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RESUMEN

RESUMEN

La telomerasa es una enzima especializada encargada del mantenimiento y elongacion
de las regiones terminales de los cromosomas. En los ultimos afios, en mamiferos se ha
observado que la telomerasa puede tener actividades no teloméricas enfocadas a los
procesos de proliferacion celular y ciclo celular. En el presente trabajo, utilizando métodos
cuantitativos de actividad de telomerasa, morfologia, histologia y biblioteca trascriptémica
TSA de A. tequilana, observamos que la actividad de la telomerasa durante el desarrollo
vegetativo de la hoja media de A. tequilana estd relacionada con los procesos de
proliferacién celular. Realizando el analisis de la expresion de TERT tejido especifico,
observamos que en meristemo hay una sobreexpresion de TERT, indicando que al estar
expresado a la alta en un tejido donde hay muchas actividades celulares, puede que esta

sobrexpresion sea producto de las actividades no teloméricas de la telomerasa.







ABSTRACT

ABSTRACT

Telomerase is a specialized enzyme responsible for the maintenance and elongation of
the terminal regions of chromosomes. In recent years, in mammals, it has been observed
that telomerase may have non-telomeric activities focused on the processes of cell
proliferation and cell cycle. In the present work, using quantitative methods of telomerase
activity, morphology, histology and TSA transcriptomic library of A. tequilana, we observed
that telomerase activity during the vegetative development of the middle leaf of A.
tequilana is more related to the processes of cell proliferation. By analyzing the expression
of specific tissue TERT, we observed that in meristem there is an overexpression of TERT,
indicating that when expressed in discharge in a tissue where there are many cellular
activities, this overexpression may be the product of non-telomeric activities of telomerase.







INTRODUCCION

INTRODUCCION

Los telébmeros, son regiones que se localizan y estabilizan en los extremos de los
cromosomas eucariontes, estan formadas por secuencias repetidas en tandem
(minisatélites) y varias proteinas de unién especifica a estas secuencias (Greider 1991);
éstos presentan un unico modo de replicacién dado que la enzima ADN polimerasa
(DNApol) es incapaz de completar la sintesis del extremo 3’ del ADN telomérico, por lo

que se requiere una enzima especializada llamada telomerasa (Blackburn 1997).

La enzima ADN polimerasa (DNApol) es una ribonuceloproteina que posee dos
subunidades esenciales para su funcion catalitica. La primera es la ARN telomerasa
llamada TER (Telomerase RNA, por sus siglas en inglés) y la segunda es un componente
proteico que tiene actividad de transcriptasa reversa, denominada TERT (Telomerase
Reverse Transcriptase, por sus siglas en inglés. TER contiene un templado (motivo
repetido) que se une de manera especifica al ADN telomérico (Greider and Blackburn
1985); mientras que TERT se encarga de sintetizar una copia de ADN telomérico a partir
de TER (Greider and Blackburn 1987). Ambos componentes ayudan a mantener la
integridad telomérica, elongando los extremos cromosomicos y estabilizando su longitud,
y—evitando asi su acortamiento con cada ciclo de division celular (Wang and Blackburn
1997).

Segun Blasco y colaboradores (1995 y 1997) la pérdida de funcién del gen que codifica
para TERT en ratones, tiene efecto durante el crecimiento;-y desarrollo del organismo, y
su progenie. A partir de la sexta generacién se observan pérdidas en la capacidad de
proliferaciéon celular, aberraciones cromosémicas, cariotipos anormales y en el caso de las

hembras, el sistema reproductivo colapsado (Blasco et al,. 1996, 1997).

En mamiferos la actividad de la telomerasa ha sido ampliamente estudiada, ¥ se sabe que
dicha actividad esté estrictamente regulada y es dependiente de la proliferacion celular;
esto se ha observado en células cancerigenas (Morales 2004; Liu 1999; Arvelo and Belair
et al,. 1998). Por otro lado, se ha observado que una actividad alta de la telomerasa
mantiene la longitud telomérica, ¥ mientras que la pérdida de su actividad provoca una
disminucion en la longitud de los teldmeros, causando una erosion gradual de estas

regiones, dando inicio a la senescencia celular hasta llegar a la apoptosis (Shawi and

1
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Autexier 2008; Shammas et al,. 2005).

En plantas, la regulacién de la telomerasa tiene que ser mas flexible, debido a diversos
factores ambientales que afectan la actividad de otras enzimas vitales (Ren et al,. 2004).
Algunos autores reportan que la actividad de la telomerasa es tejido especifica (Shippen
and McKnight 1998; Fitzgerald et al,. 1996; Heller et al,. 1996a) por lo observado en
diferentes especies como: Nicotiana tabacco, Glycine max, Daucos carota, Brassica
oleracea var. Bortritys, Zea mays, Hordem vulgare y Arabidopsis thaliana; y es
dependiente de proliferacion celular, porque se encuentra mayormente representada en
tejidos no diferenciados como los meristemos, 0 en procesos donde se induce la division
celular (cultivos celulares de Nicotiana tabacco), ello sugiere que pueden llegar alcanzar
la inmortalidad debido a que son células en divisién constante (Fitzgerald et al,. 1999). En
contraste se ha observado baja actividad de la telomerasa en tejidos ya diferenciados
como en hojas, anteras y raiz (Heller - Kilian, et al,. 1996b).

En plantas la correlacion entre la longitud telomérica y actividad de la telomerasa no
siempre se observa, existen reportes en fa-su mayoria de especies longevas como: Ginko
biloba, Pinus tabulaeformis y Panax ginseng, (Liang et al,. 2015; Mu et al,. 2015; Song et
al,. 2011), y en cultivo in vitro de cebada (Killan et al,. 1998) que sugieren de la existencia
de mecanismos alternativos que favorecen esta dinamica tal y como ocurre en otros
organismos como; Drosophila melanogaster, Saccharomyces cervisiae y Tetrahymena
termopila. Entre estos mecanismos alternativos se dan una serie de procesos que
practicamente suplen la actividad de la telomerasa por completo, como en Drosophila
melanogaster que utiliza un retrotransposén para mantener su longitud telomérica. Debido
a ello, actualmente se tiene una serie de secuencias candidatas como son los genes ARN
ribosomales, las secuencias ADN satélite posicionadas en regiones sub-telomericas y los
retroelementos (Tyl- copia) (Zeng et al,. 2011; Navajas-Pérez et al,. 2009; Fujiwara et al,.
2005) como los principales involucrados en los mecanismos alternativos del dinamismo en

la longitud telomérica.

De acuerdo con lo reportado en Agave tequilana var. “Azul” (Rescalvo-Morales et al,.
2016) el dinamismo de la longitud telomérica en plantas in vitro (durante el proceso de
organogénesis de las semanas 1 - 8), muestra un aumento gradual de la longitud cada

semana. Asimismo, los autores reportan que en las planas con edad diferente crecidas
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bajo condiciones de invernadero, la longitud telomérica es variable, en a los 6 meses de
edad esta disminuida comparada con las plantas in — vitro. Ademas, hay un incremento de
6 meses a 1 afio, y dicho incremento se mantiene de 1 — 3 afios, ¥ por ultimo en las
plantas de campo con edad de 1 — 6 afios la longitud de sus regiones telomérica se
mantiene entre los 25 kb. 31 kb.

Este trabajo estd enfocado en realizar el analisis de la actividad de la telomerasa para
entender el dinamismo en la actividad de esta enzima bajo condiciones de campo, para
determinar si este es el Unico mecanismo responsable de la variabilidad de longitud de
estas regiones, ya que como se sabe es el mecanismo mayormente utilizando en los

organismos eucariontes.

En este trabajo se utiliz6 el método de Repeticion Telomérica Cuantitativa Amplificada
TRAP (g-TRAP), que mide la actividad de la enzima telomerasa, con el objetivo de
entender si hay una relacion directa entre la actividad y la longitud telomérica, o si se
presenta otro tipo de mecanismo alternativo de restablecimiento telomérico como otras
especies consideradas de ciclo de vida largo, debido a que en Agave tequilana se ha
reportado que la mayor parte de su genoma esta representado por retoelementos (Khalig
et al,. 2012; Bousios et al. 2007) y una familia ADN satélite clasificada en dos sub-familia

localizadas en regiones teloméricas (Espinosa-Barrera et al. 2018).
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1. EL TELOMERO

1.1. Estructuray composicion de los telo6meros

El teldmero, es una estructura nucleoproteica especializada localizada en la region
terminal de los cromosomas eucariontes. Esta nucleoproteina fue observada por primera
vez por Hermann J. Muller en Drosophila melanogaster mediante estudios de citogenética
clasicos en 1938. Afios mas tarde Barba McClintock (1941) utilizando como modelo a Zea
mays, demostré que, la ausencia de estas estructuras provoca fusién de los extremos y
ruptura del cromosoma. También demostré que la re-adquisicion de esta estructura,
restablece los dafios generados por la falta de teldmero concluyendo que desempefian un
papel crucial en la integridad de los cromosomas (McClintock 1941). Los telbmeros son
secuencias con motivos repetidos en tandem (ADN telomérico) y proteinas de unién
especifica al telémero (del inglés: telomeric binding protein, TBP) ( Blasco 2005;
Blackburn 2001; Riha et al,. 2001).

El motivo repetido telomérico y la longitud telomérica estan considerados por diferentes
autores que son especie especifico asi que son variables entre los diferentes grupos de

organismos (Tabla 1).

Tabla 1.- Variacion de los motivos minisatélite de ADN telomérico y la longitud telomérica
en diferentes organismos eucariotas. pb: pares de bases; kb: kilobases. N/D: no
determinado. Modificado de (Greider 1990).

Organismos Motivo telomérico Longitud promedio

Ciliados

Tetrahymena TTGGGG 250 pb

Paramecium TTGGGG/TTTGGG 100-500 pb

Oxytricha TTTTGGGG 38 pb
Flagelados

Trypanosoma TTAGGG 2-7.5kb
Esporozoos
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Plasmodium TTTAGGG/TTCAGGGG 1.2-6.7 kb
Levaduras

Saccharomyces TG1s 350 pb

cerevisiae

Saccharomyces pombe  T1.3ACAG16 200-300 pb
Algas

Clamydomonas TTTTAGGG 300-350 pb
Plantas

Arabidopsis TTTAGGG 2-4 kb

Asparagaceae TTAGGG N/D

Cestrum elegans TTTTTTAGGG N/D
Mamiferos

Homo sapiens TTAGGG 10 kb

El ADN telomérico (ADNt) presenta una distribucién asimétrica en el contenido de GC
(guanina/citosina). Una de sus hebras es rica en guaninas (G) y estd orientada en
direccion de 5’ al 3’, denominada hebra “sobresaliente” o hebra G, es variable en los
diferentes organismos y cada especie mantiene una longitud 6ptima de manera especie-
especifica (Blackburn 2001; Riha et al,. 2001). En el caso de los mamiferos, tienen una
longitud aproximada de 60-100 nucleétidos (Phan 2010), presentando un alto grado de
conservacion, posiblemente se deba a la interaccion que existe entre el ADN telomérico y

una de las proteinas de union especifica al ADN (Lamb et al,. 2007).

En mamiferos, la hebra G y las TBP interactian con el ADN telomérico de doble cadena
para formar estructuras secundarias denominadas Bucle T (T-loop, en inglés) y Bucle D
(D-loop, en inglés) mejor conocido como complejo shelterin (Fig.1.1) (Riha et al,. 2001;
Cai et al,. 1998; Longtine et al,. 1989) dando origen al “cap” que se encarga de proteger la
integridad y estabilidad de los cromosoma (Sfeir and de Lange 2012; Zellinger and Riha
2007). El complejo shelterin se integra por seis proteinas: TRF1, TRF2, POT1, TIN2,
TPP1y RAP1 (Fig.1.1) (De Lange 2005a; 2005b).
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Figura 1.1.- Interaccion entre las proteinas de unién al telémero y el ADN
telomérico en mamiferos: a) Representacion esquematica de la union de la
telomerasa al extremo 3" para la sintesis del ADN telomérico; b) Proteinas de
unioén al telémero y las estructuras secundarias (T-loop, D-loop y el complejo
shelterin) en los extremos de los cromosomas (Imagen modificada de Robtsova,
M.P. et al., 2012).

Las proteinas TRF 1 y TRF2 (del inglés, Telomeric Repeat Binding Factor 1 y 2),
presentan un dominio de interaccion al ADN que les permite unirse de manera directa al
ADN telomérico (Broccoli et al,. 1997, Van Steensel and de Lange 1997),y se sabe que
pueden estar implicadas tanto en el mantenimiento de la longitud telomérica, como en la
formacion del complejo shelterin (Mattern et al,. 2004; Greider 1999; Broccoli et al,. 1997).
TRF1 se une al ADN telomérico de doble cadena y TRF 2 se une ADNt de cadena sencilla
(hebra “G”) (Broccoli et al. 1997). TIN2 (del inglés, protein interacting TRF1 y 2) presenta
dominios independientes que facilitan la interaccién simultanea con TRF1, TRF2 (Kim et
al,. 1999) y con el complejo TPP1-POT1, uniendo varios de los componentes del complejo
shelterin ( Hockemeyer et al,. 2007; Wang et al,. 2007; Baumann and Cech 2001, Loayza
and De Lange 2003). El dominio que se encuentra en la proteina TPP1 es especifico para
TIN2 y el dominio central de TIN2 es especifico para la interaccion con POT1,
favoreciendo la unién del ADNt, formando parte del complejo que brinda proteccion al
cromosoma (Frescas and de Lange 2014; Zhong et al,. 2012; Takai et al,. 2011; Kim et al,.

2003). La proteina TPP1 posee un domino que interacciona con la telomerasa y se
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sugiere que TPP1 es quien dirige a la telomerasa hacia la hebra sobresaliente G para
facilitar el reconocimiento del ADNt (Rajavel et al,. 2014; Taylor et al,. 2011,). Por lo que
proponen que TPP1 y POTL1 estan involucrados directamente en procesos de regulacion
de la actividad de la telomerasa (Hwang et al,. 2012; Taylor et al,. 2011; Hockemeyer et
al,. 2007; Wang et al,. 2007).

En Arabidopsis thaliana se han caracterizado dos secuencias que son homologas a
POT1, denominadas AtPOTa y AtPOTb tienen funciones diferentes; AtPOTla, esta
asociado a la ribonucleoproteina (RNP) telomerasa y funciona como un regulador positivo
en su actividad in vitro (Cifuentes-Rojas et al,. 2011). Mientras que AtPOT1b es requerido
para interaccionar con las proteinas de unién al teldbmero y formar la “cap” en el
cromosoma (Cifuentes-Rojas et al. 2011). Asi mismo, se han identificado diferentes
proteinas con un dominio de afinidad al ADNt, denominado dominio Myb (Bilaud et al,.
1996); el cual se ha comprobado que interacciona con el ADN telomérico en diferentes
especies, incluidas Oryza sativa (OsrTBP1), Arabidopsis thaliana (AtTBP1 y AtTBP2)
(Zentgraf 1995, Kim et al. 1998, Marian et al. 2003) Petoselinium crispum (PcMyb) y Zea
mays (ZmTBP1) (Hofr et al. 2009).

En las plantas, a este complejo se le denomina “plant shelterin”, y adn se desconoce si las
proteinas involucradas en su formacién forma una estructura similar al complejo shelterin

como se ha descrito en mamiferos (Schrumpfova et al,. 2008).

1.2. Funcion de los teldbmeros

La longitud de los teldbmeros puede determinar el nimero de divisiones que puede tener
una célula, por lo cual, es utilizado como un marcador de la division celular (Harley 1991).
En las células somaticas, los telomeros se acortan en cada proceso de division celular,
hasta alcanzar una longitud minima, la cual puede desencadenar la respuesta de dafo al
ADN, ocasionando la detencion del ciclo celular (senescencia replicativa) (Rodriguez-
Brenes and Peskin 2010; Shawi and Autexier 2008; Greider 1990, Yu et al,. 1990). El
namero de divisiones celulares que realice cada célula dependerd directamente de la
longitud promedio de los telomeros de manera especie especifica, por ejemplo, en

Arabidopsis thaliana se necesita una longitud telomérica minima de 1 Kb (Goéhring et al,.
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2014), mientras que en humanos la longitud minima es 100 pb, y se ha sugerido que esta
es la longitud minima requerida para que se pueda formar las estructuras secundarias y
por consiguiente las proteinas TRF1, TRF2, y todas las proteinas del complejo de
shelterin (Capper et al., 2007; Heacock et al., 2004; Mattern et al. 2004;).

El mantenimiento de la integridad de los cromosomas es otra de las funciones principales
de los telomeros, evitando que sus extremos se fusionen o sean degradados (Kazda et
al,. 2012; McClintock 1941). En Arabidopsis thaliana la ausencia de la actividad de la
telomerasa, provoca una disminucion de la longitud de los telémeros, provocando fusién
de los cromosomas, concluyendo que la actividad de la misma es necesaria para el

mantenimiento y estabilidad del genoma en plantas (Riha et al,. 2001).

Las regiones teloméricas presentan un problema denominado “el problema de
replicacion”, en el cual la hebra rezagada (3’al 5’) no es replicada completamente,
provocando un acortamiento gradual del ADN telomérico. Una enzima que permite
solucionar el “problema de replicaciéon” es la telomerasa, que toma como molde la hebra
sobresaliente y afiade nucleétidos a partir de un cebador de ARN integrado a la enzima

(Greider and Blackburn 1987; Olovnikov 1973).

2. TELOMERASA

2.1. Estructuray funcion de la telomerasa

La telomerasa es una ribonucleoproteina con actividad de transcriptasa inversa, la cual
fue caracterizada en Tetrahymena thermofila (Greider and Blackburn 1987, 1989). Esta
enzima esta constituida por un componente proteico con actividad de transcriptasa
reversa denominada TERT, con un tamafo aproximado de 127 KDA y un ARN de la

telomerasa TER, con un tamafio aproximado de 153 KDA (Robtsova et al., 2012).

TER contiene una regidon que actla como molde para la sintesis de los telomeros
(Sperger et al., 2001; Antal et al., 2002), y esta ha sido descrita en ciliados, levadura y
algunos vertebrados (Podlevsky and Chen 2012; Zhang et al., 2011; Blackburn and
Collins 2011; Collins 2009; Theimer and Feigon 2006). Mientras que en plantas como

Arabidopsis thaliana, aunque ya se ha logrado obtener la secuencia nucleotidica de TER
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(Cifuentes-Rojas et al,. 2011), aun no sido reportada la funcion especifica de cada uno de
los componentes de TER en plantas. La secuencia de TER en plantas, ciliados y
vertebrados, es poco conservada, pero TER tiene dominios que son los necesarios para
que pueda realizar su funcién, que son los elementos estructurales (dominios)
(Bhattacharya et al., 1994; Sperger. 2001). TER esta compuesta por los siguientes
dominos: dominio con la region templada “RNA templete”, el Pseudoknot, los dominios de
transactivacion, y los dominios necesarios para garantizar la estabilidad in vivo. Los
elementos que componen TER son importantes, debido a que son requeridos para la
maduracioén y biogénesis del ARN, para el ensamble de la RNP, el trafico subcelular y por

ultimo en la regulacién in vivo en la actividad de la telomerasa (Egan and Collins 2012).

El ARN templado de TER interactia con la hebra “sobresaliente” G, y dirige la sintesis del
ADN telomérico (Churikov and Price 2008). El templado TER esta flanqueado por dos
elementos: el limite 5 y el limite 3’ (Figural.2), denominados elementos templados
limitantes (template boundary element), debido a que se encuentran en la parte anterior y
posterior al dominio ARN templado (Chen and Greider 2003). El limite 5’ es una region
compuesta por ADN de doble cadena, el cual se encarga de regular la estabilidad de los
nucleotidos durante el proceso de sintesis del ADNt por TERT, por lo que se siguiere que
puede ser uno de los sitios de uniébn con TERT-TER, convirtiéndose en un elemento
importante para el funcionamiento eficiente de la telomerasa (Liu et al., 2004; Lai et al,.
2001; Greider and Blackburn 1985). El limite 3’ es una estructura de cadena sencilla que
estimula la actividad de la telomerasa, y le confiere la capacidad de afadir los nucleétidos
al ADN templado, ademas de que el limite 3’ contiene la unién N-terminal de TERT
(Zhang et al,. 2011; Lai et al,. 2001; Mitchell and Collins 2000) .
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Figura 1.2.- Estructura del ARN de la telomerasa en humanos
(hTER). pseudokon (color azul); elementos limitantes (enrojo);
dominios trans — activadores (en verde); regiéon de uniéon a Ku
(en rosa). Modificada de (Egan and Collins 2012)

El dominio pseudoknot es un elementos importantes de la estructura de TER (Figural.2),
y cambios en esta region resultan en una disminucion en la actividad de la telomerasa
(Gilley and Blackburn 1999). Se sugiere que el pseudonkot es necesario para la correcta
orientacion del duplex generado por la unién entre el motivo ARN templado y el sitio activo
de la telomerasa ( Blackburn & Collins 2011; Tzafati et al., 2000;). Probablemente la
viabilidad de la estructura de la telomerasa depende de dos conformaciones, la
pseudonknot y stem-loop que son importantes para el funcionamiento de la telomerasa
(Chen and Greider 2003). Un componente importante de este elemento es J2b/3, el cual
forma un triplete de Hoogsenteen U*A*T (Fig.1.3a) y un loop rico en uracilo, que dan lugar
a una estructura stem-loop (P3) — J2b/3 (Figural.3b). Esta estructura facilita el
mantenimiento, la integridad y la actividad de la telomerasa. Otro loop del elemento J2a/3
es rico en adenina (Figura 1.3a), el cual interactia con los tripletes U*A*T de manera

aleatoria, formando una estructura stem-loop (P3) — 2a/3 ayudando a la estabilizacién de

10



ANTECEDENTES

pseudoknot (Fig.1.3c) (Chen et al., 2005). Por ultimo el stem-loop formado con P3- P2b le

brinda flexibilidad al ARN de la telomerasa durante los procesos de reconocimiento del
motivo repetido y sintesis del ADNt ( Chen and Greider 2003; Chen et al,. 2000; Cai et al,.

1998) .
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Figura 1.3.- Estructuraciéon del Pseudoknot y sus motivos conservados;
a) Motivos del ARN templado, Ja/3, P3, P1, P2a.l, P2, J a/b, P2b,
J2b/3; b) Estructura 3D generada por la interaccion de los motivos P2a-
J2a.1-P2a.1; b) Estructura 3D de la interacciéon de los motivos P2a-
Ja/b-P2b. c) Estructura 3D de la interaccion de los motivos P2b-P3.

Modificada de (Zhang et al. 2011).

Los dominios trans-activadores estan formados por largos stem-loops, con loop

asimétricos y nucleétidos simples, el cual consta de varias hélices estables (Figura 1.2)

(Zhang et al,. 2011). Se sugiere que este dominio en humanos es importante para la

formacion correcta del pseudonkot, la adicion de nucle6tidos y el correcto procesamiento

de la telomerasa durante la replicacion e indispensable para el funcionamiento de la
enzima (Chang et al,. 2002; Wang et al,. 1998)).

11
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El dominio H/ACA (Figura 1.3), estd presente en los RNAs pequefios nucleolares
(snoRNASs) y en los RNAs pequefios especificos de cuerpos cajal (scaRNAs) (Mitchell et
al,. 1999). Este dominio se localiza en la region 3" terminal de TER en vertebrados, y esta
formado por una region de una sola cadena H-box (ANANNA en donde N es cualquier
nucleotido), un stem-loop que contiene una caja CAB y una caja ACA en la hebra 3’
terminal (Mitchell et al,. 1999; Collins and Gandhi 1998). Se ha observado en humanos
que se requiere el dominio H/ACA para dar estabilidad al ARN de la telomerasa (Stern et
al. 2012).

La subunidad catalitica TERT, es muy conservada en comparacion con TER. Presenta
cuatro dominios principales: el dominio de unién al ARN, conocido como TRBD (Figura
1.4). Este dominio a su vez se divide en los motivos RID 1 y RID 2 que son encargados de
mantener la unién entre amabas subunidades en conjunto con otras proteinas de union
(Zhang et al,. 2011). Otro dominio es el de transcriptasa reversa, también conocido como
dominio RT (transcriptase reverse) (Figura 1.4), con actividad catalitica, el dominio C-
terminal (Azzalin et al., 2007; Jacobs et al., 2006;) (Figura 1.4) y el dominio N- terminal,
denominado como dominio TEN (figura 4). Este Gltimo esta involucrado en el proceso de
union facilitando la procesividad y la adicion de nucleétidos al telémero (Ghosh et al,.
2012; Arkhipova I.R. et al,. 2003). La estructura primaria del dominio transcriptasa reversa
presenta siete motivos conservados: 1, 2, A, B, C, Dy E (Figura 1.4), los intrones de este
dominio se denominan penelope — like (Zhang et al,. 2011).

12
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TEN CP T 12 A B CD E CTE
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Figura 1.4.- Estructura 3D de TERT y sus dominios principales
lineales; Azul turquesa — dominio N- terminal (TEN); azul — dominio
de unién al ARN (TRBD); amarillo mostaza y amarillo — dominio
transcriptasa reversa (RT), amarillo mostaza — motivos 1 y 2
formando el dominio dedos de insercion “insertion fingers domain”
(IFD) del dominio RT, amarillo — motivos A,B’,C,D,E dominio palma
de mano derecha “palm domain”; rojo — dominio C — terminal (CTE).
Modificada de Zhang et al. 2011.

La telomerasa presenta varias funciones, dentro de las cuales se incluye el mantenimiento
de la integridad telomérica, elongando los extremos cromosémicos, manteniendo vy
estabilizado la longitud telomérica, evitando el acortamiento del telémero. En este sentido
diversos trabajos han correlacionado la disminucion de la actividad de la telomerasa con
el acortamiento de los telémeros y el aumento de la actividad de la telomerasa con el
mantenimiento y elongacion de los telomeros en diversos organismos, incluidas las
plantas ( Killan et al,. 1998; Fajkus et al,. 1996, 1998; Fitzgerald et al,. 1996,).

La ausencia de la telomerasa puede causar un acortamiento de los telémeros, seguido de
la perdida de la capacidad de proliferacion celular, fusibn de los cromosomas, y
anormalidades citogenéticas. En maiz, la deficiencia en la actividad de la telomerasa
provoca que las plantas sobrevivan por cinco generaciones, y en la quinta generacion se
presenta esterilidad en las lineas germinales masculinas, seguido de un colapso total de

su genoma (Lee et al., 1998). En Arabidopsis thaliana la perdida de la funcionalidad del
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gen AtTERT que codifica para la subunidad catalitica de la telomerasa, afecta la
capacidad de sobrevivencia, la cual puede culminar en el colapso del genoma (Lee and
Blackburn 1993). En general la deficiencia de la telomerasa en estas especies provoca
que se incrementen los niveles de dafio citogenético y aumente hasta en un 40% la fusion

de cromosomas (Riha et al., 2001; Fitzgerald et al., 1999).

2.2. Actividad de la telomerasa en plantas

En el caso de los mamiferos la actividad de la telomerasa es estrictamente regulada. Esta
es mayor en tejidos que estdn en continta division celular, mientras que los tejidos
diferenciados como es el caso de tejidos epiteliales, hematopoyéticos, tejidos muscular
presentan una menor actividad, sugiriendo que la actividad de la telomerasa es
dependiente de la proliferaciéon celular (Prowse et al. 1993; Piatyszek et al. 1995; Holt et
al. 1997; Counter et al. 1998; Belair et al. 1998).

En plantas la actividad de la telomerasa es mas flexible, debido a la plasticidad genética
durante el desarrollo y la totipotencialidad que poseen algunas células vegetales. En
cebada se observo que los tejidos de embriones y carpelos presentan mayor actividad de
telomerasa, mientras que los tejidos mas diferenciando como hoja y anteras la actividad
de la telomerasa disminuia (Heller et al,. 1996c). Un estudio en soya mostré que existe
mayor actividad de la telomerasa en meristemos, carpelos y raiz, pero una menor
actividad en hoja y tallo (Fitzgerald et al,. 1996). En tomate y coliflor, se observé un
comportamiento muy similar, en donde los tejidos menos diferenciados presentaban
mayor actividad de la telomerasa, mientras que los tejidos diferenciados presentaron una
baja o nula actividad (Shippen and McKnight 1998), por lo cual se ha propuesto que la
actividad de la telomerasa es tejido especifica, con cambios durante el desarrollo, por lo
gue se sugiere que la actividad de la telomerasa durante el proceso de diferenciacion
celular sea similar al de mamiferos, donde la actividad de la telomerasa en el proceso de
diferenciacion celular también es dependiente de la proliferacién celular un fenémeno que
ha sido mayormente observado en plantas consideradas de ciclo de vida corta (Chung et
al. 2003; Killan et al,. 1998; Fajkus et al,. 1996, Fitzgerald et al,. 1996), recientemente se
ha documentado que en Ginkgo biloba una especie considerada de ciclo de vida largo, la
telomerasa no se relaciona con la longitud telomérica en plantas de diferentes edades

sugiriendo que la actividad de la telomerasa era estacional dependiente.

14



ANTECEDENTES

En el proceso de cultivo in vitro hasta el momento se sabe, que en la sincronizacién de
células en suspension de Nicotiana tabaccum, existe una mayor actividad de la
telomerasa durante la fase S del ciclo celular, y que durante el proceso de regeneracion
de las plantulas la actividad de la telomerasa es mantenida (Tamura et al., 1999). Estos
autores mencionan que la telomerasa puede mantener e incrementar la longitud
telomérica, mediante una activacion de esta enzima mediada por auxinas (Tamura et al.,
1999). Ademas, la actividad de la telomerasa y la relacion con la longitud de los telémeros
también ha sido observada en Nicotiana tabacum, en donde al inhibir o activar la
telomerasa presenta diferencias en la longitud de los telébmeros. De tal manera que
cuando se inhibe la actividad de la telomerasa la longitud telomérica se reduce y en una
actividad de la telomerasa no inhibida la longitud de los telébmeros se mantenia,
concluyendo que la telomerasa si es una enzima indispensable para mantener la longitud

de los telémeros (Fijkus et al., 1995).

La actividad de esta enzima es regulada por el estado celular, la diferenciacion y
desdiferenciacion del tejido, asi como la conformacién compacta que pueden adoptar los
telomeros, impidiendo el acceso de la enzima (Fajkus et al. 1998; Killan et al., 1998;
Fitzgerald et al., 1996). En cuestion de actividad de la telomerasa y su correlacion con la
longitud telomérica en plantas consideradas de ciclo de vida largo en diferentes procesos
de desarrollo, los factores que puedan alterar su actividad son poco conocidas por lo que
todavia falta por aportar estudios, acerca de la correlacion que existe en la actividad de la

telomerasa y el dinamismo en la longitud telomérica.
2.3. Estudios de la telomerasa en el género Asparagales

Sycorova (2006) estudio y describié la subunidad TERT de la telomerasa en diferentes
especies monocotiledéneas incluyendo a Hosta rectifolia (familia Asparagales). Mediante
la amplificacion del gen que codifica a esta proteina, el autor distinguié que la subunidad
de TERT es conservada para especies monocotileddneas. Asi mismo, el andlisis de
TRAP utilizando el motivo repetido tipo humano y tipo Arabidopsis mostré que algunas
especies pertenecientes a la familia Asparagales incluyendo al género Agave (Sykorova
et al., 2006). Asi mismo, se observé en A. foucroydes, por medio de hibridacion in situ
fluorescente (FISH) muestra que el motivo telomérico es tipo humano (Roblert, M.L 2004),

que telomerasa de este (género sintetiza para teldbmeros tipo humano.
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JUSTIFICACION

En A. tequilana la longitud de los teldmeros es tejido especifico, y mantiene una longitud
promedio entre 25 — 31 kb durante el desarrollo de 6rganos y tejidos. Pero aun se
desconoce si estos cambios en la longitud telomérica, es el reflejo de la dindmica
de la actividad de la telomerasa en plantas bajo condiciones de campo y en
condiciones ex - vitro en esta especie. El comprender de que manera contribuye la
telomerasa en la homeostasis de las regiones teloméricas en A. tequilana durante el
desarrollo, permite describir cual es el mecanismo que esta involucrado en el

mantenimiento telomérico durante la fase vegetativa en el desarrollo de esta especie.

Los estudios sobre la caracterizacion de TERT y TER ha puesto de manifiesto que se
necesitan estos dos componentes para su estado activo, por lo tanto, el desarrollo de
informacién molecular de esta enzima en Agave tequilana es importante para determinar
si hay una correlacion entre la expresion de la subunidad TERT y la actividad de esta

enzima tejido-especifica.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

Los cambios en la longitud telomérica (elongacion y mantenimiento) en Agave tequilana
son el resultado de los cambios en la actividad de la telomerasa, por lo tanto, es el
mecanismo principal para la estabilidad en las regiones teloméricas. Si es posible esta
relacion; entre la longitud y la actividad, permitira identificar el desarrollo de un marcador
para determinacién de edad o etapas de desarrollo en A. tequilana.
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Estrategia experimental

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad de la telomerasa tejido-especifica de Agave tequilana bajo

condiciones de campo durante el crecimiento de 1-6 afios.

OBJETIVOS PARTICULARES

I. Determinar la funcion de la telomerasa durante el crecimiento de hoja en A.

tequilana en plantas de uno a seis afnos.

e Estandarizar el andlisis de TRAP cualitativo y cuantitativo en Agave tequilana.

e Analizar la actividad de la telomerasa en diferentes tejidos durante el
crecimiento de uno a tres afios en plantas de A. tequilana bajo condiciones de
campo

e Analizar la actividad de la telomerasa en hoja durante el crecimiento de uno a

seis afos en plantas de A. tequilana en condiciones de campo.

[I. Identificar la secuencia nucleotidica y amonoécidica para la subunidad TERT
en A. tequilana.

¢ |dentificar y caracterizar la secuencia nucleotidica de TERT en Agave tequilana.
e Analizar la representatividad de TERT tejido-especifica en la biblioteca

trascriptomica en Agave tequilana.
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OBJETIVO GENERAL

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.:

Diagrama general donde se muestra la estrategia la identificacion de TERT y determinacion de la actividad de la
telomerasa en Agave tequilana

li Agave tequilana var. Azul ‘L

Identificacion genética y proteica para TERT en A.

tequilana
Hoja @ Estandarizacion de
las condiciones de
, reaccion del esayo @ Caracterizar la secuencia nucleotidica de TERT en Agave
Meristemo de TRAP tequilana
@ Analizar la representatividad
Disefio del anticuerpo ji i
Basal Interna @ Estandarizacion B je TERS te,JIIdo Fhpecics gn
Basal Externa del esayo de gave tequilana
Apical Interna TRAP cuantitativo. v Busqueda e identificacion del v Busqueda de TERT tejido
dominio RT especifico tejido especifico en
v' Determinacion de la sensibilidad la biblioteca transcriptomica de

del anticuerpo A. tequilana

vvv @ Determinar la «  Western blot en exiracto nuclear v Medicién de la actividad de
Vv actividad durante el y total

telomerasa en tejido de 2 afios.
periodo  vegetativo

1 6Afios  (1—Baiios).
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CAPITULO II

CAPITULO Il

DETECCION DE ACTIVIDAD DE LA TELOMERASA EN HOJA DE AGAVE
TEQUILANA VAR. AZUL DURANTE EL PERIODO VEGETATIVO EN
CONDICIONES DE CAMPO

2.1. INTRODUCCION

En plantas, al igual que en los humanos la actividad de telomerasa es dependiente de la
proliferacién celular, y se ha observado en diversas especies como; Nicotiana tabacum,
Glycine max, Daucus carota, Brassica oleracea, Zea may y Hordeum vulgare (Fitzgerald
et al.,1999; Fajkus et. al.,1996; Killan et al.,1998). Durante la repeticion de los procesos de
desdiferenciacion y diferenciacion celular, la actividad de la telomerasa mostré
incrementar ligeranmente en cada ronda regeneracion, mientras la longitud telomerica
permanecid estable durante ambos procesos, reflejando que existe mecanismo regulador
de la telomerasa que puede compensar la pérdida replicativa del ADN telomerico (Fijkus
et al., 1998), asi mismo, se determind que la expresion de la telomerasa es dependiente
de la concentracién de reguladores de crecimiento, y las auxinas influyen en la
fosforilacion o desfosforilacion del complejo de telomerasa, modulando la actividad de la
telomerasa en el ciclo celular, y a su vez, dependiente del ciclo celular
independientemente de la replicacién del ADN, reflejando que la telomerasa esta regulada
por ciclo celular durante el desarrollo de érganos y tejidos en células de tabacco BY-2
(Yang et al. 2002; Tamura et al., 1996).

La plasticidad en plantas, requiere que la expresion de la telomerasa sea mas flexible, ya
que las caracteristicas de crecimiento y desarrollo dependen de cada especie. Hay
especies que tienen ciclos de vida prolongados, por lo tanto, el desarrollo de sus tejidos
puede llevar afios (Prochazkova Schrumpfova et al.,2019; Gonzalez-Garcia et al. 2015; Li
y Gong 2011; Ren et al., 2004;). La actividad de la telomerasa ha sido ampliamente
estudiada en varias especies en plantas, sin embargo, el estudio en especies de ciclo de
vida prolongados y desarrollo lento de tejidos es poco explorada, una de las limitantes
sobre todo en arboles, es el acceso al material vegetal. Hasta el momento se han
realizado estudios en hojas de Gingko biloba (Song et al., 2011) y en needles de Pinus
longeva (Flanary y Kletetschka 2005), muestran que la actividad de telomerasa depende

del estado de crecimiento, es decir, dependiente de la proliferacion y diferenciacion

21



CAPITULO II

celular.

En nuestro grupo, hemos realizado recientemente diversos trabajos centrados en el
estudio de la dindmica de la longitud de los telomeros en A. tequilana en condiciones de
campo durante la edad (1-6 afios de edad), donde se observé que la longitud de los
telbmeros se mantiene en un rango de 25 hasta 31 kb (Rescalvo-Morales et al.,2019).
Ademas, en un estudio en diferentes tejidos (hojas, tallos, y raices) analizados en A.
tequilana y A. fourcroydes de uno a tres afios en condiciones de invernadero. Se observo
un comportamiento similar a las plantas de campo, independientemente de la especie y el
tejido analizados (Rescalvo-Morales et al.,2016), lo que refleja que el mantenimiento de la
longitud telomérico del tejido en A. tequilana y A. fourcroydes es necesario para el

correcto desarrollo.

Agave tequilana var. Azul es una especie social y econémicamente importante para la
industria de México, ya que se utiliza para la fabricacion de una bebida para producir
tequila. A. tequilana, es una especie perenne (Little and Gentry 2006), monocarpica, con
un ciclo de vida prolongado de aproximadamente de ocho afios, el periodo vegetativo es
de entre los seis a siete afios, posteriormente inicica la fase sexual, el desarrollo de sus
hojas es en rosetta y permanecen durante la mayor parte del ciclo de vida (Little y Gentry
2006; Valenzuela 2011). Una de las caracteristicas principales del género Agave y otras
especies CAM es la suculencia de sus hojas, compuestas de células mesofilicas no
diferenciadas con vacuolas agrandadas (Winter et al., 2015; Dodd et al., 2002). Las
vacuolas agrandadas son esenciales en el almacenamiento de agua e inician el
alargamiento celular, incrementando el tamafio de las células mesofilicas y el grosor de la

hoja (Elizabeth A. Nelson; Tammy L. Sage; Rowan F.Sage. 2005).

La formacion de los paquetes vasculares y celulas mesofilicas implican procesos de
elongacion, diferenciacién y division activa, que estimulan el aumento de talla en la planta.
Debido a esto, tomamos la hoja de A.tequilana como modelo para evaluar la morfologia,
los componentes celulares del tejido y la actividad de la telomerasa, utilizando TRAP
cuantitativa (QTRAP, protocolo de amplificacién de repeticion de telomerasa cuantitativa)

durante el desarrollo de la hoja en A. tequilana (1 — 6 afos) en condiciones de campo,
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CAPITULO II

para encontrar cudl es la participacion de la telomerasa durante su crecimiento y si los
cambios estructurales a través de su desarrollo estan relacionados con el patron de

actividad relativa de la telomerasa.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Material vegetal

Las plantas (A. tequilana) se colectaron en la hacienda "Mayapan" ubicada en Valladolid,
Yucatan. Recolectamos la hoja media (ML) de plantas (Figura 2.1a) con diferentes edades
de 1 a 6 afios de tres plantas diferentes (réplicas biolégicas). Se caracterizdé el material
utilizado para el ensayo de TRAP, evaluando la longitud (Figura 2.1b) y el ancho (Figura
1.5a) de la hoja. El material de la hoja se dividié en tres secciones diferentes, interna
apical (l1A), interna basal (IB) y externa apical (EA), siguiendo la caracterizacion de
Palomino et al., (2004) que reporta diferencias citologicas, utilizando para este estudio la
region IA que es la que contiene mayor numero de células en G2, en plantas de 1 a 6
afos. Durante el transporte, el material vegetal se mantuvo a bajas temperaturas para

evitar cambios en cualquier actividad y después se almacend a -80°C.

El analisis estadistico de las medidas obtenidas de longitud y ancho de hoja en plantas de
1-6 afos (Figura 2.1), se realiz6 aplicando un analisis de varinza ANOVA y Tukey, para
longitud (Figura 2.1a ) y ancho (Figura 1.2b), de hoja en el sofwere Rstudio y los
resultados fueron graficados en GraphPad Prism version 6.0 (SIENTEC).

Tambien se determiné el area folear multiplicando la longitud por el ancho de la hoja, un
metodo que es comunmente utilizado para deterinar la dimension aproximada de tejido

foliar en otras especies.

2.2.2. Histologia

Tejido de hoja deplantas de 1 a 6 afios se fijaron en FAA [formaldehido al 10% / &acido
acético al 5% / etanol al 50% / agua destilada al 35%] durante 5 dias, luego se
deshidrataron a través de series graduales de etanol (30%, 50%, 70%, 85% y 96%). %), e

incrustado en resina plastica (JB-4 Glycol Metacrilato; PolyScience, Warrington PA).

Los tejidos se seccionaron a un grosor de 3 a 5 um y se tifieron con azul de metileno
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(M9140) como describen Pérez-Nufez et al. (2006), analizado en el microscopio Zeiss
Axioplan 2 Upright ligth/ Fluorescence (especificacion) y capturado las imagenes mediante

el sofwere AxioVision 4.8 y analizadas en objetivo 20 y 100 um.

2.2.3. Ensayo de TRAP

Para el ensayo de actividad de la telomerasa (TRAP), los extractos de proteinas se
prepararon como se describié anteriormente en Fitzgerald et al. 1990 y Sykorova et al
2003. En resumen, se molieron 200 mg de tejido de la hoja en mortero con nitrdgeno
liquido, se re-suspendieron en 200 pl de tampdn W [50] Tris-Ac mM, pH 7,5 /5 mM MgCI2
/ glutamato de potasio 100 mM / EGTA 20 mM / PVP-40 al 1,5% / glicerol al 10% / PSMF
0,1 mM/DTT 1 mM / complejo de ribonucleétidos de vanadilo (SIGMA®)], y Centrifugaron
17.500 x g durante 15 min. Después de eso, las proteinas se precipitaron con PEG-8000
agregado a una concentracion final del 10%, se mezclaron durante 30 minutos a 4 °C y se
centrifugaron a 17.500 x g durante 5 minutos. El sedimento se re-suspendi6é en 20 pl de
tampén W, se mezclé durante 30 minutos a 4 °C. Después de la centrifugacién, la
concentracion de proteina total se determind en la fraccién soluble del extracto de

proteina enriquecido en telomerasa (TEX) con el método de Bradford (referencia).

El ensayo de TRAP convencional se realizdé utilizando extractos de telomerasa que
contenian 100 ng de proteina total mezclada con 1 pl de cebador de sustrato 10 uM
(cebador TS21: 5- GAC AAT CCG TCG AGC AGA GTT - 3, Fitzgelrald et al. 1996), en
46 ul de amortiguador TRAP (Fitzgerald et al. 1996). Se incubé a 26 ° C durante 45
minutos (paso de elongacion). Después de la etapa de elongacion, la telomerasa se
inactivd a 95 ° C durante 10 minutos y las muestras se enfriaron a 80 ° C (inicio en
caliente). La etapa de amplificacion de la PCR comenzé al agregar una mezcla que
contiene 1 pl de 10 uM de cebador inverso (HUTPR: 5- CCG AAT TCA ACC CTA AAA
CCC TAA ACC CTA AAC CCC - 37, Sykorova et al. 2006) y 2 unidades de Taq polimerasa
(Invitrogen ®), la mezcla de reaccién se sometié amplificacion por 35 ciclos de 95 ° C/ 30
s,656°C/30s,72°C/ 30 s, seguido de una extension final a 72 ° C / 5 min. Los
productos TRAP se ejecutaron en PAGE al 12,5% en 0,5 TBE y se tifieron con Syber
safe® 1x; Los geles fueron escaneados por un GelDoc (modelo). Se utilizé el ensayo
TRAP convencional para evaluar la actividad de la telomerasa en todas las muestras

antes de evaluar en qTRAP
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2.2.4. Ensayo g-TRAP

La medicion cuantitativa de la actividad de la telomerasa se realizé utilizando la mezcla
maestra SYBR Green Master (Applied Biosystems), TS21 y TELPR (la concentracion de
cada cebador en la mezcla de reaccién fue de 0.25 uM). Después de la etapa de
extension (45 minutos a 26 ° C) y la inactivacion enzimatica (15 minutos a 95 ° C), los
productos de extension se amplificaron en 30 ciclos de 30 segundos a 95 ° C, 60
segundos a 60 ° C (al final de este paso, se midid la fluorescencia). Para la determinacion
de la curva estandar, se utilizaron diluciones que contenian 500 ng, 200 ng, 100ng, 50ng y
25 ng de proteina total en 1 ul de TEX de meristemo apical tejido con division celular
activa, cada dilucion se realizo por triplicado.

Para el testigo positivo de actividad de telomerasa se utilizé tejido meristematico a una
concentracion 100 ng de TEX en plantas de 1 a 3 afios y en tejido de hoja (IA) a 100 ng
en plantas de 1 — 6 afios. El ensayo qTRAP se analiz6 por PCR en tiempo real Rotor-
Gene 3000 (Qiagen) software 2.1.0.9. Los valores de Ct y la actividad telomerasa relativa
se calcularon mediante el método delta-delta Ct, la hormalizacion sigue el método Pffaafl
2004 utilizando el control negativo en la curva estandar y el tejido de la hoja que se
normalizé tanto con el control positivo (meristema) como con el control negativo (tampdn

w). La evaluacioén estadistica se realiz6 con GraphPad Prism version 6.0 (empresa).

b) Years

Length
—

) Years

1 2 3 4 5 6

Width

Figura 2.1.-Planta de A. tequilana, demostracion de largo y ancho de hoja
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media y estimacion del area folear; a) planta de 3 afios de edad de A.
tequilana y la posicién de la hoja con la que se trabajo en este estudio en
diferentes edades, b — ¢) representacion de la hoja media de 1 — 6 afios b)
largo, y c) ancho.

2.2. RESULTADOS

2.2.1. Talla e histologia de hoja por edad de la planta en 1-6 afios

Previo al andlisis de la actividad de la telomerasa, se descibié el material recolectado en
plantas de A. tequilana de 1 a 6 afos con el objetivo caracterizar el material vegetal
tomando en cuenta la talla y los componentes celulares tejido especifico en hoja. El
analisis del area foliar en hojas mostré un incremento total de 4.5 veces durante el periodo
de 1-6 afos, con una fuerte correlacion entre la edad y el area foliar durante el periodo
vegetativo (1-6 afos, R% 0.90) (Figura 2.2a).

a) 1500+ b) 15007
5 10004 51000-
- =
& 2
= E
- 5
S 500 g 500+
9 |
-
- Y= 1435 % X + 150
0 T T T T T 0=

L]
0 1 2 3 4 5 6
Years

Years

Figura 2.2. Correccion lineal y analisis esradistico (ANOVA y Tukey

comparativo) area foliar 1- 6 afilos de A. tequilana; a) correlacion lineal de

area foliar, con un valor de R?= 0.90, mostrando un incremento en el area

foliar con respecto a la edad, b) ANOVA y Tukey coparativo por edad de

area foliar, Pvalue = 0.0001***, 1 — 2 afios = 0.0043**, 2 — 3 afios no

significativo (ns), 3 — 4 aflos = 0.0242*.
Se realiz6 la comparacion del tamafio de la hoja, en longitud (Figura 2.2a) y ancho de hoja
en plantas de diferentes edades (Figura 2.2b). Observamos un aumento de 2.5 veces en
el tamafio de la longitud y 1.8 veces en el ancho de 1-6 afios. Ademas, determinamos que
el tamafio de la longitud de la hoja aument6 entre las plantas de 1y 2 afios, las de 2y 3
afos y las de 3 y 4 afios (75, 18 y 14%, respectivamente), el aumento del tamafio del
ancho de la hoja fue de 39, 5y 19%, respectivamente. El andlisis de los datos en tamafio

muestra que el aumento de la hoja se produce durante los primeros cuatro afios de
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desarrollo en condiciones de campo, y de 5 a 6 afios el crecimiento es lento obteniendo
un aumento de 7% para longitud (Figura 2.3a) y 1% para ancho (Figura 2.3b).

A) 1504

Length (cm)
g

wn
S
1

4
Years

Figura 2.3.- Longitud y ancho de hoja media en plantas de A. tequilana con
diferente edad.- a) gréfico que muestra el analisis estadistico de la longitud de
hoja media a diferentes edades (1 a 6 afios) la hoja con diferentes edades,
observando que hay crecimiento de la hoja de 1 a 2 afios, y de 3 a 4 afios, b)
grafico que muestra el andlisis estadistico de ancho de hoja media a
diferentes edades (1 a 6 afos) la hoja con diferentes edades, observando que
hay crecimiento de la hoja de 1 a 4 afios y diferencias significativa de 3 a 4
afos.

Analizando la composicion celular en los tejidos, obtuvimos que las células de mesdfilo
esponjoso (cabeza de flecha roja) y haces vasculares (cabeza de flecha negra)
incrementan su talla de 1-6 afios (Figura 2.4 a—I), en el corte transversal de 1 y 2 afios,
las células alrededor de los haces vasculares tienen un tamafio aproximado de 20-25 um,
y se observan las células que se encuentran localizadas en la epidermis de hoja (cabeza
de flecha amarilla, Figura 2.4 a—b). En 3 afios se observa un incremento en la talla de 1.5
veces mayor en comparaciéon con 1 — 2 afios, las células mesdfilicas tienen un tamafio
aproximado de 30-45 um. En 4-5 afios, el tamafio de las células del mesdfilo incrementa a
un tamafio de 40-45 um (Figura 2.4 d—e). En tejido de 6 afos el espacio intracelular del

mesofilo incrementd notablemente a un tamafio aproximado de a 40-60 um (Figura 2.4f).

Los haces vasculares o haces de fibra compuestos por xilema (x), floema (ph), xilema
primario (xp), capa de fibra primaria (p.f.c) y capa de fibra secundaria (s.f.c) estén
marcados con cabeza de flecha negra (Figura 2.4i). En 1 y 2 afios se observo la mayor
cantidad de haces vasculares con tamafios heterogéneos (pero con mayor frecuencia de

menor talla) (Figura 2.4 a-b). Para 3 afios hay elongacion y formacion de haces
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vasculares inmaduros (id) (cabeza de flecha gris) (Figura 2.4c). En 4-5 afios, se observa
gue se siguen formando haces vasculares inmaduros, y hay elongacion, pero el
incremento de la talla es es moderado. En 6 afos, la mayoria son haces vasculares
maduros, por lo tanto, ya se logran definir todos los conductos de un has vascular
mostrado en el corte longitudinal (Figura 2.4 1) a 20 um, se obervan totalmente elongados,

principalmente en la capa de fibra primaria (p.f.c) y secundaria (s.f.c) (Figura 2.4 i).

Figura 2.4. Cecimiento, elongacion y vascularizacion en hoja de A.
tequilana; cortes abaxiales de 1-6 afios 100 um de la region IA de hoja, a —
b) muestra 1 — 2 afios abundancia de haces vasculares (marcados con
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cabeza de flecha negra), ¢) en 3 afos, generacién de nuevos haces
vasculares (marcados con cabeza de flecha gris), inicio de elongacién de la
células del mesdfilo esponjoso (marcado con cabeza de flecha roja) y
cuerpos vasculares, d — f) 4 y 5 afios, continua el incremento del espacio
intracelular de las células del mesofilo esponjoso, g) 6 afios, incremento del
haz vascular y espacio intracelular de células de mesofilo; corte tranversal a
20 um , h) haz vascular de 1 afio desarrollado, de tamafio pequefio,
(marcado con cabeza de flecha negra), i) formacion de nuevo haz vascular 3
afios, (marcado con cabeza de flecha negra) j) haz vascular maduro 6 afios;
corte longitudinal a 100 um , 1, 3 y 6 afos k) 1 afio, se observa como las
celuas que componen el haz vascular aun no estan compartementalizadas,
I) 3 afios, el haz vacular comienza a difereciar las células del haz vascular,
m) diferenciacién de todas las células que componen el haz vascular el
tejido continua en un contindo crecimiento, elongacion y vascularizacién de
su tejido (marcados con cabeza de flecha negra).

Este andlisis mostré que el crecimiento en hoja de A. tequilana es continuo pero le toma
un periodo de aproximadamente 6 afios en desarrollar sus componentes celulares para la

formacion del tejido interno en sus hojas.

3.2.2. Actividad de la telomerasa durante el periodo vegetativo de hoja

Para determinar la actividad de la telomerasa en hojas de A. tequilana, se realizo la
estandarizacién del analisis de TRAP, se establecieon las condicibnes de reaccion para
las etapas de; elongacién y amplificacion, se establecieron las condiciones de
electroforesis vertical, asi mismo se establecié el protocolo de extracto nuclear de

actividad,y el metodo cuantitativo de actividad.

Una vez estandarizadas estas condiciénes, se procedio a caracterizar el material vegetal
en hoja media, basal y central. Como testigo postivo se utilizd6 puntas de raiz de A.
tequilana y puntas de raiz de Hosta racnifolia, una planta de orden Asparagales (Figura
2.5a) con 200 - 50ng de extracto nuclear TEX. No se observaron diferencias significativas
entre hoja media, basal y central, por lo que se procedio a trabajar con hoja media. De
acuerdo a la caracterizacion citologica de hoja joven y adulta de Palomino, muestra que la
region basal interna, presenta el mayor numero de células en Go, y que la region apical
Interna presentaba mas variacion en el numero de células en G, por lo tanto decidimos
evaluar las regiones apical interna (Al), basal Interna (IB), basal externa (EB), con 200ng y
50ng de extracto nuclear TEX. Utilizando como testigo positivo meristemo de A. tequilana
(Figura 2.5b). Se observo que la actividad es mayor en la region apical interna (Al), por lo

tanto, se decidio trabajar con la region apical interna (IA), para medir la actividad en hojas
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de diferente edad. Finalmene se realizo por duplicado para observar que el patron de
fragmentos obtenido y el analisis de TRAP era estable para A. tequilana.

TEX N TEX
a) o b)
Hi
mm$m 2 4
MPM 0‘) KPP o‘ &
50 pb 50 ¢ 5%

—— —i--'
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et et o b s

Figura 2.5.-Estandrizacion del ensayo de TRAP en hojas de 1 afio de edad
en A. tequilana; a) TRAP de hoja media, basal y central, mostrando el
mismo patrén de fragmentos generados como testigo positivo se utilizd
puntas de raiz de Hosta racnifolia y testigo negativo el buffer W, b) TRAP de
las regiones apical interna (Al), basal interna (IB) de hoja media, como
testigo positivo se utilizo puntas de raiz de A. tequilana y meristemo,
montrando que se observa diferencia en el patrén de fragmentos entre las
diferentes regiones analizadas, c) TRAP por duplicado biologico de la region
Al, utilizando como testigo positivo mersitemo de A. tequilana, 1.- extracto
crudo 200ng, 2.- extracto crudo 50ng, 3.- TEX 200ng, 4.- TEX 50 ng.

Para determinar la eficiencia de amplificacién, se realiz6 una curva estandar con
diferentes concentraciones de extracto precipitado de meristemo (TEX) 500 ng, 200 ng,
100 ng, 50 ng, 25 ng, se grafico el valor de Ct con las diferentes concentraciones con un
valor R?= 0.97 (Figura 2.6a), indicando que el valor de Ct es directamente proporcional a

la concentracion de extracto utilizado en reaccion (Figura 2.6b).
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Figura 2.6.- Curva estandar de dilucion de extracto precipitado TEX de
500 ng - 25 ng en meristemo TEX dilucion (25 ng, 50ng, 100 ng, 200 ng,
500 ng; a) Regresion grafica lineal con un valor de R2 = 0,97, b) actividad
relativa de telomerasa normalizado, la actividad es proporcional a la
concentracion de extracto TEX

Posteriormente se determino la actividad por tiempo real, de la hoja media, basal y central
(Figura 2.7a), y no se observaron diferencias significativas entre hoja media, basal y
central. Por lo que se decidio trabajar con hoja media. Asi mismo se hizo la cuantificacion
de actividad en las diferentes regiones de la hoja Al, IB, EB, y no se observaron
diferencias significativas en estas regiones (Figura 2.7b). Por lo tanto de porcedio a
evaluar la region Al, en hoja media, durante todo su desarrollo, porque la region Al en la
caracterizacion morfologica e histolégica es la que incrementa con respecto a la edad y la
hoja media es la posiciobn de la hoja que se mantiene durante todo el desarrollo de

A.tequilana.
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Figura 2.7.- Analisis de TRAP cuantitativo en hoja media en la region IA, IB y
EB de A. tequilana; a) TRAP cuantitativo de hoja central, media y basal,
muestra que no hay diferencias significativas en actividad entre las diferentes
posiciones de la hoja, b) TRAP cuantitativo de cada las regiones de la hoja,
apical interna (lA), basal interna (IB) y basal externa (EB), muestra que no hay

EB

diferencias significativas entre cada una de las regiones.

Utilizando el ensayo TRAP observamos que el patrén esperado de los productos TRAP se

generd en todas las muestras de IA, por lo que la telomerasa es activa en todos los

extractos de plantas de 1 a 6 afos (Fig. 2.8).
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Figura 2.8.- Actividad de la telomerasa por TRAP assay e hoja media en
plantas de A. tequilana de 1 — 6 afios en la seccion IA.- Separacion de
fragmentos generados y amplificados utilizando 100 ng de extracto de
precipitado TEX en acrilamida al 12,5% tefiido con syber safe® (1x) sigma
con réplicas biologicas R1, R2 y R3, tampodn de control negativo (-) W y
precipitado de control positivo (+) extracto de tejido meristem TEX.

En la cuantificacion de actividad de la telomerasa en hoja de 1 a 6 afios, la telomerasa es
detectada a la alta para todas las edades con cambios en la actividad durante el periodo
vegetativo, con una diferencia significativa mayor a P < 0.0001 en hojas de 3-4 y de 5-6
afos, la actividad relativa mas alta detectada fue para 3 y 6 afios con respecto a las otras
edades analizadas, observando un patron de aumento de actividad de cada 3 afios
(Figura 2.9). Asi mismo, se observé que durante el desarrollo en la fase vegetativa en
hoja de 1 a 3 afios, la actividad relativa de telomerasa es proporcional al incremento de la

edad de la planta con valores de ddCt = 0.049, 0.025, 0.014 respectivamente.
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Figura 2.9.- Actividad de telomerasa relativa de hoja 1 — 6 afios en A. tequilana;
se observa actividad de telomerasa detectable en hoja en todas las edades
analizadas, el analisis estadisticos ANOVA y Tukey comparativo muestra un
valor de p < 0.0001 *** ,

2.3 DISCUSION

En este reporte, mediante los estudios morfologicos y de actividad de la telomerasa
observamos que durante el crecimiento de la hoja, la talla de la hoja incrementa con
respecto a la edad de la planta y esta se relaciona con los cambios estructurales
observados en la regién apical interna durante el periodo vegetativo en plantas con
diferente edad (1-6 afios) en A. tequilana. En el andlisis de la actividad de la telomerasa
para todas las edades analizadas, no hay diferencia en la actividad relativa de la
telomerasa en la normalizacion con tejido meristematico (control de actividad positivo), por
lo tanto, la actividad de telomerasa se determind en todas las edades analizadas.
Sykorova demostré previamente que la telomerasa es activa para especies del género
Agave (Sykorova et al., 2006), pero no hubo informes previos de su relacion con la edad y
el desarrollo de tejidos. Rescalvo -Morales informa que durante este periodo vegetativo en
plantas en condiciones de campo (1-6 afos), la longitud telomérica se mantuvo durante la
edad en A. tequilana. En otras especies tambien se ha observado el mantenimiento
telomérico durante el desarrollo del tejido como en Melandrium album, que determinan
actividad detectable o alta actividad, sugiriendo que la actividad de la telomerasa
contribuye al mantenimiento de los telomeros y de esta manera logra la estabilidad

genetica de los tejidos durante el crecimiento para que el tejido se desarrolle
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satisfactoriamente (Riha et al., 2007). Asimismo, se ha determinado en es especies de
ciclo de vida prolongado, que el mantenimiento telomerico es necesario para mantener la
vida util como en, Pinus aristata, Pinus monticola, Pinus resinous, Pinus taeda, Pinus
palustris (Flanary y Kletetschka 2005), Pinus tabulaeformis (Mu et al.,2015), Gingko biloba
(Song et al.,2010). Al observar el mantenimiento de los telomeros en las regiones de la
hoja de A. tequilana y de alta representatividad de la telomerasa en todas las edades,
podemos sugerir la telomerasa en una hoja media de uno — seis afios, contribuye al
mantenimiento de las regiones teloméricas en A. tequilana durante el crecimiento en

condiciones de campo.

Sin embargo, durante el desarrollo de la planta, la plasticidad y las caracteristicas
especificas de crecimiento presentan variabilidad considerable en la activaciéon de la
telomerasa a lo largo del crecimiento en los érganos y tejidos, especificamente en
especies con un ciclo de vida prolongado (Flanary y Kletetschka 2005). En este sentido,
se han realizado estudios de la actividad de la telomerasa en el tejido de la hoja en
especies con ciclos de vida cortos mostrando niveles bajos o indetectables de telomerasa
(Fitzgerald, McKnight y Shippen, 1996; Heller et al., 1996) y por el contrario, en Gingko
Biloba se ha observado que la actividad de la telomerasa en hojas es alta solo en las
primeras etapas de crecimiento e indetectable al final de su ciclo (Song et al., 2011), lo
gue refleja que la actividad de la telomerasa puede depender del estado de crecimiento
de la hoja, a lo que ellos llamaron estacional — dependiente. Asi mismo, se ha demostrado
que la pérdida de la funcibn TERT (AtTERT”) en A. thaliana provoca, ademas del
acortamiento telomérico, se altera el crecimiento de la raiz apartir de la quinta generacion
(G5), indicando nuevamente que el mantenimiento de la longitud telomérica y la actividad
de la telomerasa son necesarias para mantener un correcto crecimiento de la raiz en la
planta (Gonzalez-Garcia et al., 2015). Interesantemente en este trabajo tambien reportan
que hay una disminusién en el nimero de células con division activa (Gonzélez-Garcia et
al. 2015) y en otros trabajos se ha demostrado que en células con telémeros
extremadamente cortos, la telomerasa activa matiene una division constante evitando el
proceso de senescencia celular (Heacock et al., 2007), lo que sugiere que la célula
necesita telomerasa activa y una longitud estable del teldmero para mantener la divisién
celular. Nosotros observamos en la caracterizacion morfologica que durante el

crecimiento de la hoja de A. tequilana hay dos fases; la primera fase es la de elongacion
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de células mesofilicas y formacién de haces vasculares en el tejido 1A en 3 afios de edad
(Figura 2.4c) y la segunda es la fase de elongacion de celulas mesofilicas y la
diferenciancion de haces vasculares en el tejido IA a los 6 afios de edad (Figura 2.4 1),
durante estas fases de transicion en el crecimiento, la actividad de la telomerasa
incrementa tambien en etres y seis afios de edad, lo que pareciera indicar que la
telomerasa durante el periodo de creciemiento de la hoja en A. tequilana esta mas
relacionado a los cambios tisulares observados durante el desarrollo de la hoja, por lo
tanto sugerimos que la actividad de la telomerasa esta asociada con los procesos de
proliferacién celular durante su periodo vegetativo de las hojas, que hasta ahora en las

plantas ha sido poco explorado.

Durante el incremento de la talla en hojas CAM, se involucran mutiples procesos como
division activa, elongacion y diferenciacion celular (Gonzalez 2010), en A. thaliana se ha
demostrado que cualquier perturbaciéon en el mecanismo molecular que controla a estos
procesos afecta el tamafio final de los érganos y tejidos (Horguchi et al., 2006; 2005), e.g.
para el tejido de hoja en A. thaliana la sobrexpresién de los genes de trascripcién que
dirigen el crecimiento (GRF5) y los genes encargados del transporte de auxinas (AVP1)
incrementan el area foliar en un 15 y 30% respectivamente en la longitud y un 25-24%
respectivamente en ancho de la hoja (Gonzélez et al., 2015). Existe una serie de
evidencia que refleja la importancia de las auxinas en los procesos de division y
elongacion celular, en lineas celulares de tabaco VBI-0 se determino que 2,4-D promueve
la division celular y ANA participa en los procesos de elongacion célular. La actividad de la
telomerasa en lineas celulares de tabaco BY-2 es dosis dependiente de la concentracion
de auxinas especificamente a 2,4-D, y durante los procesos de diferenciacion y
desdiferenciacion, muestran cambios en la actividad de la telomerasa se relacionan con
los cambios dramaticos en las tasas de division celular, mientras que la longitud
telomérica permanece estable en ambos procesos, sugiriendo la existencia de un
mecanismo regulador de la telomerasa en células vegetales que compensa la pérdida
replicativa del ADN telomérico y de esta manera proveer la estabilidad genémica en la
célula (Fijkus et al.,, 1998). Por lo tanto, durante el desarrollo, es necesario el
mantenimiento de la longitud telomérica, a su vez, también se muestran que es importante
mantener telomerasa activa en la célula, para mantener la division y la diferenciacién

durante el crecimiento de érganos Yy tejidos, reflejando que el correcto crecimiento de los
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tejidos requiere una compleja interaccion entre diferentes sefializaciones moleculares que

se encargan de dirigir el desarrollo de una manera adecuada.

El conocer y entender como se encuentran las regiones teloméricas, como son reguladas,
si hay mecanismos alternativos que ayudan a mantener la estabilidad genomica durante
su desarrollo, es es una cuestion importante a entender, puesto que en el género Agave,
tiene una diversidad de especies poliploides, de las cuales se desconoce la longitud de
sus regiones teloméricas, si son mantenidas durante su desarrollo, si la telomerasa esta
involucrada en el mantenimiento de estas regiones, o si por la complejidad de su genoma
tenga otros mecanismos que también estén participando en la homeostasis de estas
regiones, tal y como se observé en Arabidopsis thaliana, donde hay mecanismos
alternativos que ayudan al restablecimiento de la longitud telomérica, por la inestabilidad

gendmica resultado de la mutante con telomerasa negativa TERT - (Fijkus 2004).
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CAPITULO Il

CAPITULO [lIl: IDENTIFICAR LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA Y
AMONOACIDICA PARA LA SUBUNIDAD TERT EN A. TEQUILANA

3.1. INTRODUCCION

La telomerasa, es una enzima especializada a la que se le atribuido como funcién
principal el mantenimiento y la elongacion de la longitud telomérica, representa una de las
soluciones al problema de la replicacién, que se deriva de la incapacidad de la polimerasa
en completar la sintesis del extremo 5 de la hebra rezagada del ADN, también se ha
documentado que la telomerasa puede tener dos roles o modos de accién diferentes
como; la unién a las secuencias teloméricas para el alargamiento telomérico, y la unién a
secuencias no teloméricas para “reparacion” de roturas cromosdmicas produciendo
telomeros del novo, observado por primera vez por Barbara McClintock en cromosomas
de maiz. La telomerasa es una ribonucleoporteina que requiere al menos dos
subunidades para su funcién in vivo que son; el componente aminodcidico, la
transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT) subunidad que tiene la capacidad catalitica
y el RNA de la telomerasa (TER) que contiene el motivo templado para el reconocimiento
del ADN telomérico especie especifico (Churikov and Price 2008), debido a que es un
complejo ribonucleico, requiere que las interacciones aminodcidicas y nucleotidica entre

cada uno de sus componentes sea estable.

El templado TER, es una de las subunidades que tiene poca conservacion en la
secuencia nucleotidica pero se sabe, que tiene regiones que son minimas necesarias
para su funcion in vivo como los elementos limite 5’ y 3’ que flanquean el RNA templado
(Chen and Greider 2003). El limite 5 se encarga de regular la estabilidad de los
nucleotidos durante el proceso de sintesis del ADNt por TERT, por lo que se siguiere que
podria ser uno de los sitios de uniéon con TERT-TER, convirtiéndose en un elemento
importante para el funcionamiento eficiente de la telomerasa (Liu et al., 2004; Lai et al.,
2001; Greider and Blackburn 1985). El limite 3’ es una estructura de cadena sencilla que
estimula la actividad de la telomerasa, y le confiere la capacidad de afiadir los nucleétidos
al ADN templado, ademas de que el limite 3’ contiene la union N-terminal de TERT (
Zhang et al.,, 2011; Lai et al., 2001; Mitchell and Collins 2000), el pseudoknot es un

elemento que es importante en la estructura de TER, los cambios en esta regidon provocan
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la disminucion en la actividad de la telomerasa (Gilley and Blackburn 1999). Se ha
sugerido, que el pseudonkot es necesario para la correcta orientacion del duplex ya que
genera la union entre el motivo ARN templado y el sitio activo de la telomerasa (
Blackburn & Collins 2011; Tzafatiet et al., 2000), por lo tanto se cree que la viabilidad de la
estructura en el RNA de la telomerasa depende de dos conformaciones, en el
pseudonknot y stem-loop (Chen and Greider 2003). Dentro de los componentes
principales del pseudonknot, se ha elucidado en humanos son los elementos J2b/3 y
J2a/3, el elemento J2b/3 forma un triplete de Hoogsenteen U*A*T y un loop rico en
uracilo, que dan lugar a una estructura stem-loop (P3) — J2b/3, lo que facilita el el
mantenimiento, la integridad y la actividad de la telomerasa, y el elemento J2a/3 es rico en
adenina, el cual interactia con los tripletes U*A*T de manera aleatoria, formando una
estructura stem-loop (P3) — 2a/3 que ayuda a la la estabilizacion de pseudoknot (Chen et
al., 2005), adicionalmente, las estructuras stem — loop formadas con P3 — P2b, le brindan
la flexibilidad al ARN de la telomerasa durante los procesos de reconocimiento del motivo
repetido y sintesis del ADNt (Chen and Greider 2003; Chen et al., 2000; Cai et al., 1998).
Actualmente, la elucidacion de la estructura cristalizada de telomerasa en estad, en
Tetrahymena termophila y Homo sapiens, nos permiti6 entender como sucede la
interaccion de cada una de las regiones de TER en TERT vy la funcionalidad de los
elementos en estado activo, lo primero que se observo en que la estructura cristalizada de
Homo sapiens es que presenta una regién P6 mas alargada en comparacion con la de
Tetrahymena termophila en las cuales uno de estos tallos no muestra interacciones RNA-
proteina 0 RNA — RNA, asi mismo se observo que la region P6.1, al igual que la regién
SL4 tienen un rol similar durante la interaccion RNA — proteina que es la insercion en la
interface entre el domino TRBD y CTE. En Tetrahymena termophila se logro entender
como es que cada uno de los elementos del RNA de la telomerasa interacciona con TERT
para que la proteina sea activa, uno de los datos mas interesantes es que se mostro
como el dominio TER t/pk en contacto con TERT formando un circulo cerrado que es
llevado acabo por el tallo 1 envolviendo al anillo TERT, quedando uno de los elementos
limite de la region monocaternaria en la parte frontal del anillo y el pseudoknot en la parte
posterior sobre el domino CTE actuando como un acoplador molecular para mantener
unido a el complejo. En humanos, se sugiere que esta region es importante para la
formacion correcta del pseudonkot, la adicion de nucleétidos y el correcto procesamiento

de la telomerasa durante la replicacion e indispensable para el funcionamiento de la
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enzima (Chang et al., 2002; Wang et al., 1998, ). En plantas, recientemente se han
identificado algunas secuencias TR’s en plantas superiores en donde interesantemente
se demostr6 que la secuencia presenta regiones altamente conservadas en la
comparacion en plantas de orden Asparagales, Solanaceas, Lamiales, se identificaron
dos regiones que flanquean el motivo repetido; que son una region 5’ rico en guaninas y 3’
rico en citosinas, asi mismo se demostro de manera experimental que los TR’s en plantas
son dependientes de IncRNAs Pol - Ill y se encuentran asociados a diskerina, proteina

gue en Humanos ha sido elucidada como una proteina esencial para su biogénesis.

Por otro lado, sabemos que la subunidad transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT)
contiene los dominios discretos para que se lleve a cabo la maquinaria de sintesis de ac.
Nucleicos, unién nucleotidica y selectividad durante la replicacion del telémero, es la
subunidad que ha sido ampliamente caracterizada y la que presenta mayor conservacion
en diferentes especies, sobre todo en la regién CTE, tiene cuatro dominios principales que
son los dominios TRBD, RT, C —terminal y el N — terminal; el dominio TRBD contiene los
sitios de unién a RNA para la interaccibn ARN/proteina (TER/TERT), el dominio reversa
transcriptasa (RT) tiene la funcién catalitica de la enzima, y por lo tanto, es encargado de
la sintesis del ADN telomérico, este dominio presenta siente motivos conservados, que
son; 1,2, A, B, C,DyE (Zhang et al., 2011), el dominio N — terminal (TEN) que se sugiere
esta involucrado en estabilizar la procesividad del ADN telomérico (Ghosh et al., 2012;
Arkhipova |.R. et al., 2003) y por ultimo el dominio C- terminal (CTE) que recientemente se
ha documentado que este dominio en conjunto con TRBD son indispensables para la
interaccion entre TERT y TR. En las diferentes telomerasas cristalizadas, se muestra que
la telomerasa tiene una arquitectura circular en la interaccion de cada uno de sus
dominios a la que se le denomino anillo TERT. En plantas a pesar de que no se realizado
ninguna cristalizacién de telomerasa, se han caracterizado las secuenciencias de la
subunidad TERT de manera parcial o total en algunas especies como Scilla peruviana,
Doryantes excelsa, Ornithogalium, Iris tectorum, Zea mays, Arabidopsis thaliana,
Nicotiana tabacum, Oryza sativa, y Allium cepa, en estos estudios se han identificado los
dominios caracteristicos de esta subunidad, en el caso de Nicotiana tabacum vy

Arabidopsis thaliana.

En plantas, al igual que en los humanos la actividad de telomerasa es dependiente de la
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proliferaciéon celular, y se ha observado en diversas especies como; Nicotiana tabacum,
Glycine max, Daucus carota, Brassica oleracea, Zea may y Hordeum vulgare (Fitzgerald
et al.,1999; Killan et al.1998; Fajkus et al.,1996). En cebada se observo que los tejidos de
embriones y carpelos presentan mayor actividad de telomerasa, mientras que los tejidos
méas diferenciados como; hoja y anteras la actividad de la telomerasa disminuia (Heller et
al. 1996c¢). Un estudio en soya mostré que existe mayor actividad de la telomerasa en
meristemos, carpelos y raiz, pero una menor actividad en hoja y tallo (Fitzgerald et al.,
1996). En tomate y coliflor, se observd un comportamiento muy similar, en donde los
tejidos menos diferenciados presentaban mayor actividad de la telomerasa, mientras que
los tejidos diferenciados presentaron una baja o nula actividad (Shippen and McKnight
1998), por lo cual se ha propuesto que la actividad de la telomerasa es tejido especifica, y
se sugiere que la actividad de la telomerasa durante el proceso de diferenciacién celular
sea similar al de mamiferos, donde la actividad de la telomerasa en el proceso de
diferenciacién celular también es dependiente de la proliferacién celular que es un
fendmeno que ha sido mayormente observado en plantas consideradas de ciclo de vida
corta ( Chung et al., 2003; Killan et al., 1998; Fajkus et al., 1996; Fitzgerald et al., 1996),
recientemente se ha documentado que en Ginkgo biloba una especie considerada de
ciclo de vida largo, la telomerasa no se relaciona con la longitud telomérica en plantas de
diferentes edades sugiriendo que la actividad de la telomerasa era estacional

dependiente.

Agave tequilana var. Azul es una especie social y econémicamente importante para la
industria de México, ya que se utiliza para la fabricacién de una bebida alcohdlica tequila,
es una especie perenne (Little and Gentry 2006). En nuestro grupo, hemos realizado
recientemente diversos trabajos centrados en el estudio de la dindmica de la longitud de
los telébmeros en A. tequilana en condiciones de campo durante la edad (1 - 6 afios),
donde se observé que la longitud de los telémeros se mantiene en un rango de 25 hasta
31 kb (Rescalvo-Morales et al.2019). Ademas, en un estudio en diferentes tejidos (hojas,
tallos, y raices) analizados en A. tequilana y A. fourcroydes de uno — tres -afios en
condiciones de invernadero. Se observé un comportamiento similar a las plantas de
campo, independientemente de la especie y el tejido analizados (Rescalvo-Morales et
al.,2016), lo que refleja que el mantenimiento de la longitud telomérico del tejido en A.

tequilana y A. fourcroydes es necesario para el correcto desarrollo, también se ha
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realizado diversos trabajos centrados en el estudio de la dinamica de la longitud de los
teldmeros en A. tequilana en condiciones de campo durante la edad (1 - 6 afios), donde
se observo que la longitud de los telomeros se mantiene en un rango de 25 hasta 31 kb
(Rescalvo-Morales et al.,2019). Adicionalmente observamos que la actividad de la
telomerasa en tejido de hoja en condiciones de campo de 1 — 6 afios podria estar
contribuyendo al mantenimiento telomérico, pero interesantemente en esté trabajo
muestra que la actividad de la telomerasa puede estar relacionada con los procesos de
proliferacién celular como; elongacion y diferenciacion celular. Debido a esto, el objetivo
de este trabajo es realizar la caracterizacion in silico de TERT en A. tequilana, para
evaluar si la expresion de TERT se correlaciona con la actividad tejido especifica en
plantas de dos afios; para esto utilizamos la biblioteca transciptémica de A. tequilana
(Avila de Dios datos no publicados) representado en TPM y analisis cuantitativo de
actividad de telomerasa gTRAP. Observamos en este trabajo, que la secuencia consenso
presenta todos los dominios caracteristicos de la subunidad TERT, adicionalmente,
observamos que en la prediccion in silico del modelo estructural de TERT de A. tequilana,
presenta el anillo TERT caracteristico de los modelos cristalizados en estado activo de
telomerasa en Tetrahymena thermophila , Homo sapiens, T. Castenum, se observaron
algunas anotaciones bioldgicas interesantes, como; metales pesados Mg*?, NUC y CH1
presentes en otras RNA’s polimerasas o reversas transcriptas, y finalmente observamos
que, no hay una correlacion entre la expresion de TERT en TPM y la actividad de la

telomerasa en tejido meristematico de dos afios.

Asi mismo, el uso de anticuerpos para la deteccidn y localizacion de proteinas son
método comunmente utilizado para la identificacibn proteica, gracias a estas
herramientas, el disefio de anticuerpos contribuyo a la identificacién de dyskerina; y se
determino que es una proteina nuclear asociada a snoARN’s (ARN nucleolar) en el
complejo H/ACA (Ribonucleoproteico nucleolar pequefio), un componente indispensable
para el ensamble y estabilidad de la telomerasa (Venteicher et al. 2009) durante su
biogénesis. Gracias a estas herramientas, el disefio de anticuerpos contribuyo a la
identificacion de la dyskerina como un componente principal para el ensamble vy
estabilidad de la telomerasa (Venteicher et al. 2009). Asi mismo, por medio de
anticuerpos se revelo la importancia de muchas proteinas que estan involucradas la

biogénesis y ensamblado de la telomerasa, como el TCAB (Telomerase CAB box), NHP2,
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NOP10, GAR1, NAF1 ( Stern et al., 2012; Blackburn and Collins 2011; Venteicher et al.,
2009).

La localizacion de las proteinas de unién al telomero como son TPP1, RAP1, TRF1ly 2
han favorecido al entendimiento de como es que se dan las interacciones entre estas
proteinas y como se dan las interacciones en el ADN telomérico que permiten comprender
como se regula la homeostasis en la longitud telomérica (De Lange 2005b). En esta
seccion, se planteo un segundo objetivo del trabajo que es identificar a TERT en A.

tequilana por medio del disefio de anticuerpos

3.2. MATERIAL Y METODOS

3.2.1. Aislamiento in silico y amplificaciéon del Exén 9 de la secuencia TERT en A.
tequilana (AteqTERT)

Para la identificacion de la secuencia candidata del gen que codifica para la subunidad
TERT en A. tequilana se realiz6 la busqueda de la secuencia consenso de la libreria
RNA - seq depositado en el NCBI, utilizando como secuencia molde la reportada y
caracterizada de Oryza sativa (0STERT), se verifico identidad de TERT mediante un
blastx en el NCBI databank y alineamiento manual con las secuencias TERT utilizando
MUSCLE y UPGMA con un analisis bootstrap que implica 1000 repeticiones en la
herramienta bioinformatica Mega X® java version 10.1 (version restringida) Finalmente se
hizo un andlisis de similitud de secuencias mediante la construccién de un fenograma

usando el método de Neighbor joining (Fig.1a).

Identificamos el exén 9 y 10, y se disefiaron cebadores especificos (Supplementay
material) y fueron amplificadas por PCR siguiendo las indicaciones de la enzima
Invitrogen® Tagq DNA polymerase (No. Cat. 10342046), como templado se utiliz6 ADN
genomico siguiendo el método Dellaporta (1998). Los productos de ADN fueron clonados
utilizando TOPO ® TA Cloning ® PCR (No. Cat K4600-01) siguiendo las especificaciones
de la casa comercial en células quimiocompetentes DH5 a™. Se realizé una seleccion
positiva aislando clonas que crecieron en el medio selectivo Luria — Bertani suplementado
con ampicilina 50 pg/mL y X-gal 40 mg/ml. Las secuencias aisladas se compararon con la
secuencia in — silico aislada y una especie de orden Asparagales previamente reportada y
caracterizada.
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3.2.3. Analisis de la secuencia aminoacidicay estructural de la secuencia AteqTERT

Para el analisis de la secuencia AteqTERT se realizo la traduccién aminoacidica utilizando
ORF finder bioinformatic Expasy resourse portal (https://web.expasy.org/translate/) para

identificar el coddn de inicio, la secuencia obtenida se alineo con otras especies
reportadas para plantas, y como grupos externos se utilizo a mamiferos y levaduras
aplicando MUSCLE y UPGMA, y se construyo un fenograma usando el método de
Neighbor joining. Posteriormente se identificaron los dominios utilizando dos herramientas

bioinformaticas, ScanProSite (https://prosite.expasy.org/scanprosite) y Geneious®11.0.3

(Restricted) java versién 1.8.0.

Para el modelado estructural de la secuencia AteqTERT se utilizo servidor I-TISSER

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). En el modelo fue visualizado

utilizando "UCSF Chimera - A Visualization System for Exploratory Research and Analysis

"se identificaron los dominios de TERT, se observaron sus caracteristicas hidrofilicas y se

analizaron las anotaciones biolégicas COFACTOR y COACH.
3.2.3. Material vegetal

Las plantas (A. tequilana) se colectaron en la hacienda "Mayapan" ubicada en Valladolid,
Yucatan. Recolectamos un total de tres plantas completas de 6 meses de edad, las cuales
fueron trasplantadas a macetas y colocadas en invernadero durante un afio y medio,
cumpliendo una edad aproximada de dos afios. El material vegetal se dividi6 en hoja
media, basal y central, meristemo y raiz, el tejido de las hojas colectadas se dividi6 en tres
secciones diferentes, interna apical (IA), interna basal (IB) y externa apical (EA), de
acuerdo a la caracterizacion citoldgica de hoja joven y adulta, que muestra que la region
basal interna presenta el mayor numero de células en Go, y la region apical interna
presenta mas variacion en el numero de células en G,, Palomino et al., (2004).

Posteriormente, el material vegetal se almacené a -80°C hasta su utilizacion.
3.2.4. Ensayo de TRAP

Para el ensayo de actividad de la telomerasa (TRAP), los extractos de proteinas se
prepararon como se describié anteriormente en Fitzgerald et al. 1990 y Sykorova et al

2003. En resumen, se molieron 200 mg de tejido de la hoja en mortero con nitrégeno
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liquido, se re-suspendieron en 200 pl de tampdn W [50] Tris-Ac mM, pH 7,5 /5 mM MgCI2
/ glutamato de potasio 100 mM / EGTA 20 mM / PVP-40 al 1,5% / glicerol al 10% / PSMF
0,1 mM/DTT 1 mM / complejo de ribonucleétidos de vanadilo (SIGMA®)], y Centrifugaron
17.500 x g durante 15 min. Después de eso, las proteinas se precipitaron con PEG-8000
agregado a una concentracion final del 10%, se mezclaron durante 30 minutos a 4 °C y se
centrifugaron a 17.500 x g durante 5 minutos. El sedimento se re-suspendioé en 20 ul de
tampon W, se mezclé durante 30 minutos a 4 °C. Después de la centrifugacion, la
concentracion de proteina total se determind en la fraccion soluble del extracto de

proteina enriquecido en telomerasa (TEX) con el método de Bradford (referencia).

El ensayo de TRAP convencional se realizé utilizando extractos de telomerasa que
contenian 100 ng de proteina total mezclada con 1 pl de cebador de sustrato 10 uM
(cebador TS21: 5- GAC AAT CCG TCG AGC AGA GTT - 3/, Fitzgelrald et al. 1996), en
46 pl de amortiguador TRAP (Fitzgerald et al. 1996). Se incub6 a 26 ° C durante 45
minutos (paso de elongacién). Después de la etapa de elongacion, la telomerasa se
inactivd a 95 ° C durante 10 minutos y las muestras se enfriaron a 80 ° C (inicio en
caliente). La etapa de amplificacion de la PCR comenz6 al agregar una mezcla que
contiene 1 pl de 10 uM de cebador inverso (HUTPR: 5- CCG AAT TCA ACC CTA AAA
CCC TAA ACC CTA AAC CCC - 37, Sykorova et al. 2006) y 2 unidades de Taq polimerasa
(Invitrogen ®), la mezcla de reaccién se sometié amplificacion por 35 ciclos de 95 ° C/ 30
s,656°C/30s,72°C/ 30 s, seguido de una extension final a 72 ° C / 5 min. Los
productos TRAP se ejecutaron en PAGE al 12,5% en 0,5 TBE y se tifieron con Syber
safe® 1x; Los geles fueron escaneados ChemiDoc® XRS+ Imager (#170-8265), Bio-Rad.
Se utilizé el ensayo TRAP convencional para evaluar la actividad de la telomerasa en

todas las muestras antes de evaluar en gTRAP
3.2.5. Ensayo q-TRAP

La medicion cuantitativa de la actividad de la telomerasa se realizé utilizando la mezcla
maestra SYBR Green Master (Applied Biosystems), TS21 y TELPR (la concentracion de
cada cebador en la mezcla de reaccién fue de 0.25 puM). Después de la etapa de
extension (45 minutos a 26 ° C) y la inactivacion enzimética (15 minutos a 95 ° C), los
productos de extension se amplificaron en 30 ciclos de 30 segundos a 95 ° C, 60

segundos a 60 ° C (al final de este paso, se midio la fluorescencia). Para la determinacion
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de la curva estandar, se utilizaron diluciones que contenian 500 ng, 200 ng, 100ng, 50ng y
25 ng de proteina total en 1 ul de TEX de meristemo apical tejido con division celular
activa, cada dilucién se realizo por triplicado.

Para el testigo positivo de actividad de telomerasa se utilizé tejido meristemético 100 ng
de TEX, para los diferentes tejidos analizados se utilizé una concentracién de 100 ng. El
ensayo qTRAP se analiz6 por PCR en tiempo real Rotor-Gene 3000 (Qiagen) software
2.1.0.9. Los valores de Ct y la actividad telomerasa relativa se calcularon mediante el
método delta-delta Ct, la normalizacion se realiz6 siguiendo el método Pffaafl 2004
utilizando el control negativo en la curva estandar y en los diferentes tejidos se normalizé
con el control positivo (meristemo de 1-3 afios), que para la comparacién de los diferentes
tejidos hoja, raiz y meristemo se utilizé puntas de raiz, y para hoja media, basal y central
se utiliz6 meristemo. La evaluacion estadistica y los graficos se realizaron con GraphPad

Prism versioén 6.0 (empresa).
3.2.6. Anédlisis en el RNA-seq de 2 afios en diferentes tejidos

La secuencia AteqTERT obtenida, se utilizo como secuencia consenso para realizar el
analisis de la representatividad en el RNA-seq obtenido por secuenciaciéon llumina en
diferentes tejidos y etapas de desarrollo de A. tequilana. Las lecturas obtenidas del RNA —
seq, como se realizo el ensamblaje y como se normalizo en TPM se describen
previamente por Zavala-Garcia, Laura E (2018). En este andlisis Unicamente se tomo en
cuenta los tejidos en etapa vegetativa con dos afios (Avila de Dios et al, datos no
publicados). Los datos reportados son representados en transcripciones por millén, se
aplico un ANOVA para determinar diferencias significativas entre niveles de expresion de
meristemo (SAM), hoja y raiz La evaluacion estadistica y gréficos se realizaron con

GraphPad Prism version 6.0.
3.2.7. Disefio de los péptidos.

Para la determinacion de epitopes y realizar el disefio de anticuerpos, se realizo una
prediccon de la configuracion estructural de la secuencia aminoacidica de TERT obtenida
anteriormente, utilizando I-TISSER. Esta plataforma bioinformatica propone modelos de

porteinas, con base en las estructuras proteicas cristalizadas y caracterizadas
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depositadas en las librerias proteicas de UniProt. Una vez determinada la estructura, se
localizan las estructuras secundarias de la secuencia a.a. aeqTERT y se estiman las
regiones mas hidrofilicas e hidrofébicas, generalmente las epitopes para el disefio de
anticuerpos son sobre las regiones mas disponibles, con un tamafio de secuencia
aminoacidica entre 7- 15 aminoacidos, al final de su secuencia, se marca con una
metionina y se manda sintetizar (Pepmic Co). Para eficientizar la respuesta imune, las
secuecia peptidica disefiada se acopla a una proteina de alto peso molecular y de
esctuctura compleja, en este disefio, se acoplo a una hemocianina de lapa californiana
(KHL), aislada de Megathura crenulata. Una vez sintetizado el péptido y acoplado a la
proteina KHL, se re — suspendio en amortiguador de fosfatos 0.5 M, a un PH = 7.5 a una

concentracén de 100 pg/0.1 ml.

La inmunizacion se realiz6 en conejos hembras de 3 meses de edad durante 90 dias con
un periodo de inmunizacién de 15 dias, la primera inmunizacion llevé acabo preparando
una solucion, con adyuvante de Fraude (solucién aceitosa concentrada con bacteria) 300
ul y el péptido sintetizado a una concentracién final de 300 g relacién v:v. Después de la
segunda inmunizacién se utilizaron 100 pl a una concentracion final de péptido sinterizado
100 ug y con adyuvante de Fraude incompleto (solucién aceitosa atenuada con bacteria).
Se tom6 muestra de sangre del conejo en el dia cero como testigo negativo y a partir del

dia 15 se toma muestra sanguinea para detectar dilucion.

3.2.8. Deteccién de dilucion del anticuerpo (Dot-Blot)

Para realizar la deteccion de la dilucién del anticuerpo, se realizé un dot blot colocando en
la membrana de nitrocelulosa 100, 10, 1, 0.1 ug de péptido sintetizado ATR-3 y ATR-4.
Posteriormente la membrana se bloqueo con PBS 1X y leche baja en grasa Siluette® al
5% durante 2 hrs a temperatura ambiente, se realizaron tres lavados con PBS-T 1X al
0.1% de Tween20®. Despues del lavado, se incubd con el anticuerpo anti-TERT extraido
del suero del conejo en diferentes diluciones; 1:250, 1:500, 1:1000, 1:2000 y 1:4000 en
PBS con leche al 3% durante toda la noche. La membrana se lavo tres veces despues de
incubar con el anticuerpo primerio, posteriormente, se incub6 por tres horas con el anti-
conejo en una dilucién 1:1000, lavar 3 veces por 15 min con PBS-T y revel6 por ELC.Una
vez detectada la dilucion se realizo el western blot del extracto nuclear obtenido para el
andlisis de TRAP.
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3.2.10. Western Blot

Para la deteccion de TERT, se probaron un total de cuatro protocolos extraccién de
proteinas nucleares (RIPA, CHAPS, Peterson y TRAP) y tres de proteinas totales
(Fosfatos, Lab. Ingancio Islas, Lab. 24), de las cuales por medio de la separacion SDS —
PAGE, se verificd la integridad y la presencia de mayor cantidad de proteinas. El gel
analizado muestra que los extractos con los mejores resultados son con dos protocolos
para proteinas nucleates; método de Peterson (Peterson 1977) y método TRAP
amortiguador W (Fitzgerald et al. 1996) y para proteinas totales del Dr. Ignacio Islas
(Figura 3.8b).

Una vez que se realiz6 la desnaturalizacién de los extractos utilizando amirtiguador
Leammli 2x y la separacion de proteinas por SDS-PAGE, el gel de poliacrilamida al 10%,
se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa en medio humedo, la transferencia se
realizd durante toda la noche a voltaje de 20 V a 4°C, se afadido 0.1% de SDS al
amortiguador de transferencia para reducir la formacién de aglomerados. La membrana
se tifié con rojo de ponceau 1X para verificar si la trasferencia fue adecuada, se lavé 3
veces con agua destilada estéril por 10 min y se bloqued con leche al 5% (Svelty baja en
grasa Nestle®) en PBS 1x durante 3 hrs, posteriormente se realizaron tres lavados con
PBS-T 1x al 0.1% de Tween20® por 15 min. Luego, la membrana se incubo con el
anticuerpo primario preparado con PBS 1X y leche al 3%, se utilizar6n tres diluciones del
anticuerpo 1/1000, 1/2000 y 1/4000, durante toda la noche a 4°C en agitaciéon suave y
sumergida en la solucion. La eliminacién del excedente de anticuerpo primario se realizé
utilizando amortiguador de lavado PBS-T al 1% 3 veces por 15 min. Poateriormente, se
incubo con el anticuerpo secundario anti-rabbit a una dilucién de 1/1000 con PBS y leche
al 3% durante 3 horas. Finalmente, se realizaron 3 lavados de 15 min con PBS-T 1X al
0.1% con Tween20®, 2 lavados con PBS 1X y después la deteccién se realiz6 mediante

quimioluminiscencia ECL.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.3.1. Identificacion in — silico de TERT de A. tequilana.

Una de las subunidades que es indispensable para la funcién in vivo de la telomerasa es

TERT, debido a ello con el fin de explorar al gen que codifica a TERT en A. tequilana, se

49



3.3. Resultados y discusion.

obtuvo una secuencia cDNA de 3525 pb in silico, que se obtuvo de la libreria RNA-seq
TSA de A. tequilana depositada en el NCBI, utilizando como query la secuencia de TERT
reportada y caracterizada de Oryza sativa. Para corroborar que la secuencia consenso es
correcta, se analiz6 la identidad utilizando otras secuencias TERT reportadas, observando
que presenta similitud con secuencias TERT de orden Asparagales, como: Scilla
peruviana especie perteneciente al género Scilla con un porcentaje del 88%, seguido de
Doryanthes excelsa con un 86% y Asparragus officinalis con 82% (Figura 3.1a), indicando
que la secuencia nucleotidica consenso pertenece a la secuencia del gen que codifica a la
subunidad TERT (Figura 14b). Asi mismo, se realizé la identificacion de los exones
utilizando como base los caracterizados previamente como; Nicotiana tabacum y Oryza
sativa (Figura 3.2a), se amplificé el exén 9 del dominio RT de la subunidad de la

telomerasa por medio de cebadores especificos (Figura 3.2b).
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Figura 3.1.- Alineacibn de la secuencia de nucleétidos TERT; a)
Fenograma que muestra que la secuencia consenso presenta similitud con
otras secuencias TERT de nucleétidos reportadas en el NCBI; b)
alineacion de la secuencia de consenso con las especies TERT
informadas en el NCBI utilizando UPGMA con un arranque de 1000
repeticiones realizado en Genius Java Version 1.8.0_112-b15 (64 bits).
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Las secuencias obtenidas como resultado de la amplificacion de ADN gendmico y
clonacion del producto de PCR, con un tamafio aproximado entre 750 — 1200 pb con la
combinacion de cebadores Fw_Ex09, Fw_Exo 9.a y Rv_Exo 10, las secuencias
AteqTERT fueron depositadas en la base de datos de ADN del NCBI (Figura 3.2b).
Finalmente, en el andlisis similitud de secuencias muestra que tiene un porcentaje de
similitud del 89% con la secuencia de consenso AteqTERT — RNA-seq y un 82 % para
especies de orden Asparagales. Estos resultados, ademas de que ayudan a confirmar
que la secuencia consenso corresponde a la subunidad TERT de A. tequilana también

indican que la secuencia nucleotidica de TERT para el orden Asparagales es conservada.

a) TEN TRBD RT CTE
T2 NLS CP QFP T 1 2A B C D E
FwExo 9 RvExo
14 10
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—
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Figura 3.2.- Identificacion de nucleétidos, disefio de
oligonucledtidos y amplificacion por PCR del exdn 9 de la secuencia
consenso de AteqTERT; a) Representacion esquematica del gen
TERT y la identificacion de nucledtidos del exdn 9 correspondiente a
la region parcial del sitio catalitico, disefiamos dos oligonucledtidos
directos para el exén 9; FWEx09 (1A) - FWEx09 (2A), y un solo

51



3.3. Resultados y discusion.

oligonucledtido inverso RVEx09; b) productos de PCR amplificados
gue usan 20 ng de ADN gendémico como temple; 1.- marcador de
peso molecular, 2.- Producto de PCR con la combinacion FwExo9
(1A) + Rv Ex09, 3.- Producto de PCR con la combinacién FWEx09
(2A) + RVEX09.

3.3.2. Analisis bioquimico de la secuencia AteqTERT

La secuencia aminoacidica consenso de AteqTERT present6 un tamafio aproximado de
1175 aminoécidos, se identificaron los motivos caracteristicos de la subunidad TERT
como; NTE, TRBD y RT. En el fenograma de especies monocotiledéneas y dicotiledéneas
con la secuencia aminoacidica TERT, utilizando como grupos externo mamiferos y
levaduras, muestra que las secuencias de TERT que pertenecen a especies de orden
Asparagales; Scilla piruviana, Allium cepa, Iris tectorum y Hosta rectifolia tienen un
porcentaje de identidad del 96%, indicando que la secuencia aminodcidica es conservada
para el orden Asparagales (Figura 3.3a). Asimismo, se observé un porcentaje de identidad
del 86% para especies monocotiledéneas en comparacién con especies dicotiledéneas, y
un 74 por ciento para secuencia TERT como Homo sapiens y raton (Figura 3.3a). Por lo
tanto, la subunidad TERT de A. tequilana mostré ser conservada entre miembros del
orden Asparagales; como se ha reportado previamente por Sykorova et al., 2006. En este
estudio, la caracterizacion in silico de la sub—unidad TERT, evidencié que la secuencia
presenta los dominios caracteristicos de TERT: NTE, TRBD, y RT (Figura 3.3b). El
tamafio de la secuencia AteqTERT es de 1175 aminoéacidos, y se sabe que el tamafio de
TERT varia ligeramente entre especies como por ejemplo; Oryza sativa con 1260 a.a.
(Oguchi et al., 2004), Zea mays con 1188 a.a., Arabidopsis thaliana con 1123 a.a. Scilla
priviana con 1227 a.a., Iris tectorum con 1295 a.a, ademas, los dominios encontrados en

Agave tequilana coinciden con los que se reportaron en estas especies.

52



3.3. Resultados y discusion.
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Figura 3.3.- Andlisis de similitud de secuencia AteqTERT; a) Fenograma

de secuencias de aminoacidos TERT informadas en diferentes especies

de plantas, mamiferos y ciliados utilizando UPGMA con un arranque de

1000 repeticiones realizado en Genius Java Versién 1.8.0_112-b15 (64

bits), b) ldentificacion de dominios, motivos y exones en la secuencia

AteqTERT usando UPGMA con un arranque de 1000 repeticiones

realizado en Genius Java Version 1.8.0_112-b15 (64 bits).
Durante la identificacion de los dominios de las secuencias TERT, se observaron los
motivos caracteristicos en las secuencias aminoacidicas analizadas, por ejemplo; la
secuencia GQ, QFP, GLLL y T, motivos que son compartidos en diferentes especies.
Estos motivos se encuentran ubicados en los dominios T2, TRBD y C-terminal
respectivamente. El motivo T la secuencia aminoacidica que es especifica de la enzima
telomerasas, la presencia de este motivo permite diferenciar a la telomerasa del resto de
las RT's virales y es parte del dominio TRBD (Figura 3.4). La regién C- terminal es
esencial para la funcion catalitica, y muestra mayor conservacion de motivos
aminoacidicos en diferentes especies analizadas, interesantemente se observé que la
secuencia consenso de AteqTERT presenta el cambio amino&cidico de leucina (L) o

fenilefrina (P) a triptéfano (W) en el motivo C, en la posicion 2 aguas arriba del doble DD
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catalitico de la subunidad TERT. Este cambio aminoacidico, ha sido reportado
previamente para algunas especies de orden Asparagales. En este sentido, también se ha
reportado que la region N- terminal de la subunidad TERT, es la que presenta mas
variacion que el resto de los dominios, sin embargo, para el género Asparagales esta
region es conservada, y esto incluye a la secuencia consenso de A. tequilana, ya que
observamos que, en esta region, la mayoria de los motivos y la secuencia son
conservadas. Finalmente, la secuencia consenso AteqTERT presentd un total de 12
exbnes concordando con lo reportado para Nicotiana tabacco, Oryza sativa y otras
especies del generd Asparagales, sin embargo, es importante mencionar que la cantidad
de exones en secuencias TERT puede variar, ya que también se ha observado en

algunas secuencias TERT pueden presentar hasta un total de 18 exones.

Figura 3.4.- Identificacion de los dominios especificos
de TERT en la secuencia de aminoacidos AteqTERT,
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mostrando que tiene los dominios NTE, TRBD, RT y

CTE.
Nosotros realizamos una prediccién estructural con la finalidad de observar a nivel
estructural como se observan los dominios caracteristicos de TERT utilizando la
herramienta bioinformética en linea |-TISSER. Esta plataforma, se basa en la
identificacion de las plantillas estructurales PDB de proteinas cristalizadas, y la
implementacién de algoritmos matematicos por cofactor, COACH y el agrupamiento de
“sefiuelos” (SPICKER), que permite agrupar las regiones en funcién de la similitud de
estructura en pares, con el objetivo de proporcionar predicciones estructurales y
funcionales. En este estudio, se observé que la estructura AteqTERT tiene una
puntuacién C = -1.15, el rango de confianza aceptable estructural 3D es [-5, 2]. Este valor
se calculd en funcién del alineamiento de las plantillas, y los parametros de convergencia
de las simulaciones de ensamblaje, tomando en cuenta los atomos, los residuos
aminoacidicos expuestos, accesibilidad de la proteina y las estructuras alfa - beta laminar,
para posteriormente basarse en esta estimacion (puntaje C) y considerar la longitud
(Puntaje TM y RMSD), el valor TM-score = 0.57 + 0.15 y RMSD = 12.1 + 4.4 A, estos
valores indican que la calidad del alineamiento y el modelado en 3D de la secuencia

consenso es aceptable.

El modelo PDB que se utilizo fue el modelo 1 en la estimacion enviada por la plataforma,
el modelo cristalizado proteico con el que presento similitud estructural es el Mod. 6d6VA,
gue pertenece a la estructura de telomerasa en estado activo, cristalizada y caracterizada
de Thetraymena thermophila, la cual se caracteriz6 utilizando crio microscopia electrénica,
con una resolucion de 4.8 A. Este analisis lo primero que se observo es la ubicacion de
cada uno de los dominios caracteristicos de la subunidad, para diferenciar a cada uno de
los dominios se utilizaron diferentes colores, el color rojo para el domino NTE, verde para
el dominio TRBD, magenta para el dominio RT y azul para el CTE (Figura 3.5a). En este
andlisis mostro que la estructura de la telomerasa es similar a otras polimerasas
reportadas e interesantemente a otros RT’s virales (similar al pufio de la mano izquierda),
en un giro de 90° hacia enfrente, se observa que los dominios TRBD-RT-CTE forman el
anillo TERT caracteristico (Figura 3.5b). Uno de las aportaciones mas interesantes en la
estructura de Tetrahymena themophila, se observé que el ndcleo catalitico de la

telomerasa tiene una arquitectura Unica entrelazada en sus interacciones, muestran que
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el dominio RBD, RT y CTE forma un anillo denominado “anillo TERT” enlazado mediante
un lazo TER loop 4 (L4) que se encarga del agrupamiento molecular de estos dominios,
asi mismo, en la estructura cristalizada en T. Castenum observan que estos tres dominios
presentan el mismo anillo TERT, pero en esta estructura no se muestra si este anillo tiene
una interaccion adicional como en el caso de Thetraymena thermophila, ubicando los
motivos mas cercanos al sitio activo, observamos que el sitio activo de TERT se
encuentra ubicado entre las dos estructuras beta laminar del motivo C, los motivos By C
son los dedos de la enzima mas cercanos al sitio catalitico y el motivo 2 la estructura 3 —
laminar mas cercana al sitio activo (Figura 3.5c), se localizo el sitio activo que en el caso
de AteqTERT vy otras TERT s reportadas corresponde a la doble Asp en el dominio RT
(Figura 3.5c). En Tribollum Castaneum la cristalizacion de TERT permitié conocer que la
unién entre TERT y TER es mediada por los motivos 2 y B ya que se encuentran
localizados cerca del sitio activo de telomerasa, nosotros observamos que estos motivos
estan cercanos al sitio catalitico, pero desconocemos si en TERT para plantas estos

motivos tengan esta funcion.
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Figura 3.5.- Modelado de la secuencia de aminoAcidos de AteqTERT; los
diferentes colores representan cada dominio de AteqTERT; el dominio NTE -
rojo, TRBD - verde, RT - rosa y CTE - azul, a) representacion de la estructura de
superficie 3D y la estructura laminar alfa-beta de AteqTERT con los diferentes
dominios de TERT, b) interaccion de los dominios de TERT en estructura de
superficie y estructura alfa-beta que forman el anillo TERT caracteristico, c) los
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motivos conservados adyacentes al sitio activo B, C, D y 2, d) anotaciones
biolégicas del sitio de unién al ligando en el dominio TRBD; al ligando CH1 (3-
desoxicitidina 5- trifosfato) y al sitio de unién al dominio de acido nucleico (NUC)
y RT al MN (Magnesio +2), e) sitios de unién de la subunidad TR en el dominio
TRBD, f) analisis de la hidrofobicidad del estructura donde la coloracion azul
representa las regiones hidrofilicas y la coloracion roja las areas hidrofébicas, los
modelos PDB de la secuencia TERT y la prediccién de anotaciones biologicas se
obtuvieron utilizando la herramienta bioinformatica I-TESSER, con un puntaje C
= -1.15, puntaje TM = 0.57 + 0.15 y RMSD = 12.1 + 4.4 A, las estructuras que
visualizamos y editamos usando UCSF Chimera Quick version 1.14.

Asi mismo, estos autores determinaron que los motivos TBE en TRBD son necesarios
para la interaccion de TR con la subunidad TERT y son conservados en la familia de
estas enzimas debido a ello, identificamos las regiones TBE y C4/5 binding en el dominio
TRBD en la secuencia aminoacidica (Figura 3.6) y en la estructura (Figura 3.6),
mostrando que AteqTERT presenta los cuatro aminoacidos que componen los sitios de
interaccion TBE y C4/5 (Figura 3.5d), dos de los aminoacidos son conservados para todas
las especies, pero los otros dos aminoacidos localizados parecen ser especie especificos
(Figura 3.6).
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TBE binding C4/5 binding

Identity k5 Y o e il il Bl il ol Ml w
Agavetequilna ~ ------------ AEYQINRRQI[FIYNTSSCYSTLPLWHILNRVKPNKSGAALLMKHIFGLS IEGFHSF
Aliumeepa ~ mmmmmmmeee-- AENE IDRGP I|FIYKT I SYESNFPKQH I LNKVKPTNSGATLLMEHIFGKSIKSFQSC
Scllaperwiana - ------------ EFQINRRQIFYNTWSCYSTFPAWHIMNKVKPNNSGAALLMKHIFGMSNEDFQSC
Iris tectorum HGFKLGTAGKVATDDK INRRRMFYNTSWSSSVFQKDHILNQVKPDGPGAVLLLEHIFGLS IKDFRAC
Doryanthes excelsa CCSILRTSQKAAMEDQINRKS I|FIYKTVSSYS I FPRRHILNRVKPDNSGAAF LMKH I FGF SNEDFHSC
Populustrichocarpa === ==m=----- FEDHIDRRP I|FYNSKHPSSMLPKNHVLMCLKPNL IGSKSLIQSIFGLSDENVSAP
Oryza sativa NCIISNASKHLSLDSLISRNGI|FYNRRTTYSVFHCKHILSKRKR--PDALSLVKHIFGINSCCASLL
Zeamays -CLMLNSSKRVSVDLL I SRHT I[FYNRKTSYNVFHGNH | LNKRK--1PDALSLIIHIFGFKGCCAKLL
Arabidopsis thaliana = ----------- AKQVKRNKNFKIFGLSETYSVIPPNHILKTLRPNCSDSKLLMNHIFGEVNVWSTTP
Homosapiens - ----------- PPVYAETKHFLYSSGDKEQLRP-SFLLSSLRPSLTGARRLVETIFLGSRPWMPGT
Musmusculs ~ mmmmmmmm-m-e LRPFIETRHFLYSRGDGQERLNPSFLLSNLQPNLTGARRLVE I IFLGSRPRTSGP

C4/5 binding

Identity o 3 e, e

Agave tequilana VLRSI IPTDLLGDFFIWRALRSNISKFVGLOQMFEKFNLSQCLYRLESSEHPFLSKARISNCRCYKFL
Alium cepa VIRSIIPSDLLGNSSNMRALTSNISKFISLRRFEKFNIKQCLHGLK | SELPF-====--=---"=""-
Scilla peruviana VIRSIVPPDLLGDRS IWRALRLNISKFVGLQRFEMFDLSQCLHRLESSQPPFLSQIRISDCCCYKLW
Iris tectorum VTRRITPVDFLGDASSMRAL ISSIAKFVALGIYEDFSLDQCLYKLHISRYKFFSNLRFSRSFQYKVL
Doryanthes excelsa STRSIVPSDLLGDSCNWRALRSNISKFVGLRRYESFSLSQCTHGLETSRYSFLSKVRLSDCFCCKVA
Populus trichocarpa VCRNVVPPELLGNHVNRR I LRRNLAKF IWLRKFEKFSLKQCMHKLKTSGFPFLSDKHCSCFLDTHML
Oryza sativa VLKRIVPKPLLGNFFGKRSLRTNIWKFIKLRRFETFQLSDCIGDLKVSHYSWLSNIEFSNCFCSAI-
Zea mays VLTRIIPEPLLGNSSSKRSLRINIWKFIKLRRFESFCLSDCIGELKVSHYSWLSNIGFSDCFCSAL-
Avabidopsis thaliana ICRYIVPESLLGTTHQMRVLRKN | AWFVSRRRNEKCTVNQF LHKVKPSDFPFFARKELC--------
Homo sapiens CLRRLVPPGLWGSRHNERRFLRNTKKF I SLGKHAKLSLQELTWKMSVRDCAWLRRSP-=---------
Mus musculus CLCKVVSASLWGTRHNERRFFKNLKKF I SLGKYGKLSLQELMWKMKVEDCHWLRSSP---=------

e
, E binding . : ,

entity : e e e e e Bl s i
Agave tequilana DGI-ENCKCAKKSNNKSSKIKLSLHNRLFQRWIHWLFSSLVVPIVSTCFYVTERQFEKHKVFYYLKS
Mliumeepa = mmmmeseemeeee--c------- SHFRPFRYWIYWLFSCFIAPVVGTNFYVTERQFGRHQVYYYPKP
Scilla peruviana VCI-GNCSCAKEGSCNSSKSKIRLHNRLFRHWIYWLFSSLVVPVISNYFYVTERQFDKLQVFYYPKP
Iris tectorum KEI-WKCKFAKKRLHKSSDIRRVLQHQTLRSWVHWFFSEIVVPLISSSFYVTERQGERNCVFYYPKA
Hosta rectifolia SVIVPIISSCFYVTERQFEKLQVFYYPKL
Doryanthes excelsa NGVG-NCKFAKKGIKISNDVKITLONHIFQNWIYWFFSSIVVPIISSCFYVTERQSKRHHVFYYPKT
Populus trichocarpa NNMPGHTAGLHKDLYKWNGAANDLKHLLVQKWIYWFFSSLVVPLVQANFYVTESEHGKHE I YYYRKS
Oryza sativa -1 GKQTGSSTSAEEQERQKNILHCWISWLFSDIVIPVVRTYFYVTERESKRYDVFYYPKS
Zeamays -MEKEIWSSNGSEEEKILQNLLRCWISWMFSDIVIPLVQSYFYVTERESRRYDVLYYPKT
Arabidopsis thaliana CMVNGHELQSESIRSTQQMLCTKWISWLFLEIVKKLVHFNFYATESQGGRLNIYYYRKR
Homo sapiens --=-GVGCVPAAEHRLREE I LAKFLHWLMSVYVVELLRSFFYVTETTFQKNRLFFYRKS
Mus musculus == --GKDRVPAAEHRLRERILATFLFWLMDTYVVQLLRSFFYITESTFQKNRLFFYRKS

Figura 3.6.- Alineacién e identificacién de sitios de uniéon a ARN en el dominio
TERB de la subunidad TERT

Los analisis realizados por COFACTOR y COACH permitieron analizar las anotaciones
biolégicas; como sitios de unién a ligandos (Figura 3.5d). El analisis de las anotaciones
biolégicas por COFACTOR mostré anotaciones biolégicas similares a ARN’s polimerasas
como; NUC (acidos nucleicos), CH1 (3 -deoxycytidine-5"-triphsphate), y Manganeso (2+),
los ligandos CH1 y NUC se encuentran posicionados en los mismos residuos
aminoacidicos que son; 429, 430, 440, 443, 444, 445 en el dominio TRBD, y el ligando de
MN se observo en la posicion; 913, 914 que interesantemente corresponde a la doble Asp
en el sitio catalitico del dominio RT (Figura 3.5d). Los modelos PDB’s con los que se
mostraron mayor similitud son; 1GX6 para el ligando MN que pertenece al RNA

polimerasa del virus hepatitis C en complejo con UTP y manganeso, 3aOhD para el
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ligando NUC que pertenece al complejo de RNA polimerasa — Gfhl, y por ultimo el
modelo PDB 1N38 para el ligando CH1lque pertenece al complejo reovirus polimerasa
lamda 3. Para otras RNA’s polimerasa o RT's virales, se sabe que estos ligandos
contribuyen al proceso de sintesis de RNA, translocacién nucleotidica e inician su
actividad enzimatica, indicando que posiblemente él ligando de MN observado en el sitio
catalitico es necesario para dar inicio en la actividad de la telomerasa, ya que esta enzima
utiliza como co-factor el Mg*?, asi mismo, los ligandos CH1 y NUC observados en el
dominio TRBD nos lleva a pensar que posiblemente el ligando CH1 puede estar
contribuyendo a la flexibilidad de translocacién del ADN telomérico y NUC a la sintesis de

ADN telomérico.

Una de las estructuras recientemente elucidadas de telomerasa es en Thetraymena
thermophila y contribuyo en gran parte a entender como suceden las interacciones
aminoacidicas entre cada uno de los dominios de TERT y el RNA de la telomerasa TER, y
como a su vez estos ayudan a regular su funcion de una manera eficiente; dentro de
todas estas interacciones, observan un lazo TER loop 4 que mantiene el agrupamiento
entre los dominios del anillo TERT, posteriormente observan que el dominio t/pk del RNA
templado en la telomerasa forma un circulo sobre y detras del anillo TERT, de tal forma
que el extremo limitante de la plantilla quede en la parte frontal y el pseudoknot en la parte
posterior sobre el dominio CTE, que la interaccion TERT — TEN junto con RBD y la parte
inferior del circulo t/pka forman un conector estructurado flexible que a su vez facilita la
interaccion de TEN — TRAP (localizada en TER) formando un tercer anillo (TEN-RBD-TR-
TRAP) que blogquea fisicamente al anillo TERT y secuestra a los extremos limitantes de
unién en TER, por lo tanto proponen que el anclaje de TBE en RBD es necesario para
definir el limite de la plantilla y evitar que fisicamente que los nucle6tidos que no son de la
plantilla repetida se muevan al sitio activo (Jansson et al., 2015), y por ultimo, proponen
que el modelo para la sintesis de ADN es en forma de acordeodn para sintesis de ADN
telomérico , limitAndose a la comprensién y extension a los extremos de plantilla
adyacentes. Adicionalmente, en Trubullium castaneum se observa que la superposicion
de TERT — TER pone bases accesibles en el solvente de manera adyacente y por enzima
del sitio activo durante la unién de Ac. Nucleicos facilitando la selectividad de la enzima, la
interaccion entre el ADN substrato y la regién primer -gad localizada en el extremo 3"del

ADN sustrato y el sitio activo lo que facilita la adicion nucleotidica, en este sentido se sabe
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que las fuerzas que las que participan en la unién pueden ser las interacciones
hidrofilicas, pero la especificidad de union parece ser controlada por los enlaces de
hidrogeno y las interacciones electrostaticas, en el analisis de hidrofobicidad, muestra
que las regiones hidrofébicas se encuentran mayormente en dominio CTE de la estructura
de AteqTERT y cerca del sitio catalitico de la enzima (Figura 3.5f), lo que nos lleva a
pensar que en esta region es necesaria para la fidelidad de la enzima.

Finalmente, en la ultimas tres décadas de estudios en telomerasas de diferentes
organismos muestran que las telomerasas difieren en sus propiedades cataliticas, en la
procesividad y la fidelidad, e inclusive en algunos organismos funcionan como dimeros,
gue pueden estar relacionados con las actividades no candnicas de la subunidad, debido
a ello consideramos que en plantas hay una gran necesidad de realizar estudios desde un
punto de vista bioquimico, para poder entender como es que se lleva a cabo la interaccién
de cada uno de los dominios de TERT y TER, se lleva acabo la regulacion desde el
ensamble proteico.

3.3.3. Identificacion y disefio de anticuerpos de la subunidad TERT de A. tequilana

Se realizé un andlisis de similitud de secuencia (fenograma) en especies
monocotiledéneas y dicotiledéneas con la secuencias aminoacidica de TERT, como
grupos externos se utiliz6 a mamiferos (Homo sapiens) y levadura (Figura 3.7a). El
analisis mostr6 que las secuencias de TERT tiene una similitud del 99% y una distancia
de 0.17 para especies que pertenecen al género Agave, por lo tanto, sugerimos que la
subunidad TERT para especies de Agave, como Agave striata y Agave victoriae (Figura
3.7a). En el andlisis con otras especies que pertenecen al mismo orden Asparagales
como-Scilla piruviana y Hosta rectifolia presentan un porcentaje de similitud del 98% con
una distancia de 0.18 y 0.19 respectivamente, por lo cual se puede sugerir que al menos
esta subunidad es conservada para los miembros de esta familia (Figura 3.7a). Asimismo,
se observo que el porcentaje de similitud es mayor para especies monocotiledéneas que
en especies dicotiledéneas (Figura 3.7a). Para plantas, las secuencias aminoacidicas
TERT se encuentran en el mismo clado indicando que es una subunidad conservada
entre especies diferentes especies de plantas, también se observd que mamiferos
(Hrdlickova et al., 2012) y levaduras se agrupan de manera similar (Haering et al., 2000).

La secuencia aminoacidica de aeqTERT presenté un tamafio aproximado de 1175
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aminoacidos. Una vez estimada su estructura, se identificd el dominio RT (Figura 3.7b), y
los sitios especie especifico del dominio RT (Exon 9). El anticuerpo se disefio en el
dominio RT y en los sitios con estructuras secundarias en el Exon 9 (Azul), cercana al
Exon 9 (amarilla), con un total de 10 aminoacidos para ATER-3 y 11 a.a. para ATER-4
(Figura 3.7b).

ATRM

a) b)

Famia Aspaagacese

ATR3
ATR.4

Dominio RT

Figura 3.7.- Identificacion de la secuencia aminodcidica y el dominio RT de TERT en A.
tequilana; a) alineamiento utilizando MEGA versién 6.0, y el método de agrupamiento
de Neighbor-joining tree, entre diferentes especies de plantas utilizando como grupo
externo a mamiferos, ciliado y levadura, b) identificacion del dominio RT en secuencia
aminoaacidica, y en el modelo 3D de la prote6bna marcado de color verde, la marca
color azul aqua es la epitope disefiado para ATR-3 y la marca color amarillo es para
ATR-4.

Una vez disefiados los anticuerpos se evalué la sensibilidad del anticuerpo, obteniendo
una sensibilidad de 1/1000 para ATR-3 y 1/4000 para ATR-4 (Figura 3.8a). Para el
Western Blot se probaron tres protocolos de extraccion de proteinas nucleares y totales,
en hoja media, basal y central, obteniendo que en hoja media es en donde se observa la
mayor cantidad de proteinas de proteinas totales y nucleares (Figura 3.8b).

Para el western blot se utliz6 como testigo positivo el anticuerpo monoclonal anti-TERT de
conejo, que representa el dominio RT de la secuencia tipo humano, a una concentracion
de 0.1 pug. Tomando como base la sensibilidad del anticuerpo mostrado en el dotblot
1/1000 para ATER-3 y ATER-4, observamos sefales en el tamafio esperado para el anti-
TERT como testigo positivo y dos sefiales que no se pudieron reproducir en experimentos
posteriores para el extracto de Peterson y TRAP (Figura 3.8c), por lo tanto, se deba algun

falso positivo.
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Figura 3.8.- Determinacion de la sensibilidad del anticuerpo anti-ATER-3 y
ATR-4 e identificacion de TERT en extractos de A.tequilana; a) ATR-3 y ATR-4
con diferentes concentraciones del péptido sin conjugar y dilucién del
anticuerpo Anti — AteqTERT de conejo, b) gel de acrilamida al 12%, se verifica
la integridad y separacion de proteinas nucleares empleando el método de
peterson y del extracto TRAP utilizando el método del Dr. Ignacio Islas, c) el
Western blot de los extractos nucleares y extracto total; muestra que la
transferencia de proteinas (tincién rojo de Ponseu 1X)-se realiz6 de manera
eficiente, mientras que el film evidencia la sefial para el extracto amortiguador
TRAP y el de peterson, en la parte superior. Testigo positivo, Anti — TERT
conejo subunidad TERT humano.

3.3.4. Actividad de telomerasa y expresion de TERT en una planta completa de A.

tequilana de 2 afios

Para determinar la actividad de la telomerasa de A. tequilana, la eficiencia de
amplificacién, se realizé una curva estandar con diferentes concentraciones de extracto
de precipitado de meristemo (TEX) 500 ug, 200 pg, 100 ug, 50 pg, 25 ug, con un R2 =
0.97 indicando que el valor de Ct es directamente proporcional al nivel de extracto
utilizado en la reaccion (De la Torre Z et al.,2020).

Posteriormente, llevamos a cabo el analisis cuantitativo de TRAP para plantas completas
de 2 afios de A. tequilana. Se analiz6 la diferencia de actividad entre la hoja central,
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media y basal, utilizando puntas de raiz de A. tequilana como control positivo (Fig.3.9b),
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la hoja central y media,
pero una distincion baja, entre hoja, en comparacién con la hoja basal con un valor de P =
0.01 (Fig.3.9b). Asimismo, observamos que hay una actividad més significativa en la hoja
central, seguida de la hoja central y la basal. El desarrollo de las hojas de A. tequilana en
forma de roseta, la hoja central estd mas cerca de la zona meristematica y es la hoja mas
reciente; la hoja basal es la mas antigua con tejido més diferenciado. Después de realizar
el andlisis en las diferentes posiciones de las hojas, se utilizaron las diversas secciones
de la hoja central (apical interna (IA), basal interna (IB) y basal externa (EB)). Se us6 una
concentracién de 200 ug y 50 ug de extracto nuclear TEX para TRAP convencional
(Fig.3.10a) 3a) y 200 mg para TRAP cuantitativa usando meristemo como control positivo.
Los resultados no muestran diferencias significativas entre las secciones IA, IB y EB
(Fig.3.10b).
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Figura 3. 9.- Actividad y expresion de la telomerasa tisular especifica en plantas
completas de A. tequilana de 2 afios de edad; a) diferentes tejidos de toda la
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planta de A. tequilana de 2 afios de edad, hoja media (ML), basal (BL), central
(CL), raices y meristemo; b) actividad de telomerasa en la hoja central, media y
basal; c) actividad de la telomerasa en diferentes tejidos, meristema, hoja y raiz
medias, d) expresion de AteqTERT en TPM de meristema, hoja y raiz en
plantas de A. tequilana de 2 afios de edad

Finalmente, la actividad de la telomerasa se evalu6 en el meristemo, la hoja central y la
raiz a 200 pg. Utilizando las puntas de las raices como control positivo, observamos que
la actividad en comparacién con las puntas de las raices es inferior a tres 6rdenes de
magnitud para los tejidos de meristemas y hojas. Por lo tanto, la actividad de la
telomerasa es alta para meristemos y hojas medianas con diferencias significativas entre
meristemos Yy raices con un valor de P <0,0001. Ademas, la diferencia en la actividad de
la telomerasa entre la raiz y las puntas de las raices es mas significativa que tres 6rdenes
de magnitud. El tejido con mas actividad es el meristemo, seguido de la hoja media y con
menos actividad en el tejido radicular. Por lo tanto, la actividad de la telomerasa es
especifica del tejido y depende de la proliferaciéon celular, como se ha observado
ampliamente en diversas especies, tales como; Nicotiana tabacum, Glycine max, Daucus
carota, Brassica oleracea, Zea mays y Hordeum vulgare (Fitzgerald et al., 1999; Killian et
al., 1998; Fajkus et al., 1996).
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Figura 3.10.- Ensayo de actividad de telomerasa convencional de

a) hoja media, basal y central, b) las diferentes regiones de la hoja;

apical interna (IA), basal interna (IB) y basal externa (EB); ensayo

de actividad de telomerasa cuantitativo de las diferentes regiones

de la hoja; apical interna (IA), basal interna (IB) y basal externa

(EB).
Sin embargo, en Nicotiana tabacum (Heller-Uszynska et al. 2002, Oguchi et al., 2004),
han determinado que hay tres copias del gen TERT y que la expresién de cada una de las
copias del gen durante el desarrollo modifica la telomerasa actividad (JureCkova et al.,
2017). En el caso de A. tequilana, se ha observado preliminarmente con analisis
trascriptomicos, hibridacion fluorescente in situ y en el ADNc la existencia probable de dos
copias del gen (datos no mostrados). Ademas, hemos demostrado por caracterizacion
morfolégica e histolégica en hojas de A. tequilana de 2 afios, no hay aumento en el
tamafio de la planta ni un aumento significativo en la actividad en comparacién con las
plantas de un afio (De la Torre Espinosa - Z et al., 2020) revelando que puede ser una
etapa estacionaria de crecimiento durante su desarrollo. La falta de correlacion entre la
expresion de TERT vy la actividad de la telomerasa en el meristemo puede explicarse ya
sea por la expresion de un gen variante que regula la actividad de la telomerasa positiva o

negativa o TERT tiene actividades no teloméricas que participan en otros eventos
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celulares como; proliferacion o alargamiento celular. Del mismo modo, otra posibilidad de
no correlacion entre la expresion del gen TERT y la actividad de la telomerasa puede
incluir modificaciones postraduccionales ya que la fosforilacion o desfosforilacion del
complejo de telomerasa también puede modificar su actividad.

3.4. CONCLUSION:

En este trabajo, realizamos que la caracterizaciéon de TERT se realiz6 en A. tequilana,
para evaluar si la expresion de TERT se correlaciona con la actividad especifica del tejido
en plantas de dos afios; Para esto, utilizamos la biblioteca de transcriptoma de A.
tequilana (datos no publicados de Avila de Dios) representada en TPM y anélisis
cuantitativo de la actividad de telomerasa qTRAP. Observamos en este trabajo que la
secuencia de consenso presenta todos los dominios especificos de la subunidad TERT.
Ademas, encontramos que en la prediccion in silico del modelo estructural de TERT de A.
tequilana, presenta el anillo TERT caracteristico de los modelos cristalizados de estado
activo de telomerasa en Tetrahymena thermophila, Homo sapiens, T. Castenum, algunas
anotaciones biolégicas entretenidas fueron observados, tales como; Los metales pesados
Mg *2, NUC y CH1 estan presentes en las polimerasas o transcripciones inversas de otros
ARN, y finalmente vemos que no hay correlacion entre la expresion de TERT en TPMy la

actividad de telomerasa en tejido meristematico de dos afos.
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CAPITULO IV
DISCUSION GENERAL

En este trabajo se realiz6 el analisis morfologico y actividad de la telomerasa durante el
periodo vegetativo en el desarrollo de la hoja de A. tequilana, encontrando que la
actividad de la telomerasa se relaciona mas con las actividades celulares que involucra un
desarrollo correcto de o6rganos y tejidos. En este sentido, para la actividad de la
telomerasa se ha reportado con anterioridad que la telomerasa es dependiente de la
proliferacién celular, pero hasta el momento, en plantas, no se habia elucidado cual es el
papel de la telomerasa en los procesos de la proliferacién celular. Nosotros observamos
gue la actividad de la telomerasa incrementa cuando hay elongacion celular en células del
mesdfilo y haces vasculares, formacién de haces vasculares y diferenciacion celular. En
mamiferos, se ha demostrado que la pérdida de funcion de TERT ademas de modificar la
talla de las células, provoca cambios en la composicion tisular del tejido, asi mismo,
también se ha demostrado que la ausencia de telomerasa suprime la capacidad
proliferativa en células de la epidermis de ratén, lo que provoca un acortamiento
telomérico afectando el crecimiento del cabello. Estos estudios demuestran que la
longitud telomérica y la actividad de la telomerasa son necesarios para el correcto
desarrollo de los tejidos, pero también muestra que la actividad de la telomerasa esta
relacionada con las actividades proliferativas independientemente del mantenimiento
telomérico, esto se demostrado en hTERT donde se observa que regula
aproximadamente 300 genes, incluidos los genes implicados en la regulacién de la
proliferacion y diferenciacion celular (Majerskéd et al., 2011). Ademas, se ha descubierto
que la telomerasa puede promover el crecimiento descontrolado de las células
cancerosas, a través de la interaccion de las vias involucradas en la regulacion del ciclo
celular, por ejemplo, el factor pRB (Serrano et al., 1993). Ademas, en las células de
mamiferos, la sobreexpresion de TERT causa hiperplasia en el tejido cardiaco
(alargamiento en los tejidos), lo que sigue que hay una participacion de la telomerasa en
los procesos de alargamiento celular (Oh et al., 2001). En plantas, todavia no se tiene
muy claro cual es la participacion de la telomerasa en los procesos de proliferacion
celular, sin embargo, con este estudio se genera un antecedente durante el desarrollo de

la hoja de A. tequilana, que muestra que la actividad de la telomerasa puede estar
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relacionada con los procesos de proliferacion celular independientemente del

mantenimiento celular.

La caracterizacién de AteqTERT mostré que la sub-unidad es conservada entre el orden
Asparagales; como se ha reportado previamente por Sykorova et al 2003 (Fajkus et al.,
2008). En este estudio, se realizo la caracterizacion in silico de la sub — unidad TERT,
observamos que la secuencia de TERT presenta tres de loa cuatro dominios principales
denominados: NTE, TRBD, y RT con un tamafio de 1175 aminoacidos. El disefio de
anticuerpos y el aislamiento de la subunidad por medio de técnicas de biologia molecular
nos podrian dar informacién acerca de cémo se lleva acabo la regulacién de la actividad
de la enzima, pero también nos permite conocer cuales son las interacciones de TERT
con otras proteinas durante el desarrollo. Durante el analisis de la representatividad de
TERT en la biblioteca transciptomica de A. tequilana, observamos que en tejido de
meristemo la representatividad de TERT no se correlaciona con la actividad de la
telomerasa. En otros trabajos, en monocotiledéneas han mostrado que la actividad de la
telomerasa se encuentra regulada durante su desarrollo. Sin embargo, la expresion del
gen TERT en etapas de desarrollo estacionario, la expresién del gen, no se correlaciéna
con la actividad de telomerasa obtenida, sugiriendo que la amplia diversidad de variantes
del gen por splacing alternativo pueden estar participando en la regulacién positiva o
negativa del gen (Oguchi et al., 2004). Asi mismo, observaron altos niveles de expresion
del gen TERT en tejidos con alta division celular, por lo tanto tambien sugieren que el gen
puede estar participando en actividades celulares, independientemente del mantenimiento
telomerico. Asi mismo, Nicotiana tabacum (Oguchi et al., 2004;Heller-Uszynska et al.
2002), han determinado que existen tres copias del gen de TERT y la expresion de cada
copia del gen durante el desarrollo y modifica la actividad de la telomerasa (Jure¢kova et
al., 2017). Para A. tequilana, durante el aislamiento del Exon 9 y el Exon 10 hemos
observado que probablemente tenemos dos copias del gen que al igual que Nicotiana
tabacum pude que la expresion de estos puedan estar modificando la activiad tejido
especifica. Lo interesante de este trabajo es que nostros estamos observando que la
actividad de la telomerasa se relcibna con las actividades celulares, o que nos hace
pensar en como sera su regulacion genetica y sus interacciones con otros genes durante

su periodo de creciemiento que dan como resultado la actividad observada.
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Sin duda, la identificacion de TERT en el extracto nuclear y la determinacion de la
expresion cuantitativa por RT-PCR y tiempo real, nos ayudara a entender; cuanta
cantidad de proteina esta presente en el extracto, que porcentaje es activo y cuanto se
expresa, y como se regula la actividad de la telomerasa durante el desarrollo.
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CONCLUSION GENERAL

En conclusion, la actividad de la telomerasa en hojas de A.tequilana durante su desarrollo

tiene dos funciones importantes; 1.- contibuye al mantenimiento de la longitud telomerica,

para proporcionar estabilidad genomica durante el desarrollo y 2.- participa en las

actividades de la proliferacion celular, de esta manera se mantiene la division, elongacion

y diferenciacion celular activos y asi se lografr-el correcto crecimiento del tejido.

La expresion de TERT no se correlaciéna con la actividad obteida en tejidos de dos afios

probablemente por que este siendo regulada a nivel trascripcional o pos-traduccional de

forma tejido especifica.

PERSPECTIVAS

Indentificacibn de TERT en extractos nucleares y totales, para determinar

concentracion de proteina.
Expresion del gen TERT tejido especifica durante el desarrollo de A. tequilana

Determinar el numero de copias del gen y en caso de haber mas de una determiar

la expresion de sus variantes.

Aislamiento del gen completo de TERT para el estidio de cada una de sus
regiones, para la identificacion de sitos de unién a proteina e iniciar con el estudio
de la regulacion, rio arriba o rio abajo en la sefalizaciébn con otras proteinas
involucradas en el desarrollo, que nos permita identificar el papel de la telomerasa
en los procesos de proliferacion celular, en el ciclo celular, elongacion, division y

diferenciacién celular.

Estudio de las sefializaciénes moleculares que estan involucrados en el correcto

desarrollo y crecimiento de organos y tejido.

Analisis en cada una de las fases de desarrollo de A. tequilana, para enteder los

procesos que llevan a la senescencia en plantas.
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