar la localizacion de la fibrilarina nativa
con la fibrilarina quimérica en cada sistema

Implementacion de ensayos FRAP

Andlisis y discusion de resultados

Figura 1.6 Diagrama de flujo que esquematiza la estrategia experimental para

analizar la dindmica de la fibrilarina en células de C. chinense y Hela.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

2.1 ANALISIS FILOGENETICOS DE LA FIBRILARINA

2.1.1 Alineamiento de secuencias de fibrilarina reportadas en plantas y analisis
filogenéticos

Se llevé a cabo una busqueda exhaustiva de secuencias de fibrilarina reportadas en
plantas en las bases de datos de NCBI, Pepper Genome®, Sol Genomics Network® y
Spud DB®. Se obtuvieron un total de 52 secuencias con el nombre de fibrilarina 0 como

“probable mediador de la transcripcidon de la ARN polimerasa II”.

Utilizando estas secuencias de aminoacidos en formato FASTA, se realizé un
alineamiento empleando el software MEGA 6.06® y el método MUSCLE “Multiple
Sequence Comparison by Log-Expectation”. Este alineamiento utilizé la funcién “Best
DNA, protein model” empleando el método estadistico de maxima similitud para
determinar al modelo de sustitucion Jones-Taylor-Thornton con distribucién gama
(JTT+G) como el mas apto para el andlisis. Con esta informacion, se realizé un andlisis de
reconstruccion filogenética empleando el método de Boostrap con 1000 réplicas. Se utilizé
el método de Nearest-Neighbor-Interchange para generar un arbol base por Neighbor

Joining.

Los alineamientos se utilizaron para cuantificar los porcentajes de similitud entre las
secuencias. Posteriormente, este mismo método se utilizé para realizar alineamientos
para cada dominio por separado con la finalidad de determinar qué dominios de la
fibrilarina presentaban mas diferencias y cuales tenian un mayor grado de similitud. Para
identificar la extension de los dominios, se tom6 como base la secuencia de aminoacidos

de lafibrilarina 1 reportada para A. thaliana (Rakitina et al., 2011).
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2.2 CONSTRUCCION DEL VECTOR BINARIO pK7RWG2,0::CcFib PARA LA
EXPRESION DE LA FIBRILARINA DE C. chinense ACOPLADA A UNA RFP

2.2.1 Obtencion de la secuencia de fibrilarina de Capsicum

La secuencia de fibrilarina reportada para el género Capsicum se obtuvo de la base de
datos Pepper Genome®, donde esta representado el genoma completo de C. annuum
variedades Zunla y Glabriusculum-Chiltepin. Empleando la secuencia de fibrilarina de A.
thaliana (Rakitina et al., 2011), se realiz6 un BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool-
Nucleotides) en la base de datos CDS (Coding DNA Sequence) para encontrar la
secuencia del ADN codificante. De esta forma se obtuvo el locus del gen:
Capana03g002188 [mMRNA] locus=Chr03:52710946:52714135:-. En la direccibn antes
mencionada, se encontrd la secuencia del ARNm para la fibrilarina de C. annuum en la

base de datos de CDS especifica para el cromosoma 3.
2.2.2 Amplificacién de la secuencia de fibrilarina de C. chinense

Utilizando como base a la secuencia de la fibrilarina de C. annuum, se disefaron
cebadores especificos para amplificar esta secuencia en C. chinense. Las secuencias de
cada cebador fueron las siguientes: CaFib_Fwd.- 5ATG GTT GCA CCA ACT AGA
GGT3'. CaFib_Rvs.- 5GGC AGC AGC CTT TTG CTT CTT3'. Los cebadores fueron

analizados en el software FastPCR® previo a ser sintetizados.

Se realiz6 una extraccion de ARN total de C. chinense, el cual se utiliz6 para sintetizar
ADNc de cadena sencilla con el kit M-MLV Reverse Transcriptase (PROMEGA®). El
ADNCc obtenido fue amplificado por medio del siguiente programa de PCR: La muestra fue
sometida a una desnaturalizacion inicial de diez minutos a 94°C. Inmediatamente, se
prosiguié a 35 ciclos compuestos por las siguiente serie de temperaturas un minuto a
94°C (desnaturalizacion), 30 segundos a 60°C (alineamiento) y 30 segundos a 72°C
(extension). Transcurridos los 35 ciclos se pas6 a una extension final de diez minutos a
72°C. El producto de PCR fue analizado en un gel de agarosa al 1% (p/v); La banda

esperada de 945 pb fue cortada y purificada.
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2.2.2.1 Ligacién de producto de PCR en pJET1.2/blunt®

El producto de PCR fue ligado en el vector pJET1.2/blunt® (ThermoScientific®). Células
competentes de E. coli cepa DH5a fueron transformadas con el producto de ligacion y
sembradas en placas con ampicilina para su incubaciéon durante 16 horas a 37°C. Se
seleccionaron 10 colonias, producto de la transformacion, para extraer el plasmido por
medio de minipreps. Los productos de extraccion fueron analizados en un gel de agarosa,
donde se seleccionaron cinco clonas candidatas para digestion con la enzima Bgl I, que

libera el inserto completo.
2.2.2.2 Secuenciacién de clonas positivas y verificacién de integridad del inserto

Las clonas que resultaron positivas después de la digestion fueron enviadas al Instituto de
Gendmica de la Universidad de Clemson (CUGI), Carolina del Sur para su secuenciacion

por medio de Sanger Sequencing®.

El resultado de la secuenciacion de cada clona fue analizado por medio de un
alineamiento independiente con la secuencia de fibrilarina de C. annuum (Pepper
Genome®). Una vez que se determind qué clona contaba con la secuencia integrada,
tanto ésta como la secuencia de C. annuum, fueron sometidas a una traduccioén in silico
para alinear las secuencias de aminoacidos resultantes. Una vez que se conté con la
secuencia de C. chinense, se realizaron dos analisis filogenéticos adicionales: uno
comparando a la fibrilarina de C. chinense con el resto de las Solanaceas y otro

comparandola con la fibrilarina humana, de Arabidopsis y de levadura.

Una vez que se determiné qué clona contaba con el inserto completo, se realiz6 una
estandarizacion de PCR utilizando dicho vector (pJET-CcFib) como templete y se

almacenaron alicuotas de la cepa transformada y del vector puro como reserva.

31




CAPITULO II

2.2.3 Construccién de vector pK7RWG2.0::CcFib utilizando la tecnologia GATEWAY

Para introducir la secuencia de la fibrilarina de C. chinense (clonada en pJET1.2/blunt®)
dentro del vector binario pK7RWG2.0, se utiliz6 la tecnologia GATEWAY de
recombinacion sitio especifica. Como se puede apreciar en la figura 2.1, se afiadieron las
cajas parciales 12 attB1 (A AAA AGC AGG CT kozak: A ACC) y GGGG-attB2 (AGA AAG
CTG GGT) a los cebadores CcFib_Fwd y CcFib_Rvs, respectivamente.

CcFib_FWD-attBl

12 attB1 koz&l I Fwd CcFib ‘
5 A AAA AGC AGG CTA ACC ATG GTT GCA CCA ACT AGA GGT =
Coddn de
inicio

CcFib_RVS-attB2 (Secuencia complementaria de CcFib)
GGGG-attB2 RVS CcFib

[ i 1
s' AGA AAG CTG GGTGGCAGCAGCCTTTTGCTTCTT 2

Figura 2.1 Cebadores especificos para llevar a cabo la recombinacion sitio

especifica de la fibrilarina dentro del primer vector de expresiéon pDONR221.

Se llevo a cabo una primera PCR utilizando el vector pJET1.2/blunt® con la secuencia de
fibrilarina de C. chinense como templete y los cebadores CcFib_FWD-attB1 y CcFib_RVS-
attB2. El producto de PCR obtenido fue empleado para la recombinacion sitio especifica
con el vector de expresiéon bacteriana pDONR221 como destino, como se muestra en la
figura 2.2.
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Modificacion de los extremos

% de la secuencia. PCR con cebadores

» De CcFib modificados con
extremos attB’

Fwd

Recombinacion
sitio especifica

attR2

Sitios de
recombinacion

attB2 (C-terminal)
s Tratamiento con
proteinasa K. %
attR1 .
pDONR221 attB1 (N-terminal)
Promotor 35S

Recombinacion Vector de expresion
sitio especifica Bacteriano

GATEWAY® Technology

Vector destino

pK7RWG2::CcFib

Figura 2.2 Esquema que ilustra el proceso de recombinacion sitio especifica.

El vector pDONR221 fue utilizado para transformar células de E. coli de la cepa DH5aq,
posteriormente se purificd el vector y verifico la presencia del inserto por medio de PCR.
Se llevd a cabo una segunda recombinacion sitio especifica hacia el vector destino
pK7RWG2.0, vector binario de expresion acoplada a una RFP. Dicho vector fue

almacenado en bacterias DH5a para su posterior purificacién y secuenciacion.

2.2.3.1 Secuenciacion de vector binario pK7RWG2::CcFib y verificacién de la

integridad del inserto

Después de su purificacién, el producto final del proceso de recombinacion sitio especifica
fue analizado por secuenciacién Sanger. Los candidatos seleccionados para secuenciar

fueron aquellos que resultaron positivos después de ser analizados por PCR.

Los resultados de la secuenciacion fueron alineados respecto a sus secuencias de pares
de bases y de aminoacidos de manera independiente, con la secuencia de fibrilarina de C.

chinense.
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2.3 MODELOS CELULARES
2.3.1 CULTIVO EN SUSPENSION DE C. chinense
2.3.1.1 Origen y mantenimiento

El cultivo en suspension de C. chinense Jacq. proveniente de callos inducidos a partir de
tejido foliar, fue establecido en el laboratorio de la Dra. Maria de Lourdes Miranda Ham de
la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas. Se utiliz6 medio MS (Murashige
y Skoog, 1962) adicionado con 2,4-D (1 mg/ml) y cinetina (1 mg/ml). Se establecieron las
condiciones del cultivo a una temperatura de 25 °C, en agitacién constante de 100 rpm y
en condiciones de luz continua. Para su mantenimiento, el cultivo fue subcultivado cada

21 dias en medio MS enriquecido fresco.
2.3.1.2 Curva de crecimiento del cultivo en suspension de C. chinense

Para determinar el crecimiento del cultivo en suspension de C. chinense, se realizaron
curvas en las que se indico el aumento de biomasa en la suspensién, tomando muestras
por triplicado para peso fresco y peso seco cada dos dias durante 40 dias. Para
determinar el peso fresco se filtré el contenido completo de un matraz de cultivo por medio
de vacio. El material biologico fue pesado y posteriormente colocado en la estufa a 50 °C
durante 48 horas para su deshidratacion total. Después se determind el peso seco de las
tres replicas biol6gicas. Al mismo tiempo, se midio el pH de cada matraz para registrar los

cambios en este parametro.

Los datos registrados se graficaron para la obtencion de la curva de crecimiento
caracteristica de este cultivo, la cual se utilizé para calcular el indice de crecimiento (IC) y
la tasa de crecimiento especifica (). El indice de crecimiento (IC) es la estimacion relativa
de la capacidad de crecimiento de un cultivo, correlaciona los datos de biomasa obtenidos
durante el tiempo de toma de muestras con las condiciones iniciales. Se calcula como el
rango de la biomasa inicial y acumulada. En el caso de u se refiere a la pendiente de la
curva y se define como el rango de incremento de biomasa en una poblacion celular por
unidad de concentracion de biomasa. Este valor fue utilizado posteriormente para calcular

el tiempo de duplicacién (td) del cultivo (Loyola-Vargas y Véazquez-Flota, 2006). Las
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férmulas utilizadas para calcular estos parametros fueron las siguientes:

indice de crecimiento (para peso fresco 0 seco):

W — W,
Gl=—F_—0
Wo
Donde:
W; = Peso final
W= Peso inicial
Tasa de crecimiento especifica (L):
Inx — Inx;
M= ;

Dénde:
Xo = Peso inicial o densidad celular inicial
X = biomasa en el tiempo t

t = tiempo de cultivo transcurrido (dias 0 24 horas)

Tiempo de duplicacion (td):
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2.3.1.3 Caracterizacion morfologica de las células en suspensién de C. chinense

Para obtener una caracterizacion morfolégica basica de las células en suspension, se
utilizé un cultivo de dos semanas después de la resiembra. Se tomaron 500 pl de células
disgregadas, colocandolos en un tubo eppendorf y se agregaron dos pl de DAPI (100
mg/ml) para la observacion de nucleos. La muestra se incub6 con agitacion y en luz
continua durante una hora. En paralelo, se realizé otra preparacion, pero a ésta se
afadieron dos pl de calcofldor y se incub6d durante una hora bajo las mismas condiciones
para la observacion de pared celular. Las muestras se prepararon en laminillas
previamente tratadas con poli-L-lisina, utilizando mowiol al 10% (v/v) para montar el
cubreobjetos y se dejaron secar 12 horas. Las preparaciones fueron observadas en un
microscopio confocal. Se tomaron fotografias en el campo de luz visible, en el campo de
461 nm para deteccién de nucleos (acidos nucleicos) marcados con DAPI y pared celular

en aquellas marcadas con calcofltor, y en 700 nm, para deteccidn de autofluorescencia.
2.3.1.4 Inmunofluorescencia en células de cultivo en suspension de C. chinense

Se utiliz6 una muestra de un g de peso fresco de células en suspension para el
tratamiento de inmunofluorescencia. Cada muestra fue sometida a una deshidratacion en
gradiente de alcohol, comenzando con alcohol al 30% (v/v) y aumentando la
concentracion cada hora en un 10% (v/v) hasta llegar a etanol absoluto (100% V/v),
proceso que tomo ocho horas. Inmediatamente se prosiguié con una incubacion en
butanol durante seis horas. La inclusiébn en parafina se llevé a cabo realizando tres
cambios de parafina cada dos horas para eliminar el butanol. Los bloques de parafina
fueron etiquetados por dia de toma de muestra y almacenados para la posterior

realizacion de cortes.

Se realizaron los cortes de cada muestra por triplicado para posteriormente ser sometidas
a desparafinacion. Para llevar a cabo el marcaje fluorescente de las células en
suspension de C. chinense, las muestras fueron incubadas con tres anticuerpos primarios
durante 12 horas a 4 °C: Anti-fibrilarina de raton, anti Dominio PLC y anti Dominio PH para
identificacion de fosfoinositidos. Posteriormente se realizé la incubacion con anticuerpos

secundarios obtenidos de conejo durante dos horas a 25 °C.
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Luego de la incubacion con los anticuerpos, las muestras fueron lavadas tres veces con
PBS, retirando el exceso de la solucién por pipeteo. Las muestras se montaron con
mowiol + DAPI al 10%. Posteriormente, se dejaron secar durante 12 horas para su
observacion al microscopio (555 nm para fibrilarina y 647 nm para PLC y PH).

2.3.1.5 Transformacién transitoria del cultivo de células en suspensién de C.
chinense con el vector pK7RWG2.0::CcFib

Para la transformacion transitoria del cultivo en suspensién de C. chinense se probaron

los siguientes métodos:

2.3.1.5.1 Obtencion de protoplastos de células en suspension de C. chinense y
transformacién por choque térmico en presencia de PEG o por sonicacion

Se filtr6 la totalidad del paquete celular de un matraz de cultivo en suspension de C.
chinense en condiciones estériles. Se colocé un gramo de estas células en una caja de
Petri con 10 ml de medio para protoplastos (sorbitol 450 mM, KCI 123 mM, sacarosa 87
UM, CacCl, anhidrido 6 mM, NH4;NO3; 10 mM, KH,PO, 625 uM, MES 5 mM, pH 5.6). El
medio fue enriquecido con un coctel enzimatico conformado por 0.01 g de celulasa, 0.001
g de pectinasa y 0.001 g de driselasa. El cultivo fue incubado a 25 © C durante 16 horas a
100 rpm en oscuridad. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, los protoplastos
fueron lavados por triplicado. Después de su sedimentacion el medio fue retirado por
pipeteo y reemplazado por medio para protoplastos libre de enzimas. Los protoplastos
fueron tefiidos con azul de Evans y observados al microscopio para determinar su
viabilidad.

Los protoplastos obtenidos fueron utilizados para los ensayos de transformacion por
choque térmico en presencia de PEG o por sonicacién. Como se esquematiza en la figura
2.3, se utilizaron tres concentraciones de PEG (15, 30 y 60% v/v) en presencia de 100 ug
del vector pK7TRWG2::CcFib, el choque térmico a 42 ° C fue de 90 segundos. En el caso
de la transformacion por sonicacion, los protoplastos fueron colocados en tubos eppendorf
a los que les adicion6 espermidina 10% (v/v), EDTA 10 mM y 100 pg del vector
pK7RWG2::CcFib. Fueron sometidos a sonicacion en bafio humedo durante cinco

segundos. Después de ambos tratamientos, los protoplastos fueron subcultivados en
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cajas Petri con medio para protoplastos libre de enzimas. Se tomaron muestras de cada
tratamiento después de 24, 36 y 48 horas de incubacion para buscar evidencia de
transformacién. Cada ensayo de transformacion fue repetido siete veces por triplicado.

3
* >
p ¢ N
<

para protoplastos,
PEG 15, 30, 60% (v/v) SSS 100 rpm, 25°Cen
sr——————

Subcultivo en medio

+ pK7RWG2::CcFib oscuridad.
Monitoreo cada: 24,
42 °C por 90 segundos
Cultivo en suspension F5
de células de C. B
chinense Sonicacién durante S
segundos + pK7RWG2::CcFib

l

€ o I

Subcultivo en medio para protoplastos,
100 rpm, 25 °C en oscuridad.
Monitoreo cada: 24, 36, 48 horas
Medio para protoplastos
enriquecido con enzimas

= Precipitacion y
Incubacién por 16 :: lavado de
horas, 100 rpm, 25 =3 = "—'/ protoplastos
*C en oscuridad por triplicado

Figura 2.3 Obtencion de protoplastos para la transformacion por choque
térmico (42°C por 90 segundos) en presencia de tres concentraciones de PEG y
sonicacion durante 5 minutos. Ambos tratamientos en presencia del vector
pK7RWG2:CcFib.
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2.3.1.5.2 Obtencién de protoplastos de tejido foliar de Capsicum y transformacion

por Polietilamida (PEi) o lipofectamina

Para la obtencién de protoplastos a partir de tejido foliar, se cortaron hojas jévenes de una
planta juvenil de Capsicum, como se muestra en la figura 2.4 las hojas fueron lavadas con
jabon y agua destilada y desinfestadas con lavados de cloro comercial al 50% por
triplicado. El tejido foliar fue seccionado y colocado en cajas de Petri con medio para
protoplastos enriquecido con el coctel enzimatico previamente descrito e incubado a 25°C
durante 16 horas a 100 rpm en oscuridad. Posterior a la incubacion, se retiraron los

restos de tejido foliar del medio y se recuperaron los protoplastos para ser lavados

por triplicado con medio para protoplastos libre de enzimas.

Los cocteles de transformacion se prepararon de la siguiente manera: en tubos
eppendorf con 1 ml de medio para protoplastos se colocaron tres concentraciones
de PEi y tres de lipofectamina mas 100 ug del vector pk7RWG2::CcFib. Las mezclas
fueron homogeneizadas con un vortex durante 60 segundos e incubados cinco minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente fueron colocados en cajas de Petri pequefias. El
paquete de protoplastos lavado fue subcultivado en dichas cajas. Se tomaron muestras de
cada tratamiento después de 24, 36 y 48 horas de incubacién para buscar evidencia de

transformacién. Cada ensayo de transformacion fue repetido siete veces por triplicado.
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i Q Incubacién a 25 2 C por
> | = > > 16 horas con 100 rpm en
—— oscuridad
Caja petri con medio
para protoplastos
enriquecido con coctel
Tejido foliar de Capsicum enzimatico
lavado y desinfestado
v
Control PEi Lipof. 7
PEi Lipofectamina ' . L) A% 4
) 2000°® , '
|l Subcultivo en medio para protoplastos libre de
PK7RWG2,0::CcFib (100 pg) enzimas.

Figura 2.4 Obtencién de protoplastos a partir de tejido foliar y transformacion

empleando PEi y lipofectamina en presencia del vector pK7TRWG2,0::CcFib.

2.3.1.5.3 Transformacién de tejido foliar de Capsicum por Agrobacterium portador
del vector binario pK7RWG2,0::CcFib

Para la transformacion de tejido foliar de Capsicum empleando como agente de
transfeccion a Agrobacterium (cepa EHA105 + vector pch32) portadora del vector
pK7RWG2,0::CcFib (figura 2.5), se colocaron pedazos de hoja en un medio de cultivo de
Agrobacterium (36 horas) enriquecido con acetosiringona y los antibidticos rifampicina
(100 mg/L), espectinomicina (50 mg/L) y tetraciclina (10 mg/L). Después de 16 horas de
incubacién a 25°C con 100 rpm en oscuridad, se lavo el tejido foliar y se retird el cultivo
bacteriano. El tejido foliar fue subcultivado en medio para protoplastos enriquecido con el
coctel enzimético para obtencién de protoplastos y gentamicina (10 mg/L) para la
eliminacion de trazas de Agrobacterium. A partir de este subcultivo se obtuvieron
protoplastos que fueron observados al microscopio en busca de evidencia de

transformacion.

40




CAPITULO II

L @ | ————> Obtencién de protoplastos
R

Subcultivo de tejido foliar en medio
para protoplastos enriquecido con
coctel enzimatico y gentamicina

Busqueda de protoplastos
Tejido foliar de Capsicum transformados en
lavado y desinfestado microscopio
Lavado de tejido foliar
para retirar cultivo de
Agrobacterium
| T
Oulivo de Ag um Incubacién a 25 ° C por
EHALSS | *a del =3 16 horas con 100 rpm en
binario pK7RWG2,0::CcFib 0w
oscuridad

adicionado con acetosiringona

Figura 2.5 Transformacion de tejido foliar de Capsicum utilizando a
Agrobaterium portador del vector pK7RWG2,0::CcFib.
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2.3.2 CULTIVO DE CELULAS HUMANAS (HelLa)
2.3.2.1 Resiembra y mantenimiento

Las células HelLa fueron incubadas 24 horas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich®) enriquecido con 10% de suero fetal bovino a 37°C y 5%
de CO, para permitir un evento de divisiébn (Jacobson y Ryan, 1982). Después fueron
sometidas a un tratamiento con tripsina para resembrarlas en cajas de Petri para su
mantenimiento. Aquellas células destinadas para los experimentos de inmunolocalizacion

fueron resembradas en cajas de Petri con cubreobjetos de vidrio circulares.

2.3.2.2 Transfeccion transitoria de células HelLa con el vector pSTR-Fibrilarina_GFP

y sus derivados mutantes

La transfeccion se llevé a cabo empleando el vector de expresién de fibrilarina humana
acoplado a GFP (pSTR-fibrilarina_GFP) y sus derivados mutantes, los cuales se muestran

en la figura 2.6.

N’ c
G| Dominio GAR I—~{ Dominio R [ Dominio a-hélice] WtHFIB
N’ c
-[l Dominio GAR_|={ DominioR | Dominioiahelies] R15AMut
R15A
N’ c
B I | Dominio GAR |~{ Dominio R |Dominioheiics] R34AMut
R34A
N’ c
e | ) “Cominio GaR —{ Gomnio & [DommBERalEE RASAMUt
) R45A
N c

-I:I I I Dominio GAR [={ Dominio R |iDominioashaiics] RTAMut

R15A R34A R45A

Figura 2.6 Esquemas de las mutaciones puntuales dentro del dominio GAR de
la fibrilarina silvestre (WtHFIB) y su expresion acoplada a GFP. Los
aminoacidos que se seleccionaron para mutacion fueron los conservados entre

las fibrilarinas de H. sapiens, A. thaliana y S. cerevisiae.
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La mezcla de transfeccion se preparé en un tubo eppendorf con un ml de medio DMEM
adicionado con PEi al 0.06% y 10 ug del vector puro, y se incubé durante cinco minutos a
temperatura ambiente (25°C). Las células HelLa, previamente tratadas con tripsina, fueron
colocadas en cajas de Petri con fondo de vidrio para microscopio y se les adiciond la
mezcla de PEi con el vector pSTR-fibrilarina_GFP por goteo. Los cultivos de células en
transfeccion fueron incubados durante 48 horas a 37°C bajo una atmésfera de 5% de
CO,.

2.3.2.3 Inmunolocalizacion en células HelLa

La preparacion de las células HelLa para su fijacion y tratamientos de inmunofluorescencia
se realiz6 de la siguiente manera: se colocaron tres cubreobjetos circulares en el fondo de
cajas de Petri para cultivo de células animales y se les afiadi6 medio DMEM enriquecido
con 10% de suero fetal bovino. Las células HelLa previamente transfectadas con el
plasmido de expresioén de fibrilarina humana pSTR-fibrilarina_GFP fueron resembradas e
incubadas a 37°C y 5% de CO, durante 48 horas. Se verific6 una confluencia del 80%
sobre los cubreobjetos para llevar a cabo el cambio del medio DMEM por formalina para
la fijacién de las células durante 15 minutos. Se realizaron tres lavados con PBS + tween
1% (v/v).

Después de este tratamiento, las muestras fueron incubadas con cuatro anticuerpos
primarios durante 12 horas a 4 °C: Anti-fibrilarina, anti-GFP de raton, anti Dominio PLC y
anti Dominio PH para identificacion de fosfoinositidos. Después de la incubacion, las
células fueron lavadas con solucion salina de fosfato adicionada con Tween 20 (PBST)
por triplicado. Los anticuerpos secundarios fueron adicionados de la siguiente manera: el
anticuerpo secundario para anti-GFP, anti-Dominio PLC y anti-Dominio PH se seleccion6
con una fluorescencia de 647 nm, mientras que para anti-fibrilarina fue de 555 nm (cada
anticuerpo secundario se agregdé por separado). Las células fueron incubadas en
oscuridad durante tres horas a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras
fueron lavadas por triplicado con solucién salina de fosfato (PBS) y se montaron con
mowiol al 10% y DAPI para su posterior observacion en el microscopio de fluorescencia
de ajuste acustico-0ptico con division de haz, Leica TCS SP5 A OBS TANDEM, Alemania.
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2.4 ENSAYOS DE RECUPERACION DE LA FLUORESCENCIA DESPUES DE
FOTOBLANQUEO (FRAP)

2.4.1 Fotoblanqueo y obtencion de imégenes de células vivas en células HeLa

Una vez transcurridas 48 horas después de la transfeccion, las células HelLa fueron
lavadas y el medio DMEM fue reemplazado por medio Dulbecco de solucion salina
incolora (DPBS). Los experimentos de FRAP y la obtencion de imagenes se realizaron en
un microscopio de superresolucibn OMX DeltaVision®. Las cajas de Petri con fondo de
vidrio fueron colocadas dentro de la cAmara de flujo de CO, a 37°C, mientras que el resto

de las muestras se mantuviero en incubacién a 37°C y 5% de CO..

Durante el andlisis de FRAP, las imagenes fueron tomadas antes, inmediatamente
después y en intervalos de 20 segundos después del blanqueo para los nucleolos y en
intervalos de 10 segundos para los CBs.

2.4.2 Obtencién de las curvas de modelaje cinético de difusion proteica

Para llevar a cabo la normalizacién de las curvas de difusién proteica y analizar los datos
crudos de cada experimento fotocinético, se utilizé el software ImajeJ FiJi®. Con las
peliculas obtenidas de cada experimento de FRAP, se recred cada experimento en el
software. Como se esquematiza en la figura 2.7, el area fotoblanqueada se redibujé e
identific6 como la regién de interés 1 (REI1), después se selecciond el nucleo completo
como referencia de fluorescencia de fondo (REI2) y por altimo, se determiné una regién
fuera de la célula, carente de fluorescencia para usarse como testigo negativo durante la

cuantificacion (REI3).
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Figura 2.7 Seleccion de las regiones de interés (REI) durante un analisis de
una pelicula de FRAP en el software ImageJ FiJi®. REI1 representa la zona
blanqueada; REI2 representa el total de la zona fluorescente, y REI3 es una

zona libre de sefal fluorescente.

2.4.2.1 Obtencion de los coeficientes de fluorescencia relativa (RFI), media maxima

(T12) y valores porcentuales de las fracciones movil e inmovil

La intensidad de la fluorescencia relativa (RFI) en los analisis de FRAP fue calculada con
la siguiente formula: RFI = (Ne/N1y)/ (Neo/N1p), por medio del software Image J FiJi®. Ne;
corresponde a la intensidad media del cuerpo banqueado en varios puntos después del
blanqueo; dichos valores fueron utilizados para la construccién de las curvas de difusion
proteica. N1; es la media de la intensidad del testigo no blanqueado en los puntos de
tiempo correspondientes. Ney es la intensidad media del cuerpo blanqueado antes del
blanqueo. N1, es la intensidad media de un cuerpo control no blanqueado dentro del
mismo nucleo antes del blanqueo. Cuando Ney/ N1, es igual a Ne/ N1;, es decir cuando
RFI equivale a 1, se ha logrado recuperar el 100% de la fluorescencia del cuerpo
blanqueado. Los valores de Ne, de las imagenes obtenidas inmediatamente después del

blanqueo fueron ajustados a 0 o empleadas en su valor original. En ambos casos, se
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obtuvo el mismo tipo de dindmica durante la recuperacion de la fluorescencia con
pequefias fluctuaciones en las tasas al principio de la recuperaciéon. Por lo tanto, se
interpretd el valor de Ne; como 0 inmediatamente después del blanqueo para presentar
los datos obtenidos en este trabajo. Empleando esta ecuacion se toman en consideracion
las fluctuaciones en la recuperacién de la fluorescencia que podrian ocurrir en la
subsecuente toma de imagenes. Las medias de intensidad en las &reas de interés en las
imagenes, incluyendo antes, inmediatamente después y una serie de puntos después del
blanqueo fueron tomadas bajo las mismas condiciones. La intensidad fluorescente relativa

de un nucleolo y de un CB sin tratamiento fueron usados como testigos.

Para obtener el valor numérico de la media maxima, la fraccion maovil y la fraccion inmovil
de cada curva se aplicé la siguiente ecuacion exponencial a la curva normalizada: Media
méxima = 1% =In 0.5/ -1. Los coeficientes armarios pueden ser empleados para calcular
los siguientes parametros de la curva de FRAP: A = Fraccion movil, A-1 = Fraccion

inmovil.
2.4.2.2 Obtencidn del coeficiente de difusion (D)

El coeficiente de difusion (D) fue calculado empleando la siguiente formula
(Chen y Huang, 2001):

f)

D, =0.224 -2
T1/2

Se emplearon los valores obtenidos de media maxima en cada uno de los experimentos
de FRAP realizados para obtener una media (nucleolo y CBs por separado), la cual fue
utilizada para reemplazar el valor 7 % en la ecuacién, mientras que el valor r? fue
reemplazado por la longitud del haz de luz de alta energia (1 pm). Se obtuvo un valor de

coeficiente de difusion para el nucleolo y otro para el cuerpo Cajal.
2.4.2.3 Analisis estadistico, comparacion e interpretacion de los resultados
Las peliculas de FRAP y los datos numéricos recopilados durante los experimentos in vivo
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fueron procesados en el software ImageJ®. El andlisis estadistico implementado para
determinar la existencia de diferencias significativas entre la dinamica de las fibrilarinas
mutantes y su comparacion con la fibrilarina silvestre fue la de prueba H de Kruskall-
Wallis. En dicho andlisis, se compararon los grupos de valores de vida media obtenidos
para WtHFIB y para cada mutante, comparando CBs y nucleolos por separado. Las
hipétesis nula (Ho) y alternativa (Ha) que se manejaron en este analisis estadistico fueron
las siguientes:

Ho = Las medias muestrales son iguales.
Ha = Las medias muestrales son diferentes.

Como prueba post hoc, se realizé un analisis de Scheffe (a=0.05), para comparar cada

grupo de datos y determinar qué tan semejantes son los valores entre si.
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CAPITULO Il
RESULTADOS
3.1 ANALISIS FILOGENETICO DE LA FIBRILARINA

Como se puede apreciar en la figura 3.1, el analisis filogenético que se realizé utilizando
las 52 secuencias encontradas para fibrilarina en plantas mostré una agrupacion con base
en algunas de las principales familias botanicas de las Eudicotiledéneas (Cucurbitaceae,
Solanaceae, Fabaceae y Brassicaceae). En la parte superior del arbol, se observan
agrupadas las plantas identificadas como monocotiledéneas, presentando la mayor
distancia en sus nodos con respecto al enraizamiento del arbol, esto permite interpretar
que la comparacion entre fibrilarinas de plantas corrobora la diversificacion genética mas
reciente de este grupo monofilético. Dicha observacion corresponde de igual manera en
orden descendiente para el resto de las familias botanicas previamente mencionadas

pertenecientes al grupo de las eudicotileddneas, siendo este un grupo polifilético.

El organismo vegetal mas antiguo (desde el punto de vista evolutivo) que se emple6 en
este analisis fue el musgo Physcomitrella patens, el cual resulté cercano a la
gimnosperma Picea sitchensis, siendo ambos los Unicos organismos no angiospermas del
analisis. Es importante recalcar, que la localizaciéon de estos organismos dentro del arbol
aparece mas cercana al grupo de las monocotiledéneas, pero esto no marca una
diversificacion evolutiva cercana, sino una similaridad conservada en las secuencias de

sus fibrilarinas.

En el caso de las Solanaceas, se observd que las distancias presentes entre los géneros
son pequefas, especialmente para los géneros Capsicum y Nicotiana donde las
secuencias quedaron en distancias muy cercanas, esto permite considerar que la funcién
y composicién de la fibrilarina en estos dos géneros esta altamente conservada. Por lo
tanto, las observaciones realizadas en el género Capsicum podrian extrapolarse al género

Nicotiana.
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5 -

Figura 3.1 Analisis filogenético de secuencias de fibrilarinas en 52 organismos
vegetales. Las secuencias dentro de la caja verde pertenecen a la familia
Brassicaceae, las de naranja a Fabaceae, azul a Solanaceae, rojo a
Cucurbitaceae. En la caja color aqua se agruparon exclusivamente las
monocotiledoneas.
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3.2 CONSTRUCCION DEL VECTOR BINARIO pK7RWG2,0::CcFib QUE
EXPRESA A LA FIBRILARINA DE C. chinense ACOPLADA A RFP

3.2.1 Obtencioén de la secuencia de fibrilarina de C. annuum

Como resultado del alineamiento de las secuencias, se observd que la fibrilarina de C.
annuum carecia de un fragmento de 168 pb, que corresponderia a la zona codificante
para el dominio de interaccion con ARN. Para verificar si la falta de este fragmento se
trataba de un error, se llevé a cabo un BLASTn en el genoma completo de C. annuum. Se
utilizé la secuencia carente del fragmento mas las secuencias de las nueve Solanaceas
utilizadas en el alineamiento. El analisis permitié identificar una secuencia dentro del
genoma de C. annuum idéntica a la reportada para el gen de fibrilarina, la cual puede
observarse en la figura 3.2, donde si se presenta el fragmento de 168 pb faltante. Se
realiz6 esta correccion y se obtuvo una secuencia codificante de 945 pb, codificante para
un total de 315 aminoécidos.

Oligo CcFib FWD

>
ATGGTTGCACCAACTAGAGGTCGTGGAGGTGGLGEATTCAGGGGTEGGTAGAGGAGATGGAGGAGGAAGAGGAGGAC
GTGGTEGTAGAGGTGGTTTCAGCGGTEGAAGAGGAGGTTTTGGTAGTGGAGGAAGTGGGATGAAGCGAGGTGGETGG
GAGAGGAGGAGGCAGAGGLGGTAGAGGTGGAGGAAGGGGACGTGETGGAGGAGGAATEBAAGGGTGGTAGTAAGGT
TATAGTGGAGCCTCATAGACATGGAGGTGTGTTTATTGCTAAGGGTAAGGAAGATGCACTTTGTACCAAGAATTTGGTACC
TEGTGAAGCTGTCTACAATGAGAAGAGAATCTCTGTTCAGAATGAGGATGGAACAAAGGTTGAGTATAGAGTGTGGAAT
COTTTCCGTTCCAAGTTAGCAGCTGCAATTCTTGGAGGAGTTGATGATATTTGGATTAAACCAGGTGCTCGTGTCCTTTACC
TGGGTGCTGCTTCAGGAACAACAGTATCTCATGTCTCAGACCTTGTTGGTCCTGATGGTGTGGTATATGCTGTTGAATTTTC
TCACAGAAGTOGAAGGGACTTGGTGAACATGGCCAAGAAGCGCACTAATGTTATCCCCATTATTGAGGATGCTAGACACE
CAGCAAAATACAGAATGCTTGTCGGAATGGTGGATGTGATATTTTCTGATGTTGCTCAGCCTGATCAGGCAAGAATTTTAG
CTCTGAATGCATCATACTTCTTGAAAGCTGGAGGTCACTTTGTTATATCAATCAAGGCAAACTGCATAGATTCAACCGTGCC
AGCGOAGGCCOTATTTGCTCAGGAAGTGAAGAAGCTTCAAGCOGAGCAGTTTAAACCTATTGAGCAGGTCACTCTTGAG
CCTTTTGAAAGGGACCATGCCTGTGTTGTTGGTGCCTATCTTGTGCCAAAGAAGCAAAAGGCTGCTGCCTAG

Oligo CcFib RVS

Figura 3.2 Secuencia completa de la fibrilarina de C. annuum. La secuencia
tiene una longitud de 945 pares de bases. Las flechas y las letras en negritas
indican las secuencias seleccionadas para el disefio de los cebadores Fwd y

Rvs para la amplificacion de este gen por PCR.
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Una vez obtenida la secuencia completa de la fibrilarina de C. annuum a partir de la base
de datos, se realizé una traduccion in silico la cual puede observarse en la figura 3.3, con
la finalidad de conocer su secuencia de amino&cidos y para ser usada como referencia al
probar la integridad de la secuencia de fibrilarina de C. chinense que se clonaria.

MVAPTRGRGGGGFRGGRGDGGGRGGRGGRGGFSGGRGGFGSGGSGMKRGGGRGGGRGGR
GGGRGRGGGGXKGGSKVIVEPHRHGGVFIAKGKEDALCTKNLVPGEAVYNEKRISVQNEDGTKVE
YRVWNPFRSKLAAAILGGVDDIWIKPGARVLYLGAASGTTVSHVSDLVGPDGVVYAVEFSHRSGR
DLVNMAKKRTNVIPIIEDARHPAKYRMLVGMVDVIFSDVAQPDQARILALNASYFLKAGGHFVISIK
ANCIDSTVPAEAVFAQEVKKLOQAEQFKPIEQVTLEPFERDHACVVGAYLVPKKQKAAA

Figura 3.3 Secuencia de aminoacidos deducida de la secuencia codificante de

la fibrilarina de C. annuum.
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3.2.2 Amplificaciéon de la secuencia de fibrilarina de C. chinense

Como se puede observar en la figura 3.4-A, el ARN extraido de hoja fue mejor en
comparacion con el de tallo, por lo que fue este ARN el que se utilizé para la sintesis de
ADNCc. Después se realiz6 la amplificacion de la secuencia de fibrilarina de Capsicum. En
la figura 3.4-B se puede observar una banda cercana a 1018 pb, que corresponderia al
tamanio de la banda esperada (945 pb). Este producto de PCR fue purificado y ligado en
el vector pJET1.2/blunt®.

A Extraccion de ARN total de B Amplificacion de fibrilarina de
C. chinense C. chinense
1kb Hoja Tallo 1kb

.

‘ : t: B -
1636 pb

1636 pb 1018 pb -
506 pb
506 pb -
1 2 3 1 2

Figura 3.4 Extraccion de ARN total (A) y amplificacién de la secuencia de
fibrilarina (B).
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3.2.2.1 Clonacion de la secuencia de fibrilarina de C. chinense en pJET1.2/blunt®

Posterior a la ligacion de la secuencia de la fibrilarina en pJET1.2/blunt® y a la
transformacion éxitosa de E. coli cepa DH5a con el producto de ligacion, se eligieron 10
colonias para extraccion de plasmido por medio de Miniprep, como se muestra en la figura
3.5.

1kb C1 Cc2 C3 C4 C5 Cé C7 Cc8 Cc9 C10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 N

Figura 3.5 Verificacion de la trasformacion con el producto de ligacién de
fibrilarina-pJET1.2/blunt®.

De las 10 clonas verificadas, se eligieron cuatro clonas (num. 2, 4, 8 y 9) para realizar una
digestion con Bgl Il y asi verificar la presencia del inserto. En la figura 3.6 se observan las
cuatro clonas analizadas, en las cuales aparecié la banda del tamafio esperado. Las
cuatro clonas fueron secuenciadas para verificar la identidad del inserto.
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1 kb Cc2 C4 C8 C9 Cc10

6000 pb
3000 pb

2500 pb
1500 pb

1000 pb
750 pb

Figura 3.6 Ensayo de restriccion en las clonas seleccionadas. La digestion de
los vectores se llevd a cabo con la enzima Bgl Il, la cual libera el inserto ligado
en pJET1.2/blunt®.

3.2.2.2 Secuenciacion de clonas positivas y analisis de integridad de las secuencias

De las cuatro clonas secuenciadas, la numero ocho presentd la secuencia de fibrilarina
completa. Esto se verificé al alinear este resultado con la secuencia de C. annuum, como

se observa en la figura 3.7. Esta secuencia fue identificada como la fibrilarina de C.
chinense.
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Capsicum_annum ATGGTTGCACCAACTAGAGGTCGTGGAGGTGGCGGATTCAGGGGTGGTAGAGGAGATGGA
capsicum_chinense ATGGTTGCACCAACTAGAGGTCGTGGAGGTGGL GGATTCAGGGGTGGTAGAGGAGATGGA
I I I I Iy
Capsicum_annum GGAGGAAGAGGAGGACGTGGTGGTAGAGGTGGT T TCAGCGGTGGAAGAGGAGGTTTTGGT
capsicum_chinense GGAGGAAGAGGAGGACGTGGTGGTAGAGGT!
I I I I I s oo
Capsicwl_annun AGTGGAGGAAGTGGGATGAAGC GAGGTGGTGGGAGAGGAGGAGGCAGAGGC GGTAGAGGT
Capsicum_chinense GGGATGAAGCGAGGTGGTGGGAGAGGAGGAGGCAGAGGLGGTAGAGGT
AR R AR AR R AR R AR R R RN R AR
Capsicum_annum GGAGGAAGGGGACGTGGTGGAGGAGGAATGAAGGGTGGTAGTAAGGTTATAGTGGAGCCT
(aps‘l cum_chinense GTGGTGGAGGAGGAATGAAGGGTGGTAGTAAGGTTATAGTGGAGCCT
NI I I o oo
Capsicum_annum CATAGACATGGAGGTGTGTTTATTGC TAAGGGTAAGGAAGATGCACTTTGTACCAAGAAT
Capsicum_chinense CATAGACATGGAGGTGTGTTTATTGC TAAGGGTAAGGAAGATGCACTTTGTACCAAGAAT
L oo
Capsicum_annum TTGGTACCTGGTGAAGCTGTCTACAATGAGAAGAGAATCTCTGTTCAGAATGAGGATGGA
capsicum_chinense TTGGTACCTGGTGAAGC TGTCTACAATGAGAAGAGAATCTCTGTTCAGAATGAGGATGGA
L L N T o
Capsicum_annum ACAAAGGTTGAGTATAGAGTGTGGAATCCTTTCCGTTCCAAGTTAGCAGCTGCAATTCTT
capsicum_chinense ACAAAGGTTGAGTATAGAGTGTGGAATCCTTTCCGTTCCAAGTTAGCAGCTGCAATTCTT
L I I T o
Capsicum_annum GGAGGAGTTGATGATATTTGGATTAAACCAGGTELTCGTGTCCTTTACCTGGGTGCTGLT
capsicum_chinense GGAGGAGTTGATGATATTTGGATTAAACCAGGTGLTCGTGTCCTTTACCTGGGTGCTGLT
L I S T I T I s e
Capsicum_annum TCAGGAACAACAGTATCTCATGTCTCAGACCTTGTTGGTCCTGATGGTGTGGTATATGLT
Capsicum_chinense AGTATCTCATGTCTCAGACCTTGTTGGTCCTGATGGTGTGGTATATGLT
L O I T Sy
capsicum_annum GTTGAATTTTCTCACAGAAGTGGAAGGGACTTGGTGAACATGGCCAAGAAGCGCACTAAT
Capsi cum_chinense GTTGAATTTTCTCATAGAAGTGGAAGGGACTTGGTGAACATGGC TAAGAAACGTACTAAT
L L L P L L L S L L
Capsicum_annum GTTATCCCCATTATTGAGGATGC TAGACACCCAGCAAAATACAGAATGCTTGTCGGAATG
Capsicum_chinense GTTATTCCCATTATTGAGGATGCCAGACATCCAGCAAAATACAGAATGCTGGTTGGAACG
B e L L S O S
capsicum_annum GTGGATGTGATATTTTCTGATGTTGCTCAGCCTGATCAGGCAAGAATTTTAGCTCTGAAT
(ipsiCULChi nense GTGGATGTGATATTTTCTGATGTTGCTCAGCCTGATCAGGC AAGAATTTTAGCTCTGAAT
L L L L L L T T e T
Capsicum_annum GCATCATACTTCTTGAAAGCTGGAGGTCACTTTGTTATATCAATCAAGGCAAACTGCATA
capsicum_chinense GCATCATACTTCTTGAAAGCTGGAGGTCACTTTGTTATATCAATCAAGGCAAACTGCATA
L I oo
Capsicum_annum GATTCAACCGTGLCAGCGGAGGCCGTATTTGL TCAGGAAGTGAAGAAGC TTCAAGLGGAG
capsicum_chinense GATTCAACCGTGCCAGCGGAGGCCGTATTTGC GCTTCAAGCGGAG
RN R AR AR A AR E AR AR AR AR RS R AR R A AR A SRR R AR AR AR AR RSN
Capsicum_annum CAGTTTAAACCTATTGAGCAGGTCACTCTTGAGCC TTTTGAAAGGGACCATGCCTGTGTT
capsicum_chinense CAGTTTAAACCTATTGAGCAGGTCACTCTTGAGCCTT T TGAAAGGGACCATGCCTGTGTT
R AR R A AR AR AR AR R AR AR AN AR R AR AR AR AR AR AR AR AR AR RO AR,
Capsicum_annum GTTGGTGCCTATCTTGTGCCAAAGAAGCAAAAGGCTGCTGLCTAG
capsicum_chinense GTAGGTGCCTATCGTGTGCCAAAGAAGCAAAAGGCTGLCTGCCTAG

I.‘I.'...l.."....I..lI'.......l...l.'.....l.

Figura 3.7 Alineamiento de la secuencia obtenida de la clona nimero 8 con la
secuencia de C. annuum. Entre ambas secuencias se detectaron 12
diferencias, las cuales se observan marcadas con las cabezas de flecha roja.
Para entender mejor las implicaciones de estas diferencias, fue necesario hacer
una traduccién in silico.
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En el alineamiento, se observaron 12 cambios en la secuencia obtenida para C. chinense
con respecto a la de C. annuum. Para entender las implicaciones de dichas diferencias,
se realizé la traduccion in silico de la secuencia de C. chinense y luego se aline6 con la
secuencia de amino&cidos previamente obtenida para C. annuum. Como se observa en la
figura 3.8, la extension en las secuencias de los dominios caracteristicos de la fibrilarina
de plantas esta delimitada en diferentes colores. EI dominio GAR esta delimitado en color
azul, seguido por la region espaciadora en color gris, conformando el dominio N’-terminal.
Seguido se observa el dominio metiltransferasa compuesto por el dominio central en color
morado y el dominio rico en alfa-hélices en color amarillo. ElI cuadro verde dentro del
dominio central delimita el octamero DGVVYAVEF caracteristico de las SAM
metiltransferasas, mientras que el cuadro rojo punteado delimita la regién de uniéon al
ARN. El cuadro rojo pequefio indica un cambio en la secuencia de C. annuum a una

treonina en C.chinense. Se obtuvo una identidad del 99.68% entre ambas secuencias.

Dominio GAR
capsicum_annum MVAPTRGRGGGGFRGGRGDGGGRGGRGGRGGF SGGRGGFGSGGSGMKRGGGRGGGRGGRG
Capsicum_chinense MVAPTRGRGGGGF RGGRGDGGGRGGRGGRGGF SGGRGGF GSGGSGMKRGGGRGGGRGGRG
ARAARRAAARR R AR R AR R AR AR ARAA AR AR AR AR AR R R AR AR AR R
iera Reglon espaciadora
Caps 1 cum_annum GGRGRGGGGVMKGGSKVIVEPHRHGGVF IAKGKEDALCTENLVPGEAVYNEKRISVONEDG
Capsicum_chinense GGRGRGGGGMKGGSKVIVEPHRHGGVF IAKGKEDALCTKNLVPGEAVYNEKRISVQNEDG
2 A AR R R AR R AR R R R R R R R R R R R AR R RS R R AR RS R RRRRRRRRRRRRRRRR R RS
pominio central =Sl
Capsicum_annum TKVEYRVWNPFRSKLAAAILGGVDDIWIKPGARVLYLGAASGTTVSHVSDL VGHDC A
capsicum_chinense TKVEYRVWNPFRSKLAAAILGGVDDIWIKPGARVLYLGAASGTTVSHVSDLVGHD
AR R A AR AR AR AR AR AR AR AR TR AT TR AT AR EN
Capsicum_annum SHRSGRDLVNMAKKRTNVIPIIEDARHPAKYRMLVATVOVIFSOVAGPOQARY l.-AL'N;
capsicum_chinense VEFSHRSGRDLVNMAKKRTNVIPIIEDARHPAKYRMLYV DVIFSDVAQPNARILALN'
2 A A A AR AR R R AR R AR R R R R R R R R R SRR SRR .-'Q.l:.-llﬂ_-:-_-i-’zt-'-.'.ﬂ_
Capsicum_annum ASYFOKAGGAFVIS IKANT IDSTVPAEAVFAGEVKKINAEQFKPIEQVTLEPFERDHACY
capsicum_chinense MSYFLKAGGHFVISIKANCIDSTVPAEAVFAQEVKKLDAEQFKPIEQVTLEPFERDHACY
ta__v:ﬁ;._:l‘t_-:-_:e_t:i_i-_i:t_te_.:ﬂ-:t-‘:._t"_.i_t_ LA A A A A AR Al R R R RS AR RS R B
Capsicum_annum VGAYLVPKKQKAAA
Capsicum_chinense VGAYLVPKKQKAAA

W

Figura 3.8 Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de C. annuum y la
obtenida por traduccién in silico de C. chinense.
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En la figura 3.9 se presenta un alineamiento de las secuencias obtenidas para C. annuum
y C. chinense con las reportadas de Solaniceas. Se obtuvo una similitud del 99.68%
entre C. annuum y C. chinense, mientras que la similitud de esta ultima con el resto de las
Solanaceas fue del 96.6%. El cuadro rojo marca el cambio de una metionina por una
treonina en la secuencia de C. chinense, el cual es el Unico cambio de la secuencia con
respecto al resto de estas fibrilarinas. Para verificar este dato, la secuenciacion se repitio
5 veces.
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CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

solanum_tuberosum
Nicotiana_benthamiana
Nicotiana_tabacum
Nicotiana_tomentosiformis
Nicotiana_sylvestris
Solanum_licopersicum
Capsicum_annum
Capsicum_chinense

solanum_tuberosum
Nicotiana_benthamiana
Nicotiana_tabacum
Nicotiana_tomentosiformis
Nicotiana_sylvestris
‘Solanum_licopersicum
[Capsicum_annum
Capsicum_chinense

solanum_tuberosum
Nicotiana_benthamiana
Nicotiana_tabacum
Nicotiana_tomentosiformis
Nicotiana_sylvestris
solanum_11copersicum
Capsicum_annum
|Capsicum_chinense

solanum_tuberosum
Nicotiana_benthamiana
Nicotiana_tabacum
Nicotiana_tomentosiformis
Nicotiana_sylvestris
solanum_11icopersicum
/Capsicum_annum
Capsicum_chinense

solanum_tuberosum
‘Nicotiana_benthamiana
Nicotiana_tabacum
Nicotiana_tomentosiformis
Nicotiana_sylvestris
Solanum_licopersicum
Capsicum_annum
Capsicum_chinense

solanum_tuberosum
Nicotiana_benthamiana
Nicotiana_tabacum
Nicotiana_tomentosiformis
Nicotiana_sylvestris
solanum_l1icopersicum
Capsicum_annum
Capsicum_chinense

solanum_tuberosum
Nicotiana_benthamiana
Nicotiana_tabacum
Nicotiana_tomentosiformis
Nicotiana_sylvestris
solanum_licopersicum
Capsicum_annum
capsicum_chinense

Dominio GAR

MVAP TRGRGGGGF RGGRGDGGGRGGRGGRGGF SGGRGGF GSGGSGMKRGG
MVAPTRGRGGGGF RGGRGDGGGRGGRGGRGGF SGGRGGF GSGGSGMKRGG
MVAPTRGRGGGGFRGGRGDGGGRGGRGGRGGF GGGRGG - - -GGSAMKRGG
MVAPTRGRGGGGFRGGRGDGGGRGGRGGRGGF GGGRGG - - ~GGSAMKRGG
MVAPTRGRGGGGF RGGRGDGGGRGGRGGRGGF GGGRGG - - ~GGSAMKRGG
MVAPTRGRGGGGF RGGRGDGGGRGGRGGRGGF SGGRGGF GSGGSGMKRGG
MVAPTRGRGGGGF RGGRGDGGGRGGRGGRGGF SGGRGGFGSGGSGMKRGG
MVAPTRGRGGGGF RGGRGDGGGRGGRGGRGGF SGGRGGF GSGGSGMKRGG

"""...’.."".."0""".'..'. thene Q'.. LA A

GRGGRG-DRGGRGGGRGR ~ -GGMKGGSRVVVEPHRHGGVF TAKGKEDALC
GRGGRG-DRGGRGGGRGR ~ ~GGMKGGSKVVVEPHRHGGVF IAKGKEDALC
GRGGGGRGGGGRGGGRGGRGGGF KGGNKVVVEPHRHGGVF TAKGKEDALC
GRGGGGRGGGGRGGGRGGRGGGF KGGNKVVVEPHRHGGVF TAKGKEDALC
GRGGGGRGGGGRGGGRGGRGGGF KGGNKVVVEPHRHGGVF IAKGKEDALC
GRGGGR - = ~GGRGGGRGRGGGGMKGGSKVIVEPHRHGGVF TAKGKEDALC
GRGGGR - - ~GGRGGGRGRGGGGXKGGSKVIVE PHRHGGVF TAKGKEDALC
GRGGGR - - ~GGRGGGRGRGGGAMKGGSKVIVEPHRHGGVF IAKGKEDALC

Rke -..‘.".. .? ..'.:.:'.................'.
lera Regién espaciadora
TKNLVPGEAVYNEKRISVQNEDGTKVE YRVWNPFRSKLAAAIL GGVDDIW
TKNLVPGEAVYNEKRI SVQNEDGTKVE YRVWNPFRSKLAAAILGGVDDIW
TKNLVPGEAVYNEKRISVQNEDGTKVE YRVWNPFRSKLAAAIL GGVDDIW
TKNLVPGEAVYNEKRISVONEDGTKIE YRVWNPFRSKLAAATL GGVDOIW
TKNLVPGEAVYNEKRI SVQNEDGTKVE YRVWNPERSKL AAATL GGVDDIW
TKNLVPGEAVYNEKRISVQNEDGTKVE YRVWNPFRSKLAAAILGGVDOIW
TKNLVPGEAVYNEKRISVQNEDGTKVE YRVWNPFRSKLAAAIL GGVDOIW
TKNLVPGEAVYNEKRISVQNE DGTKVE YRVWNPFRSKLAAATL GGVDOIW

".."'.............l...':.'-.....'...‘......"'.-

Dominio centgl

IKPGARVLYLGAASGTTVSHVSDLVGPGGVVYAVEF SHRSGRDL VNMAKK
IKPGAKVLYLGAASGTTVSHVSDLVGPGGVVYAVEF SHRSGRDL VNMAKK
IKPGAKVLYLGAASGTTVSHVSDLVGPGGVVYAVEF SHRSGRDL VNMAKK
IKPGAKVLYLGAASGTTVSHVSDLVGPGGVVYAVEF SHRSGRDL VNMAKK
IKPGARVLYLGAASGTTVSHVSDLVGPEGVVYAVEF SHRSGRDL VNMAKK
IKPGARVLYLGAASGTTVSHVSDLVGPDGVVYAVEF SHRSGRDL VNMAKK
IKPGARVLYLGAASGTTVSHVSDLVGPDGVVYAVEF SHRSGRDL VNMXKK

FANAR  EERAARARAN AR R NANE AN SRR ANARAT R RN

RTNVIPIIEDARHPAKYRML

RTNVIPIIEDARMPAKYRML DVIFSOVAQPDEARILALNASYFLKA
RTNVIPIIEDARHPAKYRML DVIFSDVAQPDQARILALNASYFLKA
RTNVIPIIEDARHPAKYRML DVIFSDVAQPDQARILALNASYFLKA
RTNVIPIIEDARHPAKYRML FSOVAQPDQARILALNASYFLKA
RTNVIPIIEDARHPAKYRML DVIFSDVAQPDQARILALNASYFLKA
RTNVIPIIEDARHPAKYRML DVIFSDVAQPDQARILALNASYFLKA
RTNVIPIIEDARHPAKYRML FSDVAQPDQARILALNASYFLKA

SRR ARARRER RN RRRAR RS " LA A LA
r < i PP

JOMmit ce

GGHFVISIKANCIDSTVPAEAVFAQEVKKLQADQFKPVEQVTLEPFERDH
GGHFVISIKANCIDSTVPAEAVFAQEVKKLQAEQFKPVEQVTLEPFERDH
GGHFVISIKANCIDSTVPAEAVFAQEVKKLQAEQFKPMEQVTLEPFERDH
GGHFVISIKANCIDSTVPAEAVFAQEVKKLQAEQFKPMEQVTLEPFERDH
GGHFVISIKANCIDSTVPAEAVFAQEVKKLQAEQFKPMEQVTLEPFERDH
GGHFVISIKANCIDSTVPAEAVFAQEVKKLQAEQFKPIEQVTLEPFERDH
GGHFVISIKANCIDSTVPAEAVFAQEVKKLQAEQFKPIEQVTLEPFERDH
GGHFVISIKANCIDSTVPAEAVFAQEVKKLQAEQFKPIEQVTLEPFERDH

-.‘......-‘...t...--.‘........-.:..i.:..l...t...'.

ACVVGTYRVPKKQKAAA -~
ACVVGAYRVPKKQKAAA - -
ACVVGAYRVPKKQKAAA -~
ACVVGAYRVPKKQKAAA -~
ACVVGAYRVPKKQKAAA -~
ACVVGAYRVPKKQKAAA- -
ACVVGAYL VPKKQKAAAX~
ACVVGAYLVPKKQKAAA

EARNARENRRERER AW

Figura 3.9 Alineamiento de las secuencias de aminoéacidos de fibrilarinas de C.

annuum y C. chinense con las de otras especies pertenecientes a la familia

Solanaceae. Se indica en un cuadro rojo el cambio en la secuencia de C.

chinense.

DVIFSDVAQPDQARILALNASYFLKA [
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Los porcentajes de similitud por dominios fueron los siguientes: Dominio GAR, 95.7%,
region espaciadora, 99.76%, dominio central, 98.1% y Dominio rico en alfa hélices, 98.1%.
Tomando en cuenta estos porcentajes, se determin6 ver que el dominio GAR fue el
menos conservado entre estas secuencias, mientras que la region espaciadora fue la mas
conservada. Con esta informacion, se construyé un fenograma para analizar la similitud
entre las fibrilarinas de organismos pertenecientes a la familia Solanaceae, como se
observa en la figura 3.10. En el arbol, se observé que las similitudes entre las secuencias

agruparon a los organismos de acuerdo a su género biolégico.

g2r— Capsicum chinense

83 L Capsicum annum

4 Solanum licopersicum predicted
—80[ Solanum tuberosum predicted
88 Nicotiana benthamiana1

Nicotiana tomentosiformis

% Nicotiana benthamiana2

g71Vicotiana sylvestns

32 Nicotiana tabacum (solanace ref))

Erythranthe guttata

Gnelisea aurea Hypotheticalprotein

Figura 3.10 Fenograma de las fibrilarinas reportadas para la familia

Solanaceae.
3.2.3 Construccion del vector pK7RWG2,0::CcFib

Se llevé a cabo la primera PCR utilizando como templete los vectores pJET1.2/blunt® que
contaban con la secuencia de la CcFib ligada (clonas 2 y 8) y los cebadores
convencionales para CcFib, como se observa en la figura 3.11. Posteriormente, con los
cebadores CcFib_FWD-attB1 y CcFib_RVS-attB2, se realiz6 una PCR con gradiente de
temperatura, para determinar empiricamente la temperatura de alineamiento 6ptima. Se

determiné la temperatura de 62°C como la éptima para estos cebadores.
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1kb

Clona 2 Clona 8 1kb 56°C 58°C 60°C 62°C 64°C

;..
A

S el e e

Figura 3.11 Amplificacion de la secuencia de fibrilarina de C. chinense para
agregar los extremos attBl y attB2 para recombinacién sitio especifica. A.
Productos de amplificacion utilizando los vectores pJET1.2/blunt® de la clona 2
y 8. B. Segunda amplificacién por gradiente de la fibrilarina de C. chinense,
utilizando el producto de la clona 8 (diluido 1:100) y los cebadores CcFib_FWD-
attB1 y CcFib_RVS-attB2.

El producto de la segunda amplificacion fue purificado y utilizado en la reaccién de
recombinacion sitio especifica con el vector de expresién bacteriano pDONR221. El
producto de la recombinacion se utilizé para transformar células de E. coli cepa DH5a y se
seleccionaron dos colonias para la verificacion del inserto por PCR, como se observa en
la figura 3.12. Posteriormente, se empleé uno de estos vectores pDONR221 para la
segunda reaccion de recombinacion sitio-especifica, ahora hacia el vector binario
pK7RWG2,0. Se transformo E. coli con el producto de ésta y para comprobar la presencia
del inserto, se amplificaron tres vectores purificados de las clonas transformadas. Al

observar la amplificacion del tamafio deseado, las clonas fueron secuenciadas.
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A B

pJET- pJET-
1kb Clona1 pJET Clona2 Fib 1kb  Fib  Cilona 1Clona 2Clona 3 pJET

1 2 3 4 S 1 2 3 4 5 6

Figura 3.12 Verificacion de las reacciones de recombinacién por amplificacion
del inserto. A. Amplificacidn de la secuencia de fibrilarina de C. chinense en el
vector donador PDONR221::CcFib; Carril 1: marcador de 1 kb. Carriles 2 y 4:
vectores pDONR221 purificados. Carril 3: Testigo negativo, vector
pJET1.2/blunt® vacio. Carril 5. Testigo positivo, vector pJET1.2/blunt::CcFib. B.
Amplificacion de la secuencia de fibrilarina de C. chinense en el vector binario
PK7RWG2,0::CcFib; Carril 1: marcador de 1 kb. Carril 2: Testigo positivo, vector
pJET1.2/blunt::CcFib. Carriles 3, 4 ,5, vectores PK7RWG2,0::CcFib purificados.
Carril 6: Testigo negativo, vector pJET1.2/blunt® vacio.
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3.2.3.1 Secuenciacion del vector binario pK7RWG2,0::CcFib y verificacién de la

integridad del inserto

De las tres clonas secuenciadas, la numero tres fue la que present6 la secuencia de
aminoacidos completa. Las secuencias tuvieron un porcentaje de identidad del 99.68%,
debido al cambio de una valina por una metionina en el aminoacido nam. 223, como se

puede observar en la figura 3.13, marcadas con un recuadro rojo.

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

Capsicum_chinense MVAPTRGRGGGGFRGGRGDGGGRGGRGGRGGFSGGRGGFGSGGSGMKRGGGRGGGRGGRG
PK7RWG2,0: :CcFib MVAPTRGRGGGGFRGGRGDGGGRGGRGGRGGF SGGRGGFGSGGSGMKRGGGRGGGRGGRG

ARAREARAARAEANARARRARARANREA R RN AR AR R AR AR RN AR AR AR R AR R R e e e

Capsicum_chinense GGRGRGGGGMKGGSKVIVEPHRHGGVFIAKGKEDALCTKNLVPGEAVYNEKRISVQNEDG
PK7RWG2,0: :CcFib GGRGRGGGGMKGGSKVIVEPHRHGGVF IAKGKEDALCTKNLVPGEAVYNEKRISVQNEDG

ARRAREARARARREARAR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR R R AR R

Capsicum_chinense TKVEYRVWNPFRSKLAAAILGGVDDIWIKPGARVLYLGAASGTTVSHVSDLVGPDGVVYA
PK/RWG2,0: :CcFib  TKVEYRVWNPFRSKLAAAILGGVDDIWIKPGARVLYLGAASGTTVSHVSDLVGPDGVVYA

AARAAARARARAAARARARR AN A AR A RAR AR R AR R AR AR AT R R AR R R R

Capsicum_chinense VEFSHRSGRDLVNMAKKRTNVIPIIEDARHPAKYRMLVGTV FSDVAQPDQARILALN
PK7RWG2,0: :CcFib VEFSHRSGRDLVNMAKKRTNVIPIIEDARHPAKYRMLVGTV FSDVAQPDQARILALN

o o o e o o o e R e AR A AR SRR

Capsicum_chinense ASYFLKAGGHFVISIKANCIDSTVPAEAVFAQEVKKLQAEQFKPIEQVTLEPFERDHACY
PK/RWG2,0: :CcFib ASYFLKAGGHFVISIKANCIDSTVPAEAVFAQEVKKLQAEQFKPIEQVTLEPFERDHACY

R R R R R e

Capsicum_chinense VGAYLVPKKQKAAA
PK7RWG2,0::CcFib  VGAYLVPKKQKAAA

HAARARGERRRT RS

Figura 3.13 Alineamiento entre la secuencia de fibrilarina de C. chinense y la
secuencia recombinada en el vector binario PK7TRWG2,0::CcFib.
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3.3 MANTENIMIENTO DE LOS MODELOS CELULARES
3.3.1 CULTIVO EN SUSPENSION DE C. CHINENSE
3.3.1.1 Curva de crecimiento del cultivo en suspension de C. chinense

El crecimiento en los cultivos de células en suspension puede ser evaluado en términos
de peso fresco (PF) y peso seco (PS), en funcion del tiempo transcurrido (George et al,
2008). Otros parametros que se pueden incluir en dicha evaluacion son fluctuaciones en
el pH, la tasa de crecimiento especifica (u), el tiempo de duplicacién (td) y el indice de

crecimiento (IC) (Loyola-Vargas y Vazquez-Flota, 2006).

Los parametros mas empleados para obtener una curva de crecimiento son el PF y el PS,
pues proveen el valor de la biomasa del cultivo en un tiempo determinado. La
cuantificacién de los cambios en pH y la conductancia del medio donde se desarrollan las
células proporcionan informacién acerca de la actividad metabdlica del cultivo. En la figura
3.14 se muestra el patron de crecimiento del cultivo. La fase adaptativa o de
retardamiento duré del dia 0 (dia de resiembra) al dia seis. La fase de crecimiento
exponencial tuvo una duracion de cinco dias, comenzando el dia siete y terminando el dia
once, seguida por la fase de crecimiento lineal, la cual comenz6 el dia 12 y terminé al dia
21 del cultivo (duracion de nueve dias). Posteriormente comenzé la fase de disminucion
en el crecimiento del cultivo la cual tuvo una duracion de tres dias, seguida
inmediatamente por la fase estacionaria, la cual abarcé del dia 25 al dia 35 del cultivo.

Después de este lapso, el cultivo perdio su viabilidad.
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Figura 3.14 Patron de crecimiento del cultivo de células en suspensién de C.
chinense.

La determinacion de la duracion de las fases del cultivo se realizd con base en la curva de
peso seco en la grafica (Trejo-Tapia et al., 2003). Bajo las medidas apropiadas de luz,
temperatura, aireacién y nutrientes disponibles en un medio de cultivo, el patrén de
crecimiento de un cultivo en suspension de células vegetales superiores consistira de una
fase adaptativa, una fase de crecimiento exponencial, fase de crecimiento lineal, fase de
crecimiento logaritmico y una fase estacionaria. El crecimiento del cultivo de células en

suspension de C. chinense present6 el siguiente patron de crecimiento:

1. Fase adaptativa o de retardamiento (Dia 0 — 6).- En este punto las células
comienzan una etapa de adaptacion al medio de cultivo fresco, en el que
incrementan su actividad metabdlica y empiezan a realizar division celular activa y
duplicar su contenido de ADN. Al final de la fase adaptativa, la mayoria de las

células estan en la fase S de su ciclo celular (Street, 1973).
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Fase de crecimiento exponencial (Dia 7 — 11).- Cuando el cultivo entra en la fase
de crecimiento exponencial, la fase predominante del ciclo celular en el que se

encuentran las células es la fase G2 (Street, 1973).

Fase de crecimiento lineal (Dia 12 — 21).- Ocurre cuando las células del cultivo se
encuentran en division celular rapida, incrementando la biomasa del cultivo.
Durante esta etapa, los nutrientes y el carbono disponible en el medio comienzan
a agotarse, lo que da entrada a la fase logaritmica, en la cual el metabolismo

primario es mas activo.

Fase logaritmica (Dia 22 — 24).- El tiempo de generacién aumenta debido a que la
fase G1 del ciclo celular se vuelve mas larga (Street, 1973). En esta fase se puede

observar la mayor cantidad de agregacion en las células del cultivo.

Fase estacionaria (25 — 35).- La tasa metabdlica de las células baja
considerablemente y se observa un incremento de células en fase G1 (Street,
1973). Por otro lado en la fase estacionaria, la energia de la célula se utiliza para
el crecimiento/elongacion de las células por absorcion de agua y en la mayoria de
los casos, para produccion de metabolitos secundarios (Street, 1973). En esta

fase, la agregacion celular es minima.

Pérdida de viabilidad o fase de muerte (Dia 35 — 40).- El cultivo pierde
rapidamente su viabilidad por agotamiento total de los nutrientes del medio
(Mustafa et al., 2011).

Con base en los estos resultados, se determin6 que el periodo adecuado para llevar a

cabo la transfeccion del cultivo era del dia 6 al dia 11, cuando el cultivo esta en la fase de

crecimiento exponencial.
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3.3.1.2 Parametros de crecimiento

Los parametros de crecimiento calculados proveyeron de una pauta descriptiva para
conocer la naturaleza del cultivo. Los valores obtenidos a partir del peso fresco fueron; un
indice de crecimiento (IC) de 10.61 gramos, una tasa de crecimiento especifica (u) de
0.097 gramos por dia y un tiempo de duplicacion (td) de 14.29 dias. En el caso del peso
seco, el indice de crecimiento fue de 12.05 gramos, la tasa de crecimiento especifica de
0.125 gramos por dia y el tiempo de duplicacion fue de 5.54 dias.

3.3.1.3 Caracterizacién morfoldgica del cultivo en suspension de C. chinense

Se observé al cultivo de células de C. chinense por medio de microscopia confocal. Las
observaciones se realizaron en las células libres de tratamiento (Figura 3.15), tefiidas con
DAPI (Figura 3.16) y tefidas con calcoflior (Figura 3.17). Como se puede apreciar en la
figura 3.15, la principal caracteristica de estas células es su forma globosa, asi como la
ausencia de clorofila cuando fueron observadas bajo luz visible.
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Figura 3.15 Células de 8 dias de C. chinense observado en el campo de luz
visible por microscopia confocal (40X). Se aprecian las células con una
morfologia globosa, también se distinguen claramente los nlcleos (cabezas de

flecha) y sus nucleolos (flechas).
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El ndcleo de las células pudo ser identificado rapidamente en el campo visible debido a su
iridiscencia. Para corroborar la identificaciéon del nacleo y reiterar la identidad de los
nucleolos; se realizd una tincion con DAPI. Como se puede observar en la figura 3.16,
cada nucleo presento varios nucleolos, uno de tamafio prominente y varios pequefios en
el area circundante. En la figura 3.16-A se observan dos nucleos tefiidos con DAP y en la
3.16-B, se aprecia ausencia de autofluorescencia. En el panel C, de luz visible, se
observan los organelos y los nucleos. Por Gltimo, en D se aprecia la colocalizacion de los

ndcleos con la sefial emitida por DAPI.

EO: 405 nm, LE: 461 nm EO: 635 nm, LE: 700 nm
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Figura 3.16 Células de C. chinense tratadas con DAPI para la deteccion de
acidos nucleicos. Se observan los nacleos marcados por una cabeza de flecha
y los nucleolos marcados por una flecha. El tamafio estimado para cada nucleo
es de 10 um, mientras que para los nucleolos es entre 1 y 0.3 pm. A. Canal
para deteccién de DAPI (461 nm). B. Canal para deteccion de clorofila (700
nm). C. Canal de luz visible. D. Localizacion de tincién con DAPI en canal de luz

visible.
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Para la observacion de la pared celular en células de C. chinense, se realiz6 una tincion
con calcofliior. Como se puede observar en la figura 3.17, las paredes celulares delimitan
la forma globosa de las células y permiten observar los limites existentes entre ellas. En el
panel B se observa ausencia de autofluorescencia, el canal de luz visible (C), se
distinguen nuevamente los organelos y los nucleos de las células por iridiscencia. Gracias
a la delimitacion de las paredes celulares fue posible determinar que cada célula en el

cultivo posee solo 1 nucleo.
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Figura 3.17 Células de C. chinense tratadas con calcofltor para la deteccién de
paredes celulares. A. Paredes celulares tefiidas con calcoflior, se observan
como una recubierta color aqua. B. Canal de longitud de onda para deteccion
de clorofila (deteccién de autofluorescencia). C. Canal de luz visible. D.

Localizacién de tincién con calcoflGor en canal de luz visible.
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Las morfologias antes descritas fueron caracteristicas para la fase de crecimiento
exponencial (del dia 7 al dia 11), fase durante la cual los nlcleos presentaron su mayor

diametro y las células, su mayor elongacion.
3.4 ENSAYOS DE INMUNOFLUORESCENCIA

Los ensayos de inmunofluorescencia para la deteccion de la fibrilarina nativa (Wild Type
Homo Fibrillarin o WtHFIB por sus siglas en inglés) y sus mutantes en células Hela, asi
como en células de C. chinense, permitieron establecer las condiciones para los
posteriores analisis de expresion de la fibrilarina acoplada a un reportero fluorescente in
vivo. Al llevar a cabo el marcaje de la fibrilarina nativa con un anticuerpo fluorescente, se
observé que estaba localizada en los nucleolos (Andersen et al., 2002; Ochs et al., 1985)
asi como también en los CBs y de manera difusa en el nucleoplasma, concordando con lo

reportado por Chen y Huang (2001), asi como por Snaar y colaboradores (2000).
3.4.1. Células de C. chinense.

Como se puede observar en la Figura 3.18, en estos ensayos de inmunofluorescencia, se
localizé la sefial correspondiente a la fibrilarina en los nucleolos y en los CBs como indica
por las flechas blancas, y asi como una sefial difusa en el nucleoplasma. En las células en
metafase, la localizacion de la fibrilarina fue pericromosomal. En el caso de la sefal para
el dominio PH se observa una distribucibn mayoritariamente en el citoplasma; no
obstante, también se observo la sefal dentro de los nucleos, como se ve indicado por las
cabezas de flechas. Cabe sefialar que la sefal del dominio PH presente dentro de los

nucleos también abarc6 parte de los nucleolos.
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Figura 3.18 Ensayo de inmunofluorescencia de células en suspensién de C.
chinense empleando DAPI para acidos nucleicos (461 nm - azul), anti-fibrilarina
(555 nm - rojo) y Dominio PH (637 nm - verde) para deteccion de

fosfoinositidos.

Estas imagenes proporcionan la pauta principal para determinar que existe colocalizacién
de la fibrilarina y los fosfoinositidos en el nucleolo de las células de C. chinense. Los
resultados con los dominios permitieron observar que los fosfoinositidos presentan una
distribucion parcial dentro de los nucleolos y circundante en los CBs, lo que podria indicar

una interaccién entre estas moléculas.
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3.4.2. Células HelLa

Los resultados de los ensayos de inmunofluorescencia en células HeLa se muestran en la
figura 3.19. Se observa una sefal especifica de la fibrilarina (rojo), la cual permitié
localizarla en los nucleolos y CBs, como se indica por las cabezas de flechas y con una
dispersion difusa en el resto del nucleoplasma. En el caso de la sefal para la
identificacion de fosfoinositidos, se observd una distribucion mayoritariamente en el
citoplasma; no obstante, también se observo la sefial dentro de los nucleos, como se ve
indicado por las flechas blancas. Cabe sefalar que la sefial del dominio PH presente

dentro de los ndcleos también abarco parte de los nucleolos.

+ DominioPH + D

Figura 3.19 Ensayo de inmunofluorescencia en células HelLa transformadas
con el vector pSTR-Fibrilarina_GFP. Se empleé DAPI para deteccion de acidos
nucleicos (461 nm - azul), anti-fibrilarina (555 nm - rojo) y Dominio PH (637 nm

- verde) para deteccién de fosfoinositidos.

72




CAPITULO 1Il

La colocalizaciéon de los fosfoinositidos con la fibrilarina dentro de nucleolos y aledafa a
los CBs fue similar en las células HeLa y en las de C. chinense. Esta distribucion similar

podria indicar interacciones similares.

Para observar con mayor detalle la distribucion de la fibrilarina nativa dentro de las células
Hela, se llevd a cabo nuevamente una inmunodeteccién empleando solo el anticuerpo
contra fibrilarina. En la figura 3.20 se pueden apreciar los nucleolos (cabeza de flecha) y
los CBs (flechas) marcados por la distribucion de la fibrilarina nativa. En las células HelLa
los nucleolos son prominentes, lo que facilita la observacién y delimitacion de sus
componentes. Por otro lado, los CBs se observan claramente como puntos

independientes, pero cercanos a la periferia de los nucleolos.

Figura 3.20 Inmunodeteccion de fibrilarina nativa en células HelLa. En el primer
canal se puede observar la delimitacibn de los nucleos y localizacion de
nucleolos (cabeza de flecha) por marcaje con DAPI. En el canal de 555 nm se
observa la inmunofluorescencia de la fibrilarina nativa en nucleolos (cabeza de

flecha) y CBs (flechas); ademas de una sefial difusa en el nucleoplasma.
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Después de la identificacion de la fibrilarina nativa en células HelLa, se prosiguio con la
inmunodeteccion de la misma en células transformadas con el vector pSTR-
Fibrilarina_GFP, el cual expresa a la fibrilarina acoplada a una GFP. Esto se realiz6 con la
finalidad de describir la localizacion, tanto de la fibrilarina nativa como de la fibrilarina
quimérica dentro de una misma célula y asi confirmar la funcionalidad de esta ultima.
Como se puede apreciar en la figura 3.21 en A (461 nm) se puede observar la
delimitacion de los nucleos y localizacion de nucleolos (cabeza de flecha) y CBs (flecha)
por marcaje con DAPI. En el canal de 555 nm se registra la inmunofluorescencia de la
fibrilarina nativa, mientras que en el de 530 nm, la sefial emitida por la expresién de la
fibrilarina acoplada a una GFP. En la imagen de colocalizacion, se determiné que ambas
sefales colocalizan en nucleolos (cabeza de flecha) y CBs (flechas), ademas de presentar

una sefial difusa en el nucleoplasma.
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Figura 3.21 Inmunodeteccion de fibrilarina nativa en células Hela

transformadas con el vector pSTR-Fibrilarina_GFP que expresa WtHFIB.
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Por medio de los ensayos de inmunofluorescencia en células HelLa, se determin6 que la
WtHFIB y las mutantes fusionadas a la GFP, asi como la fibrilarina nativa se localizan en
las mismas regiones del ndcleo: los nucleolos y de manera difusa, en el resto del nucleo.
Con base en estos ensayos se considera que la fibrilarina acoplada a GFP es funcional,
ya que su localizacion después de la expresion es correspondiente con la de la fibrilarina

enddgena o nativa.

Los ensayos de localizacion de la fibrilarina en células de C. chinense y en células HelLa

permitieron establecer las bases para la experimentacion in vivo sobre esta proteina.

3.4.3 Transformacién transitoria del cultivo de células en suspensién de C.
chinense con el vector pK7RWG2.0::CcFib

3.4.3.1 Obtencion de protoplastos de células en suspensién de C. chinense

En la figura 3.22 se pudieron registrar los protoplastos obtenidos de células de C.
chinense. En la figura 3.22-A, se distinguen los protoplastos en el canal de luz visible,

presentando una forma esférica de entre 10 y 15 um de didmetro.

En la figura 3.22-B se observan los ndcleos de los protoplastos tefiidos con DAPI, con un
didmetro de entre 5y 3 um. En el canal de FITC (Figura 3.22-C) al realizar la tincién de
Evans, los protoplastos no viables aparecen tefiidos de color rojo, mientras que los viables
presentan autofluorescencia. En el caso del canal de rodamina (Figura 3.22-D), se
distinguen con un color rojo intenso a los protoplastos no viables. Se realiz6 un conteo por
campo de los protoplastos para determinar el porcentaje de protoplastos viables sobre el

total de los obtenidos y se determiné una eficiencia del 50%.
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FITC (495 nm/519 nm)

Figura 3.22 Protoplastos de células de C. chinense tenidos con azul de Evans
para evaluacion de viabilidad. A. Canal de luz visible. B. Canal de deteccion de
DAPI. C. Canal de FITC. D. Canal de rodamina.
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3.4.3.2 Transformacidn por choque térmico en presencia de PEG o por Sonicacion.

Después de la implementacion de los métodos de transformacion por choque térmico en
presencia de PEG, se tomaron muestras de los cultivos de protoplastos. Después de ser
fijadas, se montaron con mowiol al 10% (v/v) méas DAPI y se analizaron en un microscopio
de fluorescencia. En la figura 3.22, se incluyé un testigo negativo de transformacion sin
vector (A y B), en conjunto con el experimento en presencia del vector (C y D) con fines

comparativos.

En las figuras 3.22-A y C se observa la tincibn con DAPI de los nucleos de los
protoplastos. Por otro lado en la figura 3.22-B, se distinguen los protoplastos del testigo
negativo bajo el canal de rodamina, donde la sefial fluorescente fue nula; Mientras que en
la figura 3.22-D se registré la sefial obtenida en este mismo canal para el experimento en
presencia del vector. Sin embargo, la sefial observada no delimita nucleolos o CBs, por lo

gue se concluy6 que este método de transformacion no fue efectivo.
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Figura 3.23 Transformacion de protoplastos por choque térmico en presencia
de PEG. A. Tincién con DAPI en testigo negativo. B. Observacién del testigo

negativo en canal de rodamina. C. Tincion con DAPI del experimento en
presencia de vector. D. Observacion del experimento en presencia de vector en

canal de rodamina.
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Después de la implementacion del método de transformacion por sonicaciéon, se tomaron
muestras de los cultivos de protoplastos para fijacion y montaje con mowiol al 10% (v/v)
méas DAPI. Las muestras fueron analizadas en un microscopio de fluorescencia. Como se
registré en la figura 3.23, se incluy6 un testigo negativo de transformacién sin vector (A 'y
B) en conjunto con el experimento en presencia del vector (C y D) para comparacion de
ambos resultados.

En las figuras 3.23-A y C se observan los nucleos tenidos con DAPI. En la figura 3.22-B,
los protoplastos del testigo negativo presentaron una sefal fluorescente nula bajo el canal
de rodamina. Por otro lado en la figura 3.22-D se muestra el experimento en presencia del
vector con una sefal difusa, que coincide con los protoplastos, pero que no fue similar a la
distribucion previamente descrita para la fibrilarina. Se concluy6 entonces que los intentos

de transformacién por sonicacion tampoco fueron efectivos.
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Figura 3.24 Transformacion de protoplastos por sonicacién. A. Tincion con

DAPI del testigo negativo. B. Observacién del testigo negativo en canal de
rodamina. C. Tincion con DAPI del experimento en presencia de vector. D.
Observacion del experimento en presencia de vector en canal de rodamina, se
detect6 una sefal difusa en los protoplastos, pero no se apreciaron nucleolos o
CBs.
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3.4.3.3 Obtencidén de protoplastos de tejido foliar de Capsicum

Se obtuvieron protoplastos a partir de tejido foliar de Capsicum para probar la eficiencia
de la transformacion por medio de PEi y Lipofectamina 3000®. Estos experimentos se
realizaron en el Institute of Molecular Genetics of the ASCR, donde los cultivos en
suspension de C. chinense no estaban disponibles.

En la figura 3.25 se muestra que los protoplastos obtenidos de tejido foliar no son
completamente esféricos, a diferencia de los obtenidos a partir de células en suspension,

presentando un diametro de entre 5y 3 um.

Figura 3.25 Protoplastos de tejido foliar de Capsicum observados en el campo

de luz visible.
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3.4.3.4 Transformacién por PEi y lipofectamina

A partir de la implementacion de la transformacion con PEi de protoplastos obtenidos de
tejido foliar de Capsicum, se prepararon muestras fijando los protoplastos con formalina y
montandolos en mowiol al 10% (v/v) mas DAPI. Como se puede apreciar en la figura 3.26-
A, la tincién con DAPI permite identificar los nucleos de los protoplastos. En los paneles B
y C no se detectdé sefal fluorescente, por lo que se concluyé que los ensayos de

transformacion por este medio no fueron exitosos.

Colocalizacion

Figura 3.26 Transformacién de protoplastos con PEi. A. Tincién con DAPI, se
observan los ndcleos de los protoplastos. B. Canal de 647 nm. C. Canal de 555

nm para deteccién de RFP. D. Colocalizacién.
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Posterior a la transformacion con lipofectamina de protoplastos obtenidos de tejido foliar
de Capsicum, se prepararon las muestras fijando los protoplastos con formalina y
montandolos en mowiol al 10% (v/v) mas DAPI. En la figura 3.27-A se observa el nacleo
de los protoplastos, mientras que en los canales de 647 nm y 555 nm (RFP) no hubo
presencia de sefial. El intento de transformacion con lipofectamina no fue efectivo.

Colocalizacion

Figura 3.25 Transformacion de protoplastos con lipofectamina. A. Tincion con
DAPI, se observan los nucleos de los protoplastos. B. Canal de 647 nm. C.

Canal de 555 nm para deteccion de RFP. D. Colocalizacion.
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3.4.3.5 Transformacioén de tejido foliar de Capsicum por Agrobacterium portadora
del vector binario pK7RWG2,0::CcFib

Después de que los intentos de transformacion previamente presentados no fuesen
efectivos, se decidi6 implementar la transformacién de tejido foliar de Capsicum
empleando Agrobacterium tumefaciens portadora del vector pK7RWG2,0::CcFib. El tejido
fue lavado cuidadosamente después de la incubacion en el cultivo de Agrobaterium para
ser colocado en la solucion enzimética para obtencion de protoplastos. Esto para verificar

que el tejido habia sido transformado.

En las figuras 3.28-A y C se observa el nucleo de los protoplastos por tincion con DAPI.
En la figura 3.28-B se muestra el testigo negativo de la transformacién, carente de sefal
fluorescente. Por otro lado, en la figura 3.28-D, no se encontraron indicios de
transformacion. En conclusion, los intentos de transformacion empleando a Agrobacterium

como vector no fueron efectivos.
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Figura 3.28 Protoplastos de tejido foliar de Capsicum transformado con

Agrobacterium portador del vector pK7RWG2,0:CcFib. A. Tincion con DAPI en
testigo negativo. B. Observacion del testigo negativo en canal de rodamina. C.
Tincion con DAPI en experimento donde se us6 Agrobacterium portadora del
vector. D. Observacion del experimento en presencia de vector en canal de
rodamina.

Los métodos de transformacion implementados no fueron efectivos. Como se puede
observar en las figuras 3.23 a 3.28, ninguno de los casos fue positivo para transformacion
de protoplastos de C. chinense. Existe la posibilidad de que los tratamientos fueran
inefectivos debido a que la cantidad de vector empleado no fue suficiente. Por lo antes

mencionado, los resultados aqui presentados no son concluyentes.
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Con base en los resultados anteriores, se decidi6é transfectar transitoriamente al cultivo de

células HelLa con el vector binario pK7RWG2,0::CcFib, para corroborar su funcionalidad.

Las células sometidas a transfeccion fueron fijadas e incubadas con anticuerpos para
detectar a la fibrilarina nativa en el canal de 647 nm. Como se observa en la figura 3.29,
las células HelLa fueron transformadas con éxito empleando el vector binario y PEi. En la
figura 3.29-A se muestran los nucleos tefidos con DAPI. En la figura 3.29-B (canal de 647
nm) se distinguen la sefial emitida por la fibrilarina nativa, mientras que en la 3.29-C
(canal de 555 nm) se registra la sefial de la fibrilarina quimérica (acoplada a RFP). En la
figura 3.29-D se aprecia la colocalizacion de amabas fibrilarinas presentando una

distribucion altamente similar, mas no idéntica.
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Anti - Fibrilarina (647 nm)

Colocalizacion

Figura 3.29 Inmunodeteccion de fibrilarina nativa en células Hela
transformadas con el vector binario pK7RWG2,0::CcFib. A. Nucleos tefiidos con
DAPI. B. Canal de 647 nm donde se observa la fibrilarina nativa. C. Canal de
555 nm donde se observa la sefial de la CcFib acoplada a la RFP. D.
Colocalizacién. Se pueden identificar los nucleolos (cabezas de flecha) y los
CBs (flecha).

Como se muestra en la figura 3.29, los resultados de trasformacion de células HeLa con
el vector binario pK7RWG2,0::CcFib fueron positivos. Esto permite afirmar que el vector y
la fibrilarina que expresan son funcionales y que la inefectividad de la transformacion en
los protoplastos se debi6 a fallas técnicas en los protocolos empleados, y no a la
funcionalidad del vector.
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3.5 IMPLEMENTACION DE ENSAYOS DE RECUPERACION DE LA
FLUORESCENCIA DESPUES DE FOTOBLANQUEO (FRAPS)

3.5.1 Transformacion transitoria del cultivo de células HeLa con el vector pSTR-
fibrilarina_GFP y sus derivados mutantes en el dominio GAR

Con la finalidad de estudiar la dinamica de la fibrilarina, se transfectaron células HelLa con
el vector pSTR-fibrilarina_GFP que expresa a la fibrilarina humana acoplada a una GFP,
asi como con las cuatro versiones mutantes de este vector. Esto se realiz con la finalidad
de observar cambios en la dindmica, ya fuese en nucleolos 0 en CBs que pudiesen

generarse por estas mutaciones puntuales.

Las células fueron examinadas 48 horas después del proceso de transfeccién, de tal
manera que los cultivos hubiesen pasado por al menos un evento de division. Todas las
fibrilarinas marcadas, tanto la fibrilarina silvestre como sus mutantes, se localizaron en las
mismas regiones donde se localizé la fibrilarina nativa. En la figura 3.30 se puede
observar la distribucion in vivo de la WtHFIB acoplada a una GFP, asi como las mutantes
R15AMut, R34AMut, R4A5AMut y RTAMut.

88




CAPITULO 1Il

WtHFIB R15AMut R34AMut

e _,

R45AMut

Figura 3.30 Expresién de la fibrilarina humana silvestre (WtHFIB) y mutantes
R15A, R34A, R45A y RTA a partir de su expresidon acoplada a una GFP y
morfologia de los nudcleos. Se puede observar que tanto a fibrilarina WtHFIB
como sus mutantes, se dirigen a los nucleolos (cabeza de flecha blanca) y a

CBs (flechas blancas), conservando una morfologia similar.
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3.5.2 Obtencidn de las curvas de modelaje cinético de difusién proteica

Los experimentos de FRAP fueron registrados en curvas de cinética proteica y en
peliculas que recrean el experimento desde nueve segundos antes del fotoblanqueo de la
REI hasta transcurridos 120 segundos de monitoreo de la recuperacion de la
fluorescencia. En las figuras desde la 3.31 hasta la 3.35 se muestran los resultados de 20
experimentos de FRAP en células que expresaron a la fibrilarina silvestre y sus mutantes
acopladas a GFP en nucleolos y CBs.

En la figura 3.31 se observa el comportamiento dindmico de la fibrilarina silvestre
(WtHFIB) representado en curvas de cinética proteica. Al comparar el comportamiento de
las curvas de recuperacion de la fluorescencia, se puede discernir que la fibrilarina
silvestre (WtHFIB) presenta una difusién desacoplada en los CBs, mientras que en los

nucleolos la difusion es acoplada.

WtHFIB

Cuerpos Cajales Nucleolos

06 1

00 4

00 4 o

Recuperacion de la Fluorescencia
Recuperacion de la Fluorescencia

0 20 40 €0 &0 100

Tiempo (segundos) Tiempo (segundos)

Figura 3.31 Modelos cinéticos de difusion proteica obtenidos por medio de la
implementacién de FRAP en células HelLa expresando la fibrilarina silvestre o
WIHFIB acoplada a GFP en CBs y nucleolos. Los puntos rojos representan el
transcurso de un experimento exitoso, mientras que los amarillos sefialan

experimentos fuera de rango.
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El comportamiento dinamico de la fibrilarina mutante R15A se observa en la figura 3.32.
La dinamica de la fibrilarina en los CBs fue mas erratica en comparacion con la dinamica
observada en el resto de las fibrilarinas mutantes y la silvestre. Dicho comportamiento
erratico puede interpretarse como una ineficiencia en la conformacién de uniones a otras
moléculas o asociacion y disociacion répida de la fibrilarina a sus complejos. El
comportamiento dindmico de la fibrilarina mutante R15A en los nucleolos fue similar al
presentado por la fibrilarina silvestre; sin embargo, el tiempo de difusion fue mas largo.
Esto podria deberse a que la mutante R15A requiere de mas tiempo para formar
complejos cuando se encuentra dentro del nucleolo. En ambas gréficas, los puntos
amarillos y azules describen experimentos fuera del rango de la ecuacion de
normalizacion, resultado de que la célula bajo analisis se moviera por efectos de fototaxis
o se desenfocara. Aquellas curvas cuyos puntos aparecen en color amarillo o azul fueron

excluidas de los analisis estadisticos para minimizar el rango de error.
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Figura 3.32 Modelos cinéticos de difusion proteica obtenidos por medio de la
implementaciéon de FRAP en células HelLa expresando la fibrilarina mutante
R15A acoplada a GFP en CBs y nucleolos. Las curvas amarillas y la curva azul
representan experimentos fuera del rango y fueron omitidos en los analisis

estadisticos.
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El comportamiento dinamico de la fibrilarina mutante R34A puede analizarse al comparar
a la figura 3.31 con la figura 3.33. Se determin6 que tanto para los CBs como para los
nucleolos, no hubieron diferencias entre el comportamiento dindmico de la fibrilarina
mutante R34A con respecto a la fibrilarina silvestre (WtHFIB). En el caso de los
nucleolos, tampoco hubo un cambio evidente en el comportamiento dindmico de la
fibrilarina mutante R34A con respecto a la fibrilarina silvestre y la mutante R15A (figura
3.32), con la cual presento el mismo comportamiento de difusion acoplada, es decir, esta

mutante requiere de mas tiempo para lograr integrarse a sus complejos.
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Figura 3.33 Modelos cinéticos de difusion proteica obtenidos por medio de la
implementaciéon de FRAP en células HelLa expresando la fibrilarina mutante
R34A acoplada a GFP en CBs y nucleolos. Las curvas amarillas representan

experimentos fuera de rango, que fueron omitidos en los andlisis estadisticos.
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El comportamiento dinamico de la mutante R45A puede observarse en la figura 3.34.
Como se puede observar en ambas graficas (CBs y nucleolos) la dinamica es similar o
idéntica a aquella presentada por la mutante R34A, pero presentando un rango menor en
las vidas medias. De acuerdo a la gréafica de dinAmica en nucleolos, en la mutante R34A
parece no estar afectando la formacioén de complejos o la interaccion con otras moléculas

en gran medida.
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Figura 3.34 Modelos cinéticos de difusion proteica obtenidos por medio de la
implementacion de FRAP en células HelLa expresando la fibrilarina mutante
R45A acoplada a GFP en CBs y nucleolos. Las curvas amarillas representan
experimentos fuera de rango, que fueron omitidos en los andlisis estadisticos.

El comportamiento dinamico que presenté la triple mutante (RTAMut), como se puede
apreciar en la figura 3.35, correspondi6 a una difusién desacoplada, no sélo para los CBs
como ocurrio con el resto de las fibrilarinas mutantes y la silvestre (WtHFIB); sino también

para los nucleolos.
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Figura 3.35 Modelos cinéticos de difusion proteica obtenidos por medio de la
implementaciéon de FRAP en células HelLa expresando la fibrilarina mutante
RTA acoplada a GFP en CBs y nucleolos. Las curvas amarillas representan

experimentos fuera de rango, que fueron omitidos en los analisis estadisticos.

Se puede considerar que este cambio drastico en el comportamiento dindmico de la
fibrilarina en los nucleolos se debe a un efecto acumulativo de las tres mutaciones
puntuales en el dominio GAR, el cual es responsable del direccionamiento de la fibrilarina

hacia los componentes nucleolares donde desempefia sus funciones.
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1/2

3.5.3 Obtencidon de los coeficientes de Media méaxima (17), coeficientes de difusién

y valores porcentuales de las fracciones maévil e inmdévil

Luego del andlisis de los datos crudos obtenidos en la cuantificacién de la recuperacion
de la fluorescencia, se procedio a normalizar por separado cada uno de los experimentos
para obtener la pendiente de la curva o vida media (12), asi como emplear la meseta de
la curva para la obtencion de las fracciones mévil e inmovil. En la figura 3.36 se muestran
los promedios de los valores de la vida media obtenidos para WtHFIB y cada mutante.
Utilizando estos valores se llevo a cabo la prueba estadistica no paramétrica de Kruskall-
Walllis, con la finalidad de determinar si existian diferencias significativas en las vidas
medias de la fibrilarina silvestre y las mutantes, obteniendo un valor de p=2.2x10‘16,
rechazando asi la hip6tesis nula y aceptando la hip6tesis alternativa que postula que

existen diferencias entre los valores de vida media (11,,) reportados para cada mutante.

H(9)=171.57, p=2.2x10-16
12

b b ab a c
10

de e cd d
_ cB
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Figura 3.36 Vidas medias de WtHFIB y mutantes. Las barras gris claro
corresponden a los CBs, mientras que las barras gris oscuro corresponden a
nucleolos (Nco). Los datos representan el valor promedio de 25 repeticiones por

region intranuclear y las lineas verticales son las desviaciones estandar.
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Los valores graficados en la figura 3.36 corroboran las observaciones realizadas sobre las
curvas de cinética proteica. Los valores representados por las barras gris oscuro
(correspondientes a los nucleolos) son significativamente mayores a los de las barras gris
claro (correspondientes a los CBs). Esto indica que la dindmica que presenta la fibrilarina
en los nucleolos es mas lenta y estable, que aquella presente en los CBs, lo que se ve
reflejado en su tiempo de permanencia dentro de cada uno, pues mientras mas grande es

el valor de la vida media, el movimiento de la proteina es mas lento.

Como se observa en la figura 3.36, la mutacibn R45A provocé una disminucion
significativa en la velocidad de la fibrilarina en el nucleolo, seguida por la mutante R34A.
Por otro lado, la mutacién R15A no generd ningln cambio en la dinamica de la fibrilarina

si se compara ésta con la dindmica de la fibrilarina silvestre (WtHFIB).

En contraste con la disminucién en la velocidad de movimiento que generaron las
mutantes R45A y R34A y el efecto aparentemente nulo de la mutante R15A, la triple
mutante (TAMut) generdé un aumento significativo en la velocidad de la dinamica de la

fibrilarina en el nucleolo, probablemente por un efecto acumulativo de estas mutaciones.

Como prueba post hoc, se utilizé el método de Scheffé (a=0.05), el cual permite realizar
comparaciones multiples entre los promedios de vida media y los coeficientes de difusion
y agruparlos de acuerdo a similitud. Como se puede apreciar en el cuadro 3.1 y de
acuerdo a los resultados obtenidos para el nucleolo con la prueba de Scheffé, la dinamica
de la fibrilarina triple mutante (RTAMut) es completamente diferente con respecto a la
mostrada por WtHFIB y las mutantes R15A, R34A y R45A,; esto podria implicar un efecto
acumulativo de las tres mutaciones puntuales. Esta observacion se corrobora al observar
los coeficientes de difusién; RTAMut presenta una velocidad mayor al resto de los casos

observados.

En el caso de la dinAmica de WtHFIB en los CBs (0.027 pm?/s y 2.00 + 0.57) se observé
una disminucién de la velocidad de difusion con respecto a las mutantes R34AMut y
R45AMut. En el caso de las mutantes R15AMut y RTAMut, hubo un aumento significativo
de dicha velocidad (0.049 pm®s y 1.43 + 0.44; 0.038 pm?s y 1.12 + 0.43,

respectivamente) (Figura 3.36).
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Cuadro 1.1 Promedios de vida media y coeficientes de difusién de cada grupo

de experimentos y analisis de Scheffé.

Grupos Regién Promedios Coeficientes de Semejanzas
Intranuclear Vida media difusién (Scheffé)
(T112) (um?%s)
R45AMut Nucleolos 8.78 £0.92 0.006 a
R34AMut Nucleolos 7.99+131 0.007 ab
R15AMut Nucleolos 6.66 + 1.28 0.008 b
WtHFIB Nucleolos 6.65+1.51 0.008 b
RTAMut Nucleolos 445 +1.17 0.012 c
R34AMut CBs 3.13+1.37 0.017 cd
R45AMut CBs 2.88+1.10 0.019 d
WtHFIB CBs 2.00 + 0.57 0.027 de
R15AMut CBs 1.43+0.44 0.049 e
RTAMut CBs 1.12+0.43 0.038 e

El analisis cuantitativo de los experimentos de FRAP en WtHFIB y las mutantes en células

Hela indica que la fibrilarina se intercambia rapidamente entre los CBs, el nucleolo y el

citoplasma, a pesar de presentar mutaciones en aquellos aminoacidos conservados en el

dominio GAR para H. sapiens, B. oleracea, S. cerevisiae y A. thaliana. En la figura 3.37 se

comparan los coeficientes de difusion (D) de la fibrilarina silvestre y las mutantes.
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Figura 3.37 Velocidad de difusion (coeficiente de difusion) de la fibrilarina

silvestre (WtHFIB) y sus mutantes en umZ/S.

Los coeficientes de difusién calculados para la fibrilarina silvestre (WtHFIB) coinciden con
los reportados por Phair y Misteli en el 2000, los cuales fueron de 0.02 a 0.04 um?%s para
los CBs, mientras que para los nucleolos fue de 0.008 a 0.016 pm?s (Phair y Mistel,
2000).

La fraccion mavil que se obtuvo para WtHFIB y sus mutantes es significativamente mayor
en los CBs en comparacion con los nucleolos (56.86% contra el 45.75%). Como se
observa en el cuadro 3.2, al comparar estos porcentajes con los reportados por Phair y
Misteli, 2000 y su fraccion inmovil (43.13% en CBs contra el 54.24% en nucleolo), se
observa que la fraccion movil del nucleolo es menor a la fraccién movil del CB en todos

los casos.
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Cuadro 3.2 Valores porcentuales de las fracciones mévil e inmovil para WtHFIB

Yy Sus mutantes.

Nucleolo CBs
Movil % | Inmovil % | Movil % | Inmaovil %
WtHFIB 45.75 54.24 56.86 43.13
R15AMut 41.7 58.3 57.36 42.63
R34AMut 34.85 65.14 51.43 48.56
R45AMut | 40.07 59.93 66.23 33.76
RTAMut 43.76 56.23 67.87 32.12

El significado funcional de esta diferencia entre el nucleolo y los CBs aun permanece sin
resolver; sin embargo, el valor relativamente bajo de la fraccion moévil en el nucleolo
podria representar un parametro de reclutamiento permanente de la fibrilarina en éste
(Dundr et al., 2004; Chen y Huang, 2001; Phair y Misteli, 2000; Snaar et al., 2000); asi
como una permanencia mas efimera en los CBs (Misteli, 2001). Esto podria apuntar
también a que el tiempo de residencia y la permanencia de la fibrilarina, ya sea en el
nucleolo o en los CBs, dependen de interacciones o formacion de complejos diferentes
para cada region intranuclear. Aunado a esto y mediante la implementacion del ensayo
iIFRAP, se habia demostrado que las proteinas nucleolares fibrilarina, Nopp140 y B23
exhibian disociaciones cinéticas similares en los CBs, mientras que en el caso del

nucleolo eran significativamente mas lentas (Dundr et al., 2004).

La fraccion moévil de la fibrilarina podria representar una poblacion de moléculas con
funciones distintas a la fraccion inmévil. En el caso de la fracciéon inmovil, la fibrilarina
podria estar desempefiando actividades enzimaticas estables o bien estructurales
formando complejos (Snaar et al., 2000) mientras que en el caso de la fraccion movil,
podria encontrarse transportandose como monémero 0 como un acarreador. De forma
alternativa, se puede considerar que la cantidad de fibrilarina en cada dominio intranuclear
es distinta, lo que podria apuntar a que algunas de estas moléculas tienen roles

estructurales diferentes en CBs y nucleolos (Phair y Misteli, 2000; Snaar et al., 2000).
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Es importante tomar en cuenta que la resoluciéon del andlisis de FRAP no llega al nivel
molecular, por lo tanto los resultados aqui mostrados representan la suma del movimiento
de la fibrilarina en todas sus formas posibles: formando parte de diversos complejos
proteicos, libre, activada o inactivada. Sin embargo, estos andlisis proveen las bases que

permitiran profundizar en el estudio de la dinamica nuclear.
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CAPITULO IV

DISCUSION GENERAL

En los ensayos de inmunofluorescencia realizados tanto en células en suspension de C.
chinense como en células Hela, se pudo observar la sefial correspondiente a la fibrilarina
en regiones dentro del ndcleo que se identificaron como nucleolos (Andersen et al., 2002;
Chen y Huang, 2001) y como CBs, ademas de una sefial difusa en el nucleoplasma
(Dundr et al., 2004).

La interpretacion biolégica de la localizacion y comportamiento dinamicos observados se
realizé a partir de la informaciéon recopilada durante los experimentos de FRAP en
fibrilarina silvestre y sus derivados mutantes en células HelLa exclusivamente, ya que
como se mostrdé con anterioridad, la transformacion de células en suspension y tejido
foliar de C. chinense no fue exitosa. Los resultados de los andlisis de FRAP en fibrilarina
humana silvestre y sus derivados mutantes proveen informacion acerca de su
comportamiento molecular dentro de las dos principales regiones intranucleares que

habita, el nucleolo y los CBs.

El intercambio entre el nucleoplasma, el nucleolo y los CBs en la escala de segundos
sugiere que la fibrilarina se transporta entre ambos dominios intranucleares mas de una
vez durante su vida, posiblemente después de cada acto funcional, lo que puede tratarse
de un ciclo de transcripcion, procesamiento de pre-ARNr o transcritos, etc. (Chen y
Huang, 2001).

El comportamiento dinamico de la fibrilarina esta determinado por la regién intranuclear
que se encuentre habitando en un determinado momento, ya sea el nucleolo o los CBs.
Se observaron dos comportamientos dinamicos diferentes entre la fibrilarina presente en
nucleolos y aquella presente en los CBs, comportamientos que prevalecieron a pesar de
las mutaciones generadas en el dominio GAR de la proteina. Esta diferencia en el
comportamiento dinamico de la proteina se atribuye a que, dependiendo de la region
intranuclear hacia donde a fibrilarina se dirija (nucleolo o CB), sus interacciones, tiempo

de residencia y formacion de complejos sera distinta.
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Es posible que las mutaciones puntuales generadas en el dominio GAR de la fibrilarina
humana provocaran una pérdida en la eficiencia de conformacion de complejos o
interaccion con otras moléculas, siendo estas interacciones distintas en nucleolos y CBs.
Este cambio en el comportamiento dindmico permite proponer que la funcion biologica
que desempenia la fibrilarina es distinta en los CBs y en los nucleolos. Esta observacion
coincide con lo previamente propuesto por Snaar y colaboradores (2000) sobre que la
fibrilarina se intercambia rapidamente entre los CBs, el nucleolo y el nucleoplasma.

4.1 La fibrilarina se intercambia entre el nucleolo, el nucleoplasma y los cuerpos
Cajales

Se ha propuesto que la fibrilarina funciona como un eslab6n molecular entre el nucleolo y
el CB, con la posibilidad de funcionar como un chaperén para otras moléculas (Isaac et
al., 1998). Algunos autores sugieren la existencia de mecanismos de retencién en
compartimentos especificos para las proteinas de los CBs y el nucleolo basandose en la
naturaleza de las interacciones que pueden tener sus dominios, como lo hicieron Snaar y
colaboradores en el 2000 al analizar la dinamica de fibrilarina completa y truncada en
células HelLa (Snaar et al., 2000). Dentro de estas interacciones se consideran aquellas

que se dan con los fosfoinositidos nucleares de gran relevancia.

Desde hace algunos afios, se sabe que el ndcleo contiene una cantidad de lipidos
significativa, entre ellos los fosfoinositidos (Fraschini et al., 1999), aun después de la
remocion experimental de la envoltura nuclear. Debido a la falta de estructuras
membranales dentro del ndcleo, se ha sugerido que moléculas hidrofébicas son las
encargadas de mantener el ambiente interno que favorece la concentracion de
fosfoinositidos (Vann et al., 1997). El nucleolo no esta separado del nucleoplasma por una
membrana; sin embargo, presenta una composicion proteina-acido nucleico Unica, sus
proteinas son ricas en residuos basicos, lo cual les permite translocarse al nucleolo
después de unirse a proteinas GTP (Tsai y McKay, 2005). Por lo tanto, debido a su
ambiente favorable conformado por proteinas bésicas, el nucleolo puede albergar
fosfoinositidos como PIP2. PIP2 se une directamente a la fibrilarina en regiones del
nucleo donde ambos colocalizan con transcritos recién sintetizados de genes ribosomales

dentro del nucleolo, lo que indica que PIP2 podria estar involucrado tanto en la
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transcripcibn como en el procesamiento temprano del ARN ribosomal (Yildirim et al.,
2013) y con base en lo observado en los experimentos antes presentados, podria estar

influyendo directamente en su dinamica.
4.2 El nucleolo en el ambiente nuclear

Se sabe que varios de los dominios intranucleares, si no es que todos, interactian de
manera fisica con el nucleolo (Spector y Lamond, 2001). La pregunta es si dichos
dominios y el nucleolo estan funcionalmente involucrados y por ende, estan en constante
comunicacion. ElI mejor ejemplo es el cuerpo Cajal, el cual fue descubierto en el nucleo

neuronal y descrito como un “cuerpo accesorio” del nucleolo (Gall, 2000; Matera, 1999).

La interaccién entre el CB y el nucleolo ha sido bien documentada (Pena et al., 2001)
ademas de haberse analizado su dinamica en células vivas (Dundr et al., 2004; Platani et
al., 2000; Sleeman y Lamond, 1999). El nimero de CBs Yy su relacién con el nucleolo en
las neuronas se correlaciona con la actividad transcripcional (Pena et al., 2001). ElI CB es
altamente rico en ribonucleoproteinas  (snRNPs y snRNPs), requeridas para la
maduracion de los pre-ARN ribosomales y los pre-ARN mensajeros, ademas de compartir
proteinas nucleolares como fibrilarina, Nopp 140 y NAP57 (Matera, 1999), asi como
subunidades de la ARNsa P (Jarrous et al., 1999). Se considera que los CBs funcionan
como una plataforma para las vias de biogénesis de los snRNPs y snoRNPs (Matera,
1999); dicha funcién podria explicar las interacciones preferenciales que existen entre el
nucleolo y los CBs. Aunado a esto, se ha demostrado que U3 y U8 se localizan de
manera estacionaria en los CBs, previa a su acumulacion en el nucleolo (Terns y
Dahlberg, 1994). Los CBs tienen un papel principal en el direccionamiento de los
snoRNAs dentro del nlcleo, y podrian, inclusive ser una escala obligatoria en las vias de
biogénesis de las ribonucleoproteinas que llevan a cabo su actividad en el nucleolo (Terns
y Dahlberg, 1994).

¢ Como es que estas maquinarias moleculares alcanzan el lugar correcto en el momento
correcto y participan en el correcto ensamblaje de nucleolos funcionales? Es una pregunta
que esta actualmente en investigacion, mediante el analisis de la dindmica de sus

proteinas constitutivas y complejos en células vivas.
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Existen multiples estudios que sugieren que los procesos de dindmica nuclear son ATP- 0
GTP- dependientes (Calapez et al., 2002). También, es factible que los mecanismos de
transporte de macromoléculas dentro del ndcleo involucren una combinacion de difusion
pasiva y procesos dependientes de energia (Janicki y Spector, 2003; Parada y Misteli,
2002; Dundr y Misteli, 2001). Sin embargo, la hipétesis que postula la existencia de
factores de transporte no puede ser excluida, pues recientemente se demostrd, mientras
se rastreaban los precursores de U3, que éstos son necesarios en su transporte entre los

CBs y el nucleolo (Boulon et al., 2004).

Las proteinas nucleolares fibrilarina, nucleolina y B23 tienen un movimiento relativamente
rapido (Chen y Huang, 2001; Phair y Misteli, 2000), asi como las proteinas de los
compartimentos perinucleares (Huang et al., 1998), los factores de transcripcion CF,
SF2/ASF, SC35 (Phair y Misteli, 2000) y las proteinas de los CBs: coilina, fibrilarina y
SMN (Handwerger et al., 2005; Sleeman et al., 2003).

Entre las proteinas que se mueven rapidamente a través del nucleoplasma, el nucleolo y
los CBs, se encuentran UBF1, involucrada en la transcripcion del ARN ribosomal,
fibrilarina y Rpp29, responsables del procesamiento del pre-ARNTr, asi como la nucleolina
y B23 que participan en el ensamblaje de ribosomas. El rango de los coeficientes de
difusion de estas proteinas se encuentran entre 0.020 y 0.14 pm?/s (Chen y Huang, 2001;
Phair y Misteli, 2000; Snaar et al., 2000).

La coilina y la SMN, ambas localizadas en los CBs, mostraron diferentes velocidades de
recuperacion después de fotoblanqueo: la coilina resulté ser 50 veces mas rapida que
SMN, lo que indica que aunque forman parte del mismo dominio, cada una cuenta con su
propia tasa de recambio. Los elevados coeficientes de difusion de estas proteinas indican
gue no estan difundiéndose de manera completamente libre en el nacleo. Con base en el
modelo de Misteli y colaboradores (Dundr y Misteli, 2001), una menor movilidad podria
deberse a una breve interaccién entre proteinas nucleares y otros componentes inmoviles
(Calapez et al., 2002).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 CONCLUSIONES

La fibrilarina es una proteina nuclear altamente conservada, la cual presenta una
distribucion caracteristica dentro del nucleolo, en el componente fibrilar (FC) y el
componente fibrilar denso (DFC), ademas de estar presente en CBs. Esta localizacion se
ve conservada entre plantas y animales, cuyas morfologias nucleolares son distintas.
Entre los reinos vegetal y animal, la fibrilarina es una proteina evolutivamente conservada,
presentando el menor porcentaje de similitud dentro del dominio GAR, dominio que ha
sido relacionado o responsabilizado del comportamiento dinamico de esta proteina.

Mediante la implementacion de los analisis de FRAP, se corroboro el caracter dindmico de
la fibrilarina en los nucleolos y en los CBs en células humanas (HelLa), sin embargo, no
fue posible realizar una descripcion de dicha dinamica en el modelo vegetal, pues los
intentos de transformacion no fueron exitosos. Estos estudios de fibrilarina en células
vivas son la base para realizar extrapolaciones sobre cémo su comportamiento dinamico
se ve influenciado por su ensamblaje en complejos proteicos, de lo cual depende su
interaccion con fosfoinositidos. Es fundamental recalcar que dicha dinAmica es diferente

en nucleolos y CBs.

Es importante tomar en cuenta que la resolucion del analisis de FRAP no llega al nivel
individual molecular, por lo tanto los resultados aqui mostrados representan la suma del
movimiento de la fibrilarina en todas sus formas posibles: formando parte de diversos
complejos proteicos, libre, activada o inactivada. Sin embargo, estos analisis proveen las
bases que permitiran profundizar en el estudio de la dinAmica nuclear. Las interacciones y
formacion de complejos entre la fibrilarina y otras proteinas marcan la naturaleza de su
dinamica, la cual se ve afectada por las mutaciones puntuales generadas en aminoacidos

conservados dentro del dominio GAR, como se demostré en este trabajo.
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5.2. PERSPECTIVAS

106

El vector pK7RWG2::CcFib generado en este trabajo servirhA como una
herramienta para el estudio de la fibrilarina de plantas, en particular de las

Solanéceas pues la similitud presentada entre sus secuencias es de 96.6%.

Los resultados de dinAmica demuestran que hay diferencias en la movilidad de la
fibrilarina en los nucleolos y los CBs, lo que podria indicar que la fibrilarina puede
interactuar con distintas proteinas. (con los fosfoinositidos actuando como
pegamento). Es por esto que este estudio marca las pautas para entender con qué

proteinas interactia la fibrilarina en el nacleo.

Las metodologias establecidas y desarrolladas en este trabajo podran ser
implementadas a futuro en los siguientes trabajos de tesis del grupo de
investigacion, como es el caso de la busqueda y analisis de secuencias de la
fibrilarina en plantas, la obtencién de proteinas mutantes y el vector binario de
expresion de la fibrilarina de C. chinense acolada a una RFP.
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