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RESUMEN

El proceso de decaimiento del ARNm sin sentido (NMD, por sus siglas en inglés
Nonsense Mediated mMRNA Decay) es una via central de control de calidad que
detecta y degrada transcritos que contienen codones de terminaciéon prematuro
(PTC, por sus siglas en inglés Premature Termination Codon), evitando asi la
sintesis de proteinas aberrantes. En Mycosarcoma maydis (anteriormente Ustilago
maydis), aproximadamente el 40% de los genes contienen intrones y sufren eventos
de splicing alternativo, principalmente eventos de retencion de intrones, lo que
puede generar PTC y activar la via NMD. En este trabajo, realizamos un analisis
comparativo de 32 factores relacionados con NMD en 187 especies fungicas.
Nuestros resultados muestran que algunos componentes como MLN51, SMG1 y
SMG5 estan ausentes en varios hongos y podrian no ser esenciales para el
funcionamiento de la via. Ademas que ascomicetos y basidiomicetos exhibieron la
maquinaria NMD mas compleja con hasta 21 factores centrales y asociados. Estos
hallazgos indican que la composicion de NMD es diferencial entre los diferentes
grupos de hongos y que ciertos factores podrian ser reemplazados por proteinas
homodlogas o mecanismos alternativos. Experimentalmente, confirmamos la
presencia y sobreexpresion de los genes Upf1, Upf2, Upf3, Rnps1, Magoh y Hbs1
en M. maydis. También, logramos verificar que las construcciones Upf1 y Upf2
mantienen su integridad estructural para la correcta produccién de las proteinas
recombinantes. Asimismo, logramos sobreexpresar las proteinas recombinantes
RNPS1 y UPF1-CH en Escherichia coli SoluBL21 a diferentes concentraciones del
inductor. Las proteinas recombinantes generadas en este trabajo proporcionan una
base para futuros estudios en la interaccién de proteinas asociadas a la activacion
de la via NMD.
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ABSTRACT

Nonsense-mediated mMRNA decay (NMD) pathway is a central quality control
Mechanism that detects and degrades transcripts containing premature Termination
codons (PTCs), thereby preventing the synthesis of aberrant proteins. In
Mycosarcoma maydis (previously Ustilago maydis), approximately 40% of genes
contain introns and undergo alternative splicing events, primarily intron retention,
which can generate PTCs and activate the NMD pathway. In this study, we
performed a comparative analisis of 32 NMD related factors across 187 fungal
species. Our results show that some components, such as MLN51, SMG1 and
SMGS5, are absent in several fungi and may not be essential fow pathway function.
Additionally, ascomycetes and basidiomycetes exhibited the most complex NMD
machinery, comprising up to 21 core and associated factors. These findings indicate
that NMD composition varies among fungi and that certain factors may be replaced
by homologous proteins or alternative mechanisms. Experimentally, we confirmed
the presence and expression of the Upf1, Upf2, Upf3, Rnps1, Magoh and Hbs1
genes in M. maydis. We also verified that the Upf1 and Upf2 constructs maintain
their structural integrity, allowing proper production of the corresponding
recombinant proteins. Furthermore, we successfully overexpressed the recombinant
proteins RNPS1 and UPF1-CH in Escherichia coli SoluBL21 using different inducer
concentrations. The recombinant proteins generated in this work provide a
foundation for future studies on protein-protein interactions involved in NMD pathway

activation.
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1. INTRODUCCION

La expresion génica de organismos eucariotas es un proceso altamente regulado
por distintos mecanismos transcripcionales y traduccionales, que garantizan la
formacion de proteinas funcionales y estables, como lo es la via del decaimiento
del ARNm sin sentido (NMD, por sus siglas en inglés: Non sense Mechanism
Decay). NMD es un mecanismo de control de calidad de los ARNm, que reconoce
codones de terminacion prematuros (PTC’s, por sus siglas en inglés: Premature
Termination Codons) y los lleva a su degradacion, lo que previene la traduccion de
transcritos aberrantes. Existen factores centrales en frans que se encargan de
esto, como las proteinas UPF1, UPF2 y UPF3 (UPF, por sus siglas en inglés UP-
Frameshift). Otro tipo de factores asociados a NMD son RNPS1, U1-70K y
SRmM160, que participan en el splicing, sin embargo, se desconoce la relacion
entre estos dos mecanismos. Se ha visto que alrededor del 40% de los genes de
M. maydis se encuentran interrumpidos por intrones, de manera que sufre eventos
de splicing alternativo, que en su mayoria son la retencion de intrones, lo cual
podria llevar a la formacion de PTC y la activacion de la via NMD. El estudio de
los factores de NMD, asi como su asociacién con el splicing nos permitira
comprender su regulacion y funcion en la degradacion de transcritos aberrantes

bajo condiciones celulares normales y de inhibicion.

En este trabajo se realizd un analisis comparativo de la expresion de 32 factores,
involucrados en la activacion de la via NMD, en 187 hongos donde se observo
que factores como MLN51, SMG1 y SMG5 no estan presentes y podrian no ser
esenciales para la ruta. Ademas que los ascomicetos y basidiomicetos son los
grupos que poseen la maquinaria NMD mas compleja, pues se encontrd la
presencia de 21 factores implicados en Ila activacion de esta via.
Experimentalmente, se demostro la sobrexpresion de los genes Upf1, Upf2, Upf3,
Rnps1, Magohy Hbs1 por PCR en M. maydis. También, se realizé la construccion
y sobrexpresion de las proteinas recombinantes UPF1, UPF2, UPF3 y RNPS1.
Los resultados sugieren que no todos los factores de la via NMD estan presentes

en hongos, pues algunos pueden ser sustituidos por proteinas homologas o

20



Estudio de los factores de splicing y decaimiento del ARNm sin sentido (NMD) en
Mycosarcoma maydis

mecanismos alternos. Ademas de haber obtenido exitosamente las
recombinantes de UPF1, UPF2, UPF3 y RNPS1 que seran de gran ayuda para
estudiar sus interacciones en el futuro. De esta manera comprender mas a cerca
del mecanismo en el hongo y el humano para proponer terapias alternas contra

cancer y enfermedades genéticas.
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2. ANTECEDENTES GENERALES

2.1 Regulacion de la expresion genética

Las células contienen informacion genética necesaria para sintetizar nuevas
proteinas, las cuales son fundamentales para el correcto desarrollo y
funcionamiento del organismo. Este proceso se denomina expresion genética
(Salazar-Montes y cols., 2016). Todos los organismos poseen genes cuya expresion
debe ser regulada, ya que no todos se expresan simultaneamente ni en todas las
células. La regulacion de la expresion génica en eucariontes es un proceso que
implica una serie de pasos interconectados, que se da en varios niveles;
transcripcional, traduccional y postraduccional (Fatscher y cols., 2015; Karp y cols,
2019). Estos procesos abarcan, entre otros, el silenciamiento génico, la edicion y el
procesamiento por splicing, todos ellos fundamentales para garantizar una

expresion precisa y controlada de genes (Martinez-Montiel, 2016).
2.2 Splicing como regulador de la expresidon génica

Una vez que el ADN es transcrito a ARN mensajero (ARNm), este experimenta una
serie de modificaciones que confieren estabilidad y funcionalidad al transcrito, entre

ellas se encuentran: 1) la adicion de la cubierta en el extremo 5’, 2) la poliadenilacién

Transcripcion

Sintesis de
ARN

Transcrito de
ARNm

NAA

EoRE-o-E AN

—ARNm ] .
Figura 1. Modificaciones moleculares

en la maduraciéon del ARNm.
En el siguiente esquema se ilustran las

\%@O_ Ercielns modificaciones moleculares que sufre el

Ntcleo

pre-ARNm para dar lugar al ARNm
maduro, incluyendo la adicién de la
caperuza en el extremo 5, Ila
poliadenilacion y el splicing. Modificada
de Bartlett y cols., 2013

Citoplasma
Ribosoma

Traduccién
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del extremo 3’ y 3) el splicing (Figura 1) (Gutiérrez y cols., 2021; Martinez-Montiel
y cols., 2018).

El splicing es el corte y empalme preciso de secuencias no codificantes
(intrones) y secuencias codificantes (exones), respectivamente, proceso
indispensable para generar un ARNm maduro que posteriormente sera traducido a
proteina (Figura 2) (Sciarrillo y cols., 2020). A menudo, este mecanismo suele ser
tan preciso que no genera variabilidad proteica, aunque si regula los niveles de
ARNm en la célula. Por ello, la diversidad de proteinas se debe principalmente al

splicing alternativo (Ding y Elowitz, 2019).

Sitio activo
de
franseripzon K—-——-———ADN

l Transcripcion

AT AT pp—

l Splicing

T ARNm

Figura 2. Mecanismo general del splicing constitutivo

En la siguiente figura se esquematiza el mecanismo de splicing constitutivo, el cual comprende la
eliminacion de intrones y el empalme de los exones para generar un ARNm maduro. Modificada de
DIng y Elowitz, 2019.

El splicing alternativo (SA, por sus siglas en inglés: Splicing Alternative) es
un mecanismo co-transcripcional, que regula la expresion génica mediante la
eliminacién y ligacion diferencial de intrones y exones, permitiendo asi la produccién
de multiples transcritos y proteinas a partir de un mismo pre-ARNm (Baralle y
Baralle, 2021). Este proceso es realizado por el espliceosoma, un complejo proteico
dinamico conformado por ribonucleoproteinas nucleares pequefas (ShnRNP, por sus
siglas en inglés: Small Nuclear Ribonucleoproteins) U1, U2, U4, U5 y U6. Cabe

resaltar que este mecanismo es exclusivo de organismos eucariotas, de hecho, se
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estima que aproximadamente el 95% de los genes humanos experimentan al menos

un evento de SA (Kim y cols., 2018).

Aunque el SA depende tanto de factores reguladores en trans como de
secuencias reguladoras en cis, su precision puede verse comprometida por
mutaciones en estas regiones o por alteraciones en la expresién de los factores de
SA. Dichas perturbaciones pueden conducir a la generacion de isoformas
aberrantes, las cuales se han asociado a diversas patologias, incluyendo
enfermedades hepaticas, trastornos musculares y cancer (Baralle y Baralle, 2021;
Martinez-Montiel y cols., 2018; Sciarrillo y cols., 2020). Particularmente en cancer
de mama, se ha observado que la sobreexpresion de determinadas isoformas
derivadas del SA favorece procesos como la proliferacion celular, la invasion, la
transicion epitelio-mesénquima, la evasion de la apoptosis y la resistencia a

antineoplasicos (Gutiérrez y cols., 2021).

Recientemente, se han descrito mecanismos moleculares capaces de detectar
y eliminar transcritos aberrantes generados por SA, entre los cuales destaca la via
de decaimiento mediado por codones sin sentido (NMD, por sus siglas en inglés:
Nonsense Mediated mRNA Decay) (Staszewski y cols., 2023). Tradicionalmente, el
SA y el NMD son mecanismos que se han estudiado como independientes, sin
embargo, podria existir una interrelacion entre ambos. Por ejemplo, se ha
identificado la participacion de proteinas del complejo espliceosomal en la
activacion de NMD, como la snRNPS U1-70K. A pesar de ellos, aun no se ha
determinado con certeza si esta relacion ocurre de manera dependiente o

independiente (Martinez-Montiel y cols., 2016).
2.3 Decaimiento del ARNm sin sentido (NMD)

NMD es un mecanismo de control de calidad de los ARNm, que reconoce codones
de terminacion prematuros (PTC’s, por sus siglas en inglés: Premature Termination
Codons) y desencadena la degradacion del transcrito, evitando asi la sintesis de
proteinas truncadas (Embree y cols., 2022; Lejeune, 2022). Estos PTC’s se

localizan alrededor de 50-55 nucledtidos rio arriba del ultimo sitio de unién exon-
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exdén y se originan por mutaciones en el genoma, reordenamientos genomicos y
errores en el SA e iniciadores de traduccion alternativa (Figura 3) (Fatscher y cols.,
2015; Nogueira y cols., 2021). Ademas, NMD cumple con una funcién reguladora
en la expresion de los genes, pues modula los niveles de algunos transcritos
(Lejeune, 2022). En humanos, se estima que regula alrededor del 10% del
transcriptoma, lo cual se refleja en diferentes procesos celulares como: el desarrollo,
la proliferacién, la diferenciacion, el estrés celular y las respuestas inmunitarias
(Nagar y cols., 2023).

I Spiicing alternativo

Eliminacion de EJC
y Eliminacion de EJC
Reconocimiento de y
codén de terminacion Reconacimiento de PTC
rS;_I'FP PTC
mRNA Exon1 Exon 2 Exon 3 @- A
A

A

Figura 3. Senal de activacion de la via NMD.

En la figura se muestran dos escenarios posibles posteriores al procesamiento del transcrito: a) Durante la traduccion
normal, el ribosoma avanza a lo largo del ARNm retirando uno a uno lo complejos de union exén-exoén (EJC) depositados
durante el splicing, hasta reconocer el codén de parada. B) En contraste, la activacion de la via NMD ocurre cuando tras
el avance del ribosoma, persiste un EJC localizado rio abajo del codon de parada. Esta sefial es interpretada como un
codon de parada prematuro, lo que induce la detencion del ribosoma y el reclutamiento de los factores asociados a la via
NMD. Modificada de Martinez-Montiel, 2016.

2.4 Sustratos reconocidos por la via NMD

Para garantizar el correcto funcionamiento de la célula, la maquinaria de NMD
supervisa los transcritos que son exportados del nucleo al citoplasma durante la
primera ronda de traduccioén . Este proceso de vigilancia se basa, de manera clasica,
en el reconocimiento de PTC, lo que conduce al arresto del transcrito, paro de la
traduccién y a la posterior degradacion del ARNm aberrante (Barbarin-Bocahu y

cols., 2024; Das y Panigrahi, 2024; Lejeune, 2022). No obstante, se ha demostrado
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que la via NMD, también, puede activarse en respuesta a otros tipos de sustratos o

sefales moleculares, tales como (Figura 4):

a)

b)

d)

f)

PTC introducido por mutaciones y/o errores: E| ARNm presenta PTC
localizados 50-55 nucleétidos rio arriba de un EJC (Fatscher y cols., 2015).
3’ UTR largo: Los transcritos que presentan una region no traducida en el
extremo 3’ larga (3’ UTR, por sus siglas en inglés: Three prime UnTranslated
Region) tienen una mayor probabilidad de activar la via, debido a que la
proteina PABPC1 no logra interactuar con el complejo de terminacién de la
traduccion. Esta falta de interaccion favorece el reconocimiento del ARNm
como aberrante y su posterior degradacion (Nogueira y cols., 2021). Ademas,
se ha sugerido que las regiones mas largas pueden hacer distincion entre la
terminacién normal y prematura, lo que aumenta la probabilidad de
reconocimiento de UPF1 con el ribosoma (Yiy cols., 2022).
ARN no codificantes: Los ARN no codificantes largos (IncRNA, por sus
siglas en inglés: Long non-coding RNA) también forman parte de los
sustratos de la via NMD, ya que aproximadamente el 17% de estos son
detectados por este mecanismo (Behera y cols., 2024). A pesar de poseer
codones de terminacion canonicos (UAA, UAG, UGA), sus caracteristicas
estructurales los hacen susceptibles a la activacion de NMD (Barbarin-
Bocahu y cols., 2024).
Retenciéon de intrones con PTC: El ARNm presenta PTC localizados dentro
de intrones retenidos. La inclusion de estas secuencias suele estar asociada
a eventos de splicing alternativo, lo que da lugar a la generacion de ARNm
aberrantes susceptibles a la via NMD (Das y Panigrahi, 2024.
uORF en 5’UTR: EI ARNm contiene un marco de lectura rio arriba (UORF,
por sus siglas en inglés: Upstream Open Reading Frames) en la region no
traducida 5’ (5 UTR, por sus siglas en inglés: Five prime UnTranslated
Region) (Yiy cols., 2022).
Retencion de exones con PTC: Los PTC surgen a partir de la inclusion de
exones durante el splicing alternativo, lo que altera el marco de lectura abierto
(OREF, por sus siglas en inglés Open Reading Frame)(Das y Panigrahi, 2024).
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g) Selenoproteinas: La selenocisteina es un aminoacido codificado por el
triplete UAG. En ausencia de selenio o de los elementos necesarios para su
recodificacion, el UAG es reconocido como un PTC, lo cual favorece la

activacion de la via (Lejeune, 2022).

PTC introducid
a) PTC introducido por @u.l.l.u.l.u.m Exon1 EJc Exon2 esc | Exon3 (@Y Esc Exond J.J.J.

3'UTR

A

b) 7 UTR largo @J.I.I.I.I.I.I.I.I.LLL Exon1 Exon2 Exon3 | Exon4 J.J.J.J.LJ.LLLLLLLLLLLJ.J.J.

o Rt o coaicanes ()01 ((10)-0-0-0-0-80-0-0-0-0- 0B 0O O®)

d) Retencion de intrones con @LUMme.u
PTC

e) uORF e uORF STOP)LLLL Exon 2 Exon 3 J.lJ.J.J.J.
f) Retencién de exones con PTC @LLLLLLLL

g) Selenoproteinas @.I.I.I.LLLLU.J.J.J. Exon 1 Exon 2 Exon 3 @ Exon 4 J.J.J.J.J.

Figura 4. Principales sustratos reconocidos por la via NMD.

La via NMD puede activarse en respuesta a diversas sefiales moleculares, entre las que se incluye: a) PTC introducido
por mutaciones, b) 3’UTR largo, ¢) ARN no codificante, d) Retencion de intrones con PTC, e) uORF, f) Retencion de
exones con PTC y g) selenoproteinas. En todos los casos, el ARNm presenta una caperuza (circulo naranja) en el extremo
5'. Los rectangulos de colores representan regiones codificantes y/o exones, mientras que las lineas grises corresponden
a intrones. Los rectangulos rojos indican codones de terminacién (STOP) o codones de terminacion prematuro (PTC). En
el caso de las selenoproteinas, el codon “UAG” es reconocido como codoén de terminacion en ausencia de selenio, lo que
puede desencadenar la activacién de la via NMD. Modificada de Martinez-Montiel, 2016.

2.5 Factores involucrados en la activacion de la via de decaimiento del

ARNmMm sin sentido.

A pesar de los numerosos estudios realizados, el proceso de activacion de la via
NMD aun no se comprende por completo en los distintos organismos y continua
siendo objetivo de estudio. Sin embargo, se ha logrado esclarecer la participaciéon

de diferentes componentes proteicos. La activacion de NMD requiere el
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reclutamiento de diversos factores, lo cuales se clasifican en factores centrales y
factores asociados. A continuacion se describen cada uno de ellos (Barbarin-
Bocahu y cols., 2024; Behera y cols., 2024).

2.5.1 Factores centrales

Los factores centrales son elementos en frans que forman parte del nucleo de la
maquinaria de NMD. Hasta el momento se han descrito al menos tres de ellos:
UPF1, UPF2 y UPF3 (UPF, por sus siglas en inglés UP-Frameshift) (Das y
Panigrahi, 2024; Karousis y MUhlemann, 2019). Inicialmente, estos factores fueron
identificados en Saccharomyces cerevisiae y Caenorhabditis elegans, vy
posteriormente caracterizados en otras especies como Drosophila melanogaster,

Arabidopsis thaliana y mamiferos (Hug y cols., 2016).
2511 UPF1

UPF1 es el principal factor central de la via NMD y uno de los mas estudiados,
debido a su alta conservacion entre diferentes organismos. Esta proteina que tiene
un peso aproximado de 109 kDa, actua como una ARN-helicasa dependiente de
ATP. Posee un dominio rico en cisteina/histidina (dominio CH), seguido de dos
dominios RecA (RecA1 y RecA2), un dominio con actividad helicasa 5- 3’, un
dominio ATPasa dependiente de ARN y una region rica en repeticiones
serina/glutamina (SQ) en el carboxilo terminal (C-terminal) (Figura 5) (Behera y
cols., 2024; Karousis y Muhlemann, 2019; Staszewski y cols., 2023). Estos residuos
de serina/glutamina son susceptibles a ciclos de fosforilacion y desfosforilacion, los
cuales son esenciales para la activacion y regulacion de la proteina. El proceso de
fosforilacion es llevado a cabo por el complejo SMG1-8-9, quien activa a SMG1 y
promueve la modificacion de UPF1 tanto en su region amino terminal (N-terminal)
como en el dominio SQ. Una vez fosforilada, UPF1 favorece el reclutamiento de la
endonucleasa SMG6, asi como la asociacion del complejo SMG5-SMG7 al sitio SQ
fosforilado (Das y Panigrahi, 2024; Fritz y cols., 2022). Se ha observado que la
fosforilacion de UPF1 no solo es indispensable para su activacion y regulacion, sino

que también desempeia un papel clave en el reciclaje de los ribosomas y en el
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reclutamiento de los complejos de NMD necesarios para llevar a cabo la
degradacion del ARN (Behera y cols., 2024).

Por otra parte, el dominio CH juega un papel importante en UPF1, ya que funciona
como una region adaptadora que permite la interaccion con UPF2. Ademas que
junto con el dominio helicasa conforma un canal alargado que estabiliza la union al
ARN (Behera y cols., 2024; Das y Panigrahi, 2024; Martinez-Montiel y cols., 2016).
En levaduras, la interaccién entre el dominio CH de UPF1 y el dominio de UPF2
genera una estructura similar a una horquilla, lo que desplaza el dominio RecA2 y
reduce ligeramente la afinidad por el ARN, promoviendo asi el desenrollamiento del
ARN a través de la actividad helicasa de UPF1 (Figura 5) (Das y Panigrahi, 2024).

2.5.1.2 UPF2

UPF2 es un factor de aproximadamente 140 kDa que presenta tres dominios MIF4G
(Clerici y cols., 2013). Se considera una proteina de andamiaje, pues permite la
interaccion entre UPF1 y UPF3 a través de dichos dominios. El tercer dominio
(MIF4G-3) interactua con el complejo SMG1-8-9 y UPF3b, lo que estimula la
actividad cinasa de SMG1 y, en consecuencia, activa la via NMD (Behera y cols.,
2024; Das y Panigrahi, 2024). Ademas, esta interaccion contribuye a potenciar la
actividad helicasa de UPF1, promoviendo el desensamble de proteinas accesorias
situadas rio abajo del PTC, dejando asi el ARNm expuesto para su degradacion por
diferentes ARNasas (Carrard y Lejeune, 2023). Por su parte, UPF1 interactua con
UPF2 mediante su extremo C-terminal (Figura 5) (Clerici y cols., 2013; Das y
Panigrahi, 2024).

2.5.1.3 UPF3

UPF3 es la proteina menor descrita. En humanos, se han identificado los complejos
UPF3A y UPF3B, los cuales desempefan funciones diferenciadas dentro de la via
NMD (Behera y cols., 2024). UPF3B presenta un motivo de reconocimiento a ARN
(RRM, por sus siglas en inglés RNA Recognition Motif), con baja afinidad por ARNm,

debido a la ausencia de residuos aromaticos en el dominio. Sin embargo, se ha
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propuesto que la presencia de residuos con carga positiva podria conferirle mayor
estabilidad en su interaccion con el ARN. Aun asi, UPF3B es fundamental para la
interaccion con UPF1, eRF3, ARN y ribosomas (Das y Panigrahi, 2024). UPF3B es
el responsable de la mayor actividad de UPF3 gracias a su gran capacidad de
interaccion con los componentes del complejo exén-exon (EJC, por sus siglas en
ingles Exon Junction Complex). Mientras que se cree que UPF3A podria ejercer un
efecto represor sobre la via NMD, debido a su baja afinidad por el EJC y poca
participacién en la via. En eucariontes inferiores, la ausencia de UPF3 altera de
manera significativa la via NMD, lo que resalta su importancia en la activacion de

este mecanismos (Figura 5) (Yiy cols., 2022).

SMG-6 E,‘;E’c?sig SMG-5 / SMG-7
1 1123 213 295 914 924 \
T28 51096
UPF2
(123-2132.2) Sitio de fosforilacion por
eRF3 sMe1
(123-213 a.a.)
1 121 429 457 757 768
b) UPF2 MIF4G-1 I MIF4G-2 MIF4G-3 1272
c) UPF3 RRM

Figura 5. Estructuras y sitios de interaccion entre los factores centrales de la via NMD en eucariontes inferiores.
En la siguiente figura se muestra la organizacion estructural y los dominios de las proteinas centrales involucradas en la
activacion de la via NMD. Los numeros indican la posicion de los aminoacidos y el tamafio de la proteina. Las lineas sefialan
los sitios de interaccion entre los distintos factores mientras que las flechas negras indican regiones especificas de union
con otras proteinas. a) UPF1 se caracteriza por presentar un dominio CH (cuadro rosa), dos dominios RecA (RecA1 y
RecA2) que en conjunto conforman el dominio helicasa (cuadro morado), asi como un motivo SQ (cuadro verde). El motivo
SQ es el sitio de union de SMG1, cuya interaccion permite el reclutamiento del complejo SMG5-SMG7 para la fosforilacion
de UPF1. Por su parte, SMG6 interactua con la regién N-terminal. EI dominio CH, que abarca los aminoacidos 123 a 213,
funciona como el sitio de interaccién con UPF2. ¢) UPF2 presenta tres dominios MIF4G, siendo el tercero el mas importante
por ser el sitio de unién de UPF3. C) UPF3 posee un motivo de unidon a ARN (RRM) que permite la interaccion con UPF2 y
el ARNm, contribuyendo asi a la estabilizacion del complejo. Modificada de Clereci y cols., 2013.
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2.5.1.4 Proteinas homdlogas a los factores centrales en otros

organismos

En otros organismos eucariotas, la accibn de NMD depende de proteinas
homologas como las SMG’s. En C. elegans, SMG2, SMG3 y SMG4 cumplen la
actividad de la UPF’s (Hug y cols., 2016). En este caso, SMG2 es el homdlogo de
UPF1 que actua como una helicasa de ARN dependiente de ATP, por lo que
requiere ser fosforilada por SMG1, SMG3 y SMG4. Mientras tanto SMG5, SMG6 y
SMG7 desfosforilan a SMG2 (Longman y cols., 2007; Muir y cols., 2018).

2.5.2 Factores asociados a la via NMD

La maquinaria NMD no solo depende de los factores centrales para su activacion,
sino también de proteinas accesorias que rodean y estabilizan el ARNm. Muchas
de estas proteinas adquieren dualidad funcional, pues participan en otros procesos
celulares, entre ellos, se incluyen proteinas que participan en la adicion de la CAP,
cinasas, fosfatasas, componentes del complejo EJC, proteinas que intervienen en
la disociacion del ribosoma y subunidades pertenecientes a la fosfatasa 2A (PP2A,

por sus siglas en inglés Protein Phosphatase 2A) (Martinez-Montiel, 2016).

25.21 Factores asociados al complejo CAP y NMD

Los factores asociados al complejo CAP son proteinas que forman parte del
complejo de proteinas asociadas a NMD. Estas dirigen al transcrito a su
degradacion y a su vez participan en el agregado de la cubierta en el extremo &’, de

manera que se esperaria que todos los organismo presenten estas proteinas

CBP20 se une directamente al ARN como adaptador para otros factores
mientras que CBP80 reconoce y estabiliza a CBP20. En la via NMD, CBP80
interactua directamente con el factor de exportacién de ARNm Aly/Ref para activar
la via (Gebhardt y cols., 2015).
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25.2.2 Fosfatasas y cinasas

Upf1 es uno de los factores centrales de la via NMD que requiere ser fosforilado
para su activacién e iniciar el reclutamiento del resto del complejo proteico (Arias-
Palomo y cols., 2011). Las cinasas involucradas en su fosforilacion son los
complejos SMG5/SMG7 y SMG1/SMG8/SMG9. En la etapa inicial de la
fosforilacién, SMG1 reconoce y se une al motivo SQ de UPF1, lo que incentiva el
reclutamiento del complejo SMG8/SMG?9 vy la fosforilacién de UPF1 en dicho sitio.
También, se ha observado que UPF1 puede sufrir hiperfosforilacion a través de la
union con SMG5-6 y 7. En este caso SMG6 escinde el ARNm cerca del PTC
mientras que SMG7 contiene al dominio C-terminal rico en prolina. En conjunto, el
reclutamiento de SMG5/6/7 son indispensables para la degradacion del transcrito
(Behera y cols., 2024; Fatscher y cols., 2015).

Estas proteinas, también, participan en la desfosforilacién de UPF1 a través de
su interaccion con la PP2A. La PP2A interactta con el complejo
SMG5/SMG6/SMG7 mediante el dominio PilT C de SMGS5, por lo que estas tres

proteinas median la desfosforilacion de UPF1 (Fatscher y cols., 2015).
2.5.2.3 Componentes del nucleo del EJC

El EJC, también, juega un papel importante en la activacion de la via NMD. Este es
un complejo que se deposita en los limites exon-exén durante el splicing. Esta
conformado por un nucleo proteico central y un conjunto de proteinas periféricas
gue se ensamblan de manera transitoria (Gerbracht y cols., 2020). El centro del EJC
estd formado por las proteinas EIF4A3, MAGOH, Y14 y MLN51, que participan
durante el splicing, la exportacion de ARNm, la desintegracién del ARNm por NMD

y el inicio de la traduccion (Figura 6) (Singh y cols., 2013).

MLN51 es una proteina citoplasmatica, que posee un dominio RRM y una sefial
de exportacién nuclear (NES, por sus siglas en inglés Nuclear Export Signal). Esta
senal le permite transportarse del nucleo hacia el citoplasma, particularmente, esta

region facilita su reclutamiento a los granulos de estrés citoplasmaticos. Ademas,
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se ha observado su presencia dentro de los cuerpos de procesamiento (cuerpos P/
P bodies), y se ha reportado que su sobreexpresion promueve el desmontaje de

estos cuerpos (Cougot y cols., 2014).

MAGOH es una proteina con varias funciones, pues se ha observado que no
solo participa en la via NMD y formacion del complejo EJC, sino que también
participa en la exportacion del ARNm y la traduccién. Ademas MAGOH junto con
Y14 forma un heterodimero, que se une a EIF4A3 para evitar la disociacion con el
ARNm y facilitar el reclutamiento de factores de exportacion de ARNm como TAP,
Aly/REF y UAP56 (Mitra y cols., 2022).

EIF4AA3 es una helicasa dependiente de ATP que puede adoptar dos
conformaciones estructurales: abierta y cerrada. La conformacion abierta se
presenta cuando EIF4A3 interactia con CW22, lo cual reduce de manera
significativa su afinidad por el ARNm y el ATP. En contraste, la conformacion
cerrada favorece la unién estable al ARN y la asociacion con los componentes
MAGOH, Y14 y MLN51, promoviendo asi el ensamblaje, la maduracion y la
estabilidad del complejo EJC (Fatscher y cols., 2015; Ryu y cols., 2019).

25.2.4 Componentes periféricos del EJC

Ademas de las proteinas que participan en el reconocimiento del complejo EJC, se
han descrito otras proteinas, que rodean al EJC y se unen de manera transitoria,

las cuales se describen en el siguiente apartado.

RNPS1 es un elemento del grupo de proteinas ricas en serina/arginina (SR),
que se une directamente al ARNm a través de su RRM. Su principal funcion es
regular y facilitar el splicing, ademas que participa en la formacién del EJC mediante
su asociacion directa con el nucleo del complejo (Figura 6). La presencia de RNPS1
en transcritos susceptibles a NMD se ha asociado con una degradacion mas
eficiente, favoreciendo asi la eliminacién de ARNm andémalos (Deja y Singh, 2022;

Schlautmann y cols., 2022).
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Se ha observado que TAP/P15 es un complejo que tiene contacto con el poro
nuclear y facilita la exportacion de los transcritos del nucleo hacia el citoplasma.
Ademas, que se une a SAP18 para formar la capa externa de EJC (Figura 6)
(Stubbs y Conrad, 2014).

Por su parte, SAP18 es una proteina de 18 kDa que participa en el splicing y
en la regulacioén transcripcional. En la modulacion de la expresion génica, SAP18
es un correpresor del complejo Sin3- histona desacetilasa. También, puede
interactuar con RNPS1 y ACINUS, lo que facilita su incorporacion al complejo
relacionado con apoptosis y splicing (ASAP), reforzando su actividad de regulacién
transcripcional y procesamiento del ARN. En NMD, interactua con el EJC a través
de la unién con el complejo TAP/P15 (Deka y Singh, 2017; Larran y cols., 2024).

ACIN1 es una proteina nuclear que participa en la condensacion apoptoética
de la cromatina, proceso inducido por la activacion de la caspasa-3 que no induce
la fragmentacién del ADN, lo que distingue su funcion de otros mecanismos
apoptoticos. Ademas que contribuye en la modulacion de la expresion génica vy el
splicing a través de su unién al complejo ASAP, conformado por ACIN1, SAP18 y
RNPS1. Asimismo, esta proteina interviene indirectamente en la activacién de la via
NMD al asociarse con el complejo EJC junto con RNPS1, SAP18, TAP, P15,
MAGOH, Y14 y MLN51 (Figura 6) (Deka y Singh, 2017; Larran y cols., 2024).

Pinin es un coactivador del splicing que interactua directamente con SAP18
y RNPS1, los cuales tienen mayor afinidad que ACINUS (Figura 6). Recientemente,
se ha propuesto que la asociacion de ACINUS y Pinin con el EJC podria regular la
transcripcion y el splicing mientras que el reclutamiento podria depender del
empalme de un subconjunto especifico de transcritos. Bajo este contexto, la
incorporacion de los complejos ASAP al EJC durante el splicing podrian ser

mutuamente excluyente (Deka y Singh, 2017).

Dom34 y Hbs1 son proteinas que en conjunto facilitan la disociacién de las
subunidades ribosomales en el ARNm. El proceso inicia con la union del complejo

Dom34-Hbs1 al sitio A del ribosoma, seguido de la hidrolisis de Guanosin Trifosfato
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(GTP, por sus siglas en inglés Guanosine Triphosphate), la disociacion de Hbs1 y
la colocacion de Dom34 en el ribosoma. En la via general de supervivencia del
ARNmMm, la liberacién de ribosomas se da en aquellos que estan anclados en el
extremo 3’ de los ARNm que carecen de codones de terminacion. También,
interviene en la disociacion de las pre subunidades como un mecanismo de control

de calidad durante la maduracion de los ribosomas

SAP18
@r PININ

-

-
- -
- -

("7} Nucleo del EJC

~

— Interacciones
importantes para NMD

=zzZ: Posibles interacciones

Figura 6. Maquinaria involucrada en la activacién de la via NMD.

En la siguiente imagen se esquematiza las proteinas que conforman el EJC y la via NMD. Las proteinas EIF4A3, MAGOH, Y14
conforman el centro del complejo exén-exdn (EJC). Asimismo, estas interactuan con otros factores asociados al mismo complejo.
Modificada de Martinez-Montiel, 2016.

2.6 Mecanismo de activacion de la via de decaimiento del ARNm sin

sentido en levaduras

La activacion de la via NMD constituye un mecanismo fundamental que implica la
participacion coordinada de diversos factores, cuya composicion puede variar entre
organismos. Los primeros modelos de activacion de esta via fueron descritos en la
levadura S. cerevisiae. De manera general, la activacion de NMD ocurre en los
polisomas donde las proteinas UPF se asocian con los ribosomas y se desencadena

la degradacion del ARNm.
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El proceso inicia con el reconocimiento de una distancia anémala entre el
coddn de terminacion y la proteina de union a la cola poli(A)(Pab1), seial conocida
como 3’ UTR largo, lo que propicia la detencién de la traduccion y el reclutamiento
de los factores de liberacion eRF1 y eRF3, asi como de las proteinas UPF1, UPF2
y UPF3 (Lu y cols., 2025; Meaux y cols., 2008). En este caso, UPF1 se asocia con
eRF3, UPF2 y UPF3 mientras que estas dos ultimas compite con eRF1 por la union
a eRF3 (Embree y cols., 2022). Una vez activado el complejo NMD, el ARNm puede

ser degradado de dos maneras:

1. Remocién del cap y Degradacion en sentido 5’ - 3’: Inicia con la
remocion de la CAP mediante el complejo proteico Dcp1 y Dcp2 (ortdlogos de
CBP20 y CBP80 en mamiferos) para posteriormente sea degradado por la actividad
de la exonucleasa citoplasmatica Xrn1 en sentido 5’ > 3’ (Figura 7) He y Jacobson,
2022; Lu y Krebber, 2021).

2. Deadenilacion y Degradacion en sentido 3’ = 5’: La deadenilacion es

efectuada por el complejo CCR4-NOT seguido de la degradacién en sentido

mRNA

Reclutamiento de
factores NMD

mRNA

1.Remocidn de la 2. Deadenilacién
caperuza y degradacién

degradacién por la Fz’f :?complejo
enzima XRN1 Ski- exosoma

CCR4
‘ OO0
G

Figura 7. Mecanismo NMD en levaduras.

El mecanismo de activacion de la via NMD en levaduras depende del reconocimiento de una distancia anormal entre el codén
de terminacion y la proteina PABPC1. Esta sefal favorece el reclutamiento de los factores de liberacion; eRF1y eRF3. eRF1
compite con UPF2 y UPF3 por el sitio de interaccion de eRF3, lo que desencadena la degradacion por dos vias principales;
1) la remocion de la caperuza en el extremo 5, seguida de la degradacion por XRN1 y 2) la deadenilacion del extremo 3’,
seguida de la degradacion dependiente del complejo Ski-exosoma. Modificada de Burgos-Gamez, 2014.
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direccion 3’ = 5’ por el complejo Ski- exosoma citoplasmatico (Figura 7) (lermak y
cols., 2025; Lu y Krebber, 2021).

2.7 Mecanismo de activacion de la via de decaimiento del ARNm sin

sentido en mamiferos

NMD es una via de vigilancia y regulacion postranscripcional que se activa durante
la primera ronda de la traduccién (Celik y cols., 2017). Al igual que en las levaduras,
este proceso ocurre en los polisomas. En mamiferos, la via NMD presenta una
mayor complejidad y regulacion, ya que a diferencia de lo observado en las
levaduras, depende de la presencia del EJC. Ademas, su activacién se basa
principalmente en el reconocimiento de PTC, requiere la participacién de
componentes proteicos adicionales y esta regulada por ciclos de fosforilacion y
desfosforilacion mediado por cinasas y fosfatasas, como las SMG (Embree y cols.,
2022; Nagar y cols., 2023).

El ARNm recién sintetizado es modificado por el complejo CBP80 y CBP20
quienes agregan la cubierta (5° m” GpppN) en el extremo 5’, el complejo PABPN1 y
PABPC1 se unen a la cola poli(A) para brindarle estabilidad al ARN. Asimismo, el
ARNm experimenta eventos de splicing alternativo, que incluye el corte de intrones
y empalme de exones. Como resultado de esto, se depositan complejos EJC,
conformados por elF4A3, MAGOH, Y14 y MLNS51, en las uniones exon-exon,
localizados aproximadamente 20-24 nucledtidos rio arriba del sitio de splicing, los
cuales seran retirados poco a poco por el ribosoma durante la traduccién (Behera y
cols., 2024; Carrard y Lejeune, 2023). En caso de que el ribosoma detecte un EJC
situado rio abajo del codon de terminacidn, este es reconocido como un PTC, lo que

promueve su detencion y la activacion de la via NMD (Behera y cols., 2024).

Una vez que el ribosoma se detiene en el PTC, se inicia el reclutamiento y la
asociacion de UPF1 con el factor de liberacion eRF1 y con el dominio GTPasa de
eRF3 (Embree y cols., 2022). Posteriormente, se forma el complejo de vigilancia S
U R F (SMG1- UPF1- eRF1- eRF3). A este complejo se unen UPF2 y UPF3B, lo

cual facilita la formaciéon del complejo inductor de desintegracion (DECID, por sus
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siglas en inglés Decay- Inducing Complex). Esta asociacion promueve la
hiperfosforilacion de UPF1 vy el reclutamiento de SMG5, SMG6, SMG7 y la PP2A
(Hug y cols., 2016). En conjunto, estos eventos incentivan la eliminacion de las
estructuras protectoras del ARNmM mediante procesos de decapping y
deadenilacion, efectuados por las proteinas DCP2 y el complejo CCR4-NOT,
respectivamente (Behera y cols., 2024; Das y Panigrahi, 2024). Finalmente, el
ARNmM queda expuesto para su posterior degradacion, el cual es realizado por la
exonucleasa XRN1 en direccion 5 23’ y/o el exosoma en sentido 3’ > 5’ (Figura
8) (Nagar y cols., 2023).

DECID

5'cap o TN [ oeo

PABPC1

v S EEED
>

@ DcR1 ¢ A
Dep2

Figura 8. Mecanismo NMD en mamiferos.

La imagen ilustra el mecanismo de activacion de la via NMD en la mayoria de los mamiferos. Durante la primeras
ronda de la traduccion, el ribosoma retira progresivamente las uniones exén-exén (EJC). Cuando el ribosoma
detecta la presencia de un EJC rio abajo de un codén de terminacién, este es reconocido como un PTC, lo que
provoca el arresto del ribosoma en dicho sitio y promueve el reclutamiento de UPF 1. Posteriormente, UPF1 se une
al complejo EJC e induce el ensamblaje del complejo SURF (SMG1, SMG8, SMG9, eRF1 y eRF3). La
incorporacion de UPF2 y UPF3B conduce a la formacién del complejo DECID, lo que induce la hiperfosforilacién
de UPF1 y el reclutamiento de SMG5,SMG?7 vy la fosfatasa PP2A. Finalmente, se produce la disociacién de las
subunidades ribosomales y se inicia la degradacion del ARNm aberrante. La degradacion del transcrito puede
efectuarse mediante la deadenilacion dependiente del complejo CCR4-NOT, seguida de la degradacién por el
complejo SKI-exosoma en sentido 3° > &', o bien a través del decapping mediado por el complejo DCP1-DCP2 y
la posterior degradacioén en sentido 5’ > 3’ por XRN1.
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2.8 Enfermedades humanas relacionadas a la alteracion en la via de

decaimiento del ARNm sin sentido

El principal objetivo de la via NMD es prevenir la sintesis de proteinas truncas, que
en su mayoria no son funcionales y en algunos casos pueden adquirir una funcién
perjudicial para la célula. Sin embargo, la NMD puede verse afectada a través de
modificaciones en el genoma, alteraciones en los transcritos y la desregulacion de
sus factores, lo que contribuye al desarrollo de enfermedades (Behera y cols.,
2024).

En cancer, las células oncogénicas pueden modular de manera diferencial la
activacion o inhibicidon de la via, utilizandola como un mecanismo que favorece la
progresion tumoral y el crecimiento celular descontrolado. Experimentos basados
en el analisis de inestabilidad de microsatélites, han evidenciado niveles elevados
de transcritos que contienen PTC en cancer colorrectal, lo que sugiere una

alteracion en la via (Nagar y cols., 2023).

La sobreexpresion de algunos factores asociados a NMD contribuye a la
oncogenesis. Por ejemplo UPF3A, una subunidad que actua como inhibidor de la
NMD a través del secuestro de UPF2. En este contexto, la sobreexpresion de
UPF3A se ha asociado con el incremento de la agresividad tumoral en cancer de
mama triple negativo y en tumores positivos al receptor HER2 (Nogueira y cols.,
2021).

En algunos trastornos genéticos, la traduccion de péptidos aberrantes puede
dar lugar a fenotipos leves debido a la producciéon de proteinas parcialmente
funcionales. Sin embargo, la activacion de la via NMD puede agravar la enfermedad
al promover la eliminacion de ARNm funcionales y reduciendo aun mas los niveles
proteicos disponibles. En la Distrofia Muscular de Duchenne (DMD, por sus siglas
en inglés Duchenne Muscular Dystrophy), el gen de la distrofina presenta una
mutacién en el extremo 3’, lo que promueve una proteina aberrante y da lugar a una

enfermedad mas leve (Behera y cols., 2024).
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2.9 Mycosarcoma maydis como modelo de estudio

Los procesos moleculares y celulares de animales han sido ampliamente descritos
y adaptados a partir de diferentes modelos fungicos simples como S. cerevisiae y
M. maydis (Steinberg y Pérez-Martin, 2008). Durante afos, S. cerevisiae ha sido
uno de los modelos experimentales mas sobresalientes, debido a que la mayoria de
sus genes estan asociados a funciones celulares esenciales. No obstante, este
organismo cuenta con limitaciones importantes, ya que carece de ciertos procesos
celulares caracteristicos de las células animales, como la desintegracion de la
envoltura nuclear durante la mitosis y el transporte intracelular de larga distancia a
lo largo del citoesqueleto, por lo que se ha propuesto la busqueda de nuevos
modelos fungicos que permitan estudiar estos procesos con mayor fidelidad; un

claro ejemplo de ello es el hongo M. maydis (MUnsterkotter y Steinberg, 2007).

Estudios previos basados en analisis comparativo de proteomas, han
descrito que existe una gran homologia proteica entre M. maydis y Homo sapiens,

pues comparten por lo menos 777 proteinas, las cuales estan implicadas en

diferentes procesos celulares como la B-oxidacién de acidos grasos, la sefializaciéon
por proteinas G y el splicing por mencionar algunos (Tabla 1). Cabe resaltar que
muchas de estas proteinas no estan presentes en la levadura S. cerevisiae, lo cual
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Clasificacion funcional de las proteinas de M. maydis y humano
Funcién Numero de proteinas
Splicing del ARNm 38
Modificacion y degradacion de proteinas 29
Sefializacién mediada por proteinas G 17
Tabla 1.
Degradacién de aminoacidos 14 Clasificacié
asificacion
funcional de las
B-oxidacion de acidos grasos 10 proteinas de M.
maydis y
Funcién desconocida 222 humano
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refuerza la relevancia de M. maydis como un modelo fungico idéneo para el estudio
de mecanismos celulares con gran similitud en humanos (Figura 9) (MUnsterkotter
y Steinberg, 2007).

Mycosarcoma
maydis
Homo 6 925
sapiens
22762

Figura 9. Comparacion del
proteoma de S. cerevisiae,
M. maydis y H. sapiens.

El proteoma de M. maydis
comparte mayor homologia

SaCChan_)”_'yces con el humano, que S.
cerevisiae cerevisiae, pues comparten
6 093 alrededor de 777 proteinas.

M. maydis es un hongo dimorfico que ocasiona la enfermedad del carbono en el
maiz o lo que comunmente conocemos como “huitlacoche” en México (Figura 10)
(Agrios, 2005). Este basidiomiceto puede optar dos formas morfoldgicas: levadura
y micelio. La fase micelial es el estado patdégeno, capaz de invadir los tejidos del
maiz a través de la fusion de dos células haploides compatibles, lo que da lugar a
un dicarién infeccioso. Mientras que la forma de levadura es haploide, saprofita y no
patdgena. Esta crece en condiciones de pH cercanos a 7 y a una temperatura de
37°C (Pérez-Rodriguez y cols., 2023). La capacidad de M. maydis para crecer en
fase de levadura representa una ventaja en el laboratorio, debido a su facil
manipulacién y rapido crecimiento. Ademas, se ha reportado que aproximadamente
el 40% de sus genes contienen intrones y estan sujetos a eventos de SA,
principalmente eventos de tipo de retencion de intrones, lo que puede conducir a la
formacion de PTC, favoreciendo asi la activacion de la via NMD (Martinez-Montiel,
2016).
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Figura 10. Enfermedad del carbono en el
maiz.

En la imagen, se muestra una mazorca
infectada por Mycosarcoma mayadis, generando
tumores y la enfermedad del carbono en el maiz
o lo que comunmente se conoce como
“huitlacoche” en México.

{

3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Con el paso del tiempo se han realizado diferentes estudios para la identificacién de
los factores involucrados en el proceso de NMD. En este caso, abordaremos

aquellos que han sido descritos en M. maydis.

En 2016, Martinez-Montiel y cols utilizaron diferentes herramientas
bioinformaticas para el analisis de la estructura primaria del factor homélogo putativo
UPF1 en M. maydis (umUPF1), donde identificaron dominios estructurales y
funcionales similares, que se han reportado para otras especies. Dentro de los
dominios encontrados, resaltan un dominio CH rico en cisteinas e histidinas, dos
dominios RecA; RecA1y RecA2, y regiones reguladoras que incluyen el dominio 1B
y 1C. Al realizar una comparacion con el factor homélogo Upf1 en H. sapiens
(hUPF1), observaron que presentan dominios similares donde la posicion relativa
de los diferentes dominios se encuentra altamente conservada. Del mismo modo,
observaron que ambas proteinas tienen una longitud comparable, ya que umUpf1
cuenta con 1088 aminoacidos, mientras que hUpf1 posee 1129 aminoacidos
(Figura 11) (Martinez-Montiel y cols., 2016).

umUPF1 T CH = IB = RecAl @ICH | RecA2 T —
1aa 1088 aa

hUPFi = cH W= B = RecA1 (IC | RecA2
1aa 1129 aa

Figura 11. Comparacioén estructural en UPF1 de Mycosarcoma maydis y Homo sapiens

Representacion esquematica de los dominios presentes en UPF1 de M. maydis (umUPF1) y de H. sapiens (hUPF1). El
dominio CH (verde) es responsable de la interaccion con UPF2, eRF1 y eRF3. La region helicasa incluye dos dominios
RecA (amarillo). Otras regiones reguladoras incluyen el dominio 1B (naranja) y el dominio 1C (rojo). Se indica el
aminoacido correspondiente al inicio y al final de cada péptido (Martinez-Montiel, 2016).
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También, realizaron alineamientos de ambas secuencias aminoacidicas

encontrando que los aminoacidos situados dentro de los dominios RecA y dominio

CH son los mas conservados, pues presentan un 75% de homologia mientras que

los dominios 1B y 1C mostraron 50% y 58% de identidad, respectivamente. Ademas

identificaron la presencia de motivos en umUpfl como: el motivo rico en

glicina/serina (QS), el asa 349-355 y los motivos helicasa I-VI, los cuales se

localizan dentro de los dominios RecA (Figura 12) (Martinez-Montiel y cols., 2016).
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Figura 12: Comparacioén de secuencias aminoacidicas de hUpf1 y umUpf1.

En el siguiente esquema se muestra los alineamientos de las secuencias aminoacidicas completas de hUpf1 y umUPF1. Dentro
de la secuencia se esquematiza con colores la localizacion de los diferentes dominios como: dominio CH (verde), dominio
regulador 1C (naranja), dominio regulador 1B (rojo) y dominios RecA (amarillo). A su vez, en recuadros grises se localizan los
seis motivos helicasa y en el recuadro azul el motivo QS. Modificada de Martinez-Montiel y cols., 2016.
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Utilizando bases de datos como STRING, analizaron y compararon la
capacidad de interaccion de umUPF1 y hUPF1 con otras factores asociados a NMD
donde seleccionaron diez interacciones predichas basadas en caracteristicas
especificas como asociaciones fisicas y funcionales. En esta simulacion,
identificaron la interaccién de hUPF1 con UPF2, UPF3A, UPF3B SMG1, EIF4A3,
SMG7, SMG5, eRF1, eRF3 y DCP2. En cambio umUPF1 podria estar interactuando
con UPF2, eRF3, UPF3, eRF1, DCP2, mTOR, CBP80, RUBV, Y14 e EIF4A3
(Figura 13) (Martinez-Montiel y cols., 2016).

B
DCP2
eRF3
‘g WVia

hUPE1 r’ \CBPBO umUPF1
Protein  Scor _UPF2 Protein Score
UPF: 0 909: UPF2 0.999
¥ ' eRF3 0.997
UPF3A  0.999 S il 0.097
- g;FGaF g'ggg @ eRF1 0.993
; DCP2 0.990
©EIF4A3 0999 ave goore 0990
3382 g'ggg CBP80  0.963
®eRF1  0.999 ®RUBV  0.941
©eRF3  0.999 @ Y14 0.923
» DCP2 0.999 EIF4A3 0.872

Figura 13. Interacciéon de UPF1 con diferentes proteinas.

a)Interacciones proteicas conocidas para hUPF1 ilustradas empleando STRING. B) Interacciones predichas para umUPF1. En ambas
representaciones, las lineas azules se emplean para unir a las dos proteinas involucradas en la interaccion. Si la linea es soélida indica
que la interaccion es confiable. El puntaje determinado empleando STRING se muestra para cada interaccion (Martinez-Montiel y
cols., 2016).

En el laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana se han realizado diversos
trabajos orientados en la identificacién de los factores homdlogos putativos de
UPF1, UPF2, UPF3 y RNPS1 en M. maydis. Dentro de estos, se han disefiado
oligonucledtidos para la identificacion de los genes putativos umUpf1, umUpf2 Y
umUpf3 en M. maydis por PCR en tiempo real donde se comprobd la presencia de
estos en la cepa 521 de M. maydis (Figura 14) (Martinez-Montiel, 2016).
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umUpf1  umUpf2 umUpf3
3286pb  3708pb  1680pb
6 Kb
— 3 Kb
Figura 14. Presencia de los genes umUpf1,
umUpf2 y umUpf3 en M. maydis FB1.
En la imagen se muestra un gel de agarosa al 1%
1HKb | donde se observa como resultado de la

electroforesis la visualizaciéon bajo la luz UV con
bromuro de etidio, los productos de PCR con los
tamarios esperados para el marco de lectura abierto
de los genes que codifican para las proteinas
putativas UPF1, UPF2 y UPF3, respectivamente. A
la derecha la descripcion del marcador de peso

molecular (1 kb) (Martinez-Montiel, 2016)

Se han realizado las construcciones necesarias para obtener proteinas
recombinantes de los homoélogos UPF1, UPF2 y UPF3. Para estos fines, se
emplearon los vectores de expresion pProEXHTb y pProEXHTc, los cuales estan
disenados especificamente para la produccidn de proteinas recombinantes en
Escherichia coli. Estas herramientas ofrecen ventajas adicionales, como la
presencia de un cassette de resistencia a ampicilina que facilita la selecciéon de
colonias tras la exposicién al antibiotico, el gen lac/ que permite inducir la expresion
proteica con lactosa o analogos como el isopropil-3-D-1-tiogalactosido (IPTG), y una
etiqueta de seis histidinas (6xHis) en el extremo N-terminal que posibilita tanto la
deteccién por Western blot como la purificacion de las proteinas recombinantes por
cromatografia de afinidad. Ambos vectores presentan un mismo tamaro de 4779 pb
y unicamente difieren en el marco de lectura. Asimismo, los insertos empleados en
la construccion de estos vectores fueron seleccionados a partir del genoma de M.
maydis. Para el ensamblaje de Upf1, se eligieron los primeros 873 pb, dado que
dichos segmentos codifican el dominio CH, caracterizado por su alto contenido de
cisteinas e histidina, lo cual favorece la interacciéon con UPF2. Como resultado, se
obtuvo la construccion Upf1-CH/pProEXHTb con un peso molecular de 5652 pb,

localizandose el inserto en la posicion 363-1235. En el caso de Upf2, se amplifico el
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gen completo, el cual presenta una longitud de 3708 pb. De este modo, se obtuvo
la construcciéon Upf2/pProEXHTb con un peso total de 8487 pb, ubicando el inserto
en las posiciones 363- 4070 pb. Para obtener Upf3/pProEXHTc se amplificd el gen
completo, que tiene un tamano de 1608 pb. El fragmento esta ubicado entre las
posiciones 750-2358 (Figura 15) (Burgos-Gamez, 2014; Martinez-Montiel, 2016).

6xHis
EcoRI (352)

xtis

\ac operato,
3

EcoRI (1037)

Xbal (723)
Xhol (828)

Upfl pProexhtb
5652 bp

"(rmB T2 terminator

UPF2 pProexhtb

8487 bp - Xhol (2244)

ExHis EcoRI (353)
‘ Xhol (521)

Xhol (1196)

Upf3/pProexHTc
6460 bp

rrnB T2 terminator Xbal (4110)

rrnB T1 terminator Xhol (4125)
Xhol (2098)

rmB T1 terminator

rmB T2 terminator,

Figura 15. Construccion de los vectores para las proteinas recombinantes umUpf1-CH, umUpf2 y umUpf3.

La figura muestra los mapas de cada una de las construcciones de los plasmidos, indicando su tamafo (pb) y las
principales caracteristicas del vector, incluyendo el cassette de resistencia a ampicilina (amp), el operon lactosa (lac
operator), represor lacl, el promotor frc, el sitio de induccién con IPTG y la etiqueta de histidinas (6xHis). Asimismo, se
sefiala la insercion y orientacion de cada uno de los genes clonados y los distintos sitios de corte con enzimas de
restriccion. Esta figura fue realizada en el programa SnapGene.

También, se han llevado a cabo ensayos de inhibicion de la via utilizando

farmacos como la emetina, observandose que la adicion de 100 ug/ml de este
compuesto lograba suprimir dicha via. Posteriormente, mediante técnicas de
biologia molecular como RT-PCR, se evalud la expresion de 17 transcritos y se
detectdé un aumento en los niveles de Fraxatina, Magoh y Cyh2, por lo que la

acumulacion de estos refiere a que son blancos de la via. Mientras que la
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transcripcion de otros factores activadores de la via como Upf3, Hbs1, Mushashi,
Rnps1 y U1-70K disminuyen considerablemente, lo cual tiene sentido debido a la
inhibicion de esta ruta (Figura 16) (Martinez-Montiel, 2016).

ppi (Ctrl) Magoh Cyh2 Frataxin

EMETINA (100ug/ml)

S ng/ul

10
0

Figura 16. Transcritos regulados por NMD en M. maydis FB1.

Electroforesis de un gel de agarosa al 1.5% donde se observan los amplificados de PCR a partir de cDNA para ppi,
Magoh, Cyh2, Frataxina. EI ARN proviene de cultivos de M, maydis en presencia (+) y en ausencia (-) de emetina. En la
grafica se observa la cuantificacién de la concentracion para los productos de PCR (Martinez-Montiel, 2016) .

Por ultimo, se ha demostrado que la alteracion del gen Upf1 por ensayos de
mutagénesis como la interrupcion del gen con cassette de resistencia a Higromicina

tiene un efecto significativo en la supervivencia del microorganismo, pues es
subletal para M. maydis (Figura 17) (Martinez-Montiel, 2016).
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Ustilago maydis FB1
(genotipo umUpf1) umUpf1 umUpfi umUpf1
Hyg/C- Hyg short/C+

WT Mut WT Mut M WT  Mut

Ustilago maydis FB1
(genotipo umUpf1::Hyg)

1. U. maydis FB1/ WT

2. U. maydis FB1/umUpf1::Hyg Hya 2Kb
3. U. maydis FB1/ WT umUpfi 2Kb
4. U. maydis FB1/umUpf1:Hyg ZUmUpl . UnUp .  4Kb
5. U. maydis FB1/ WT UmUpf 0.9Kb
6. U. maydis FB1/umUpf1:Hyg __umUpfi 0.9Kb

Higromicina B (20 ug/ml)

Figura 17. Interrupcién de Upf1 con cassette de resistencia a Higromicina en la cepa FB1 de M. maydis.

A la izquierda se muestran las cepas en medio solido, tanto la cepa silvestre de M. maydis FB1 (WT, arriba), como la
cepa obtenida después de la electroporacion y posterior crecimiento en medio de seleccion (20 ug/ml de Higromicina,
Mut, abajo). A la derecha se presenta la imagen de un gel de agarosa al 1% donde podemos observar los productos
de PCR amplificados a partir de ambas cepas WT y Mut. En el carril 1 y 2 el amplicon corresponde al cassette de Hyg
(unicamente encontrado en la Mutante), en el carril 3 y 4 el amplicon se obtiene con los oligonucleétidos FwdUpf1 y
RevintronUpf1. En este caso en la WT Unicamente se amplifica la regién correspondiente al gen y para el caso de la
mutante se amplifica ademas de dicha banda, una adicional correspondiente al generado a partir de la inclusion del
gen de Higromicina. En los carriles 5 y 6 se muestra el amplicon para la regién CH de umUPF1 contenido en ambos
fondos génicos. Abajo del gel se muestra la representacion esquematica para describir el origen de las muestras, los
tamarios esperados y las regiones que comprenden los amplificados (Martinez-Montiel, 2016).
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4. JUSTIFICACION
El decaimiento del ARNm sin sentido (NMD, por sus siglas en inglés: Nonsense
Mediated mRNA Decay) es un mecanismo postranscripcional, que regula la
expresion génica de eucariotas, facilitando la eliminacion de transcritos anémalos.
Se ha descrito su importancia y funcidon en células eucariotas. Sin embargo, existen
dificultades técnicas para estudiarlo, por lo que se propone al basidiomiceto

Mycosarcoma maydis como modelo experimental.

El estudio de los factores de NMD, asi como su asociacion con el splicing nos
permitira comprender su funcién y regulacién en la degradacién de transcritos
aberrantes bajo condiciones celulares normales y de inhibicion. Una vez definidos,
eventualmente, extrapolarlo en humano para entender los procesos anormales en
el desarrollo de enfermedades como el cancer, asi como proponer nuevos métodos

de deteccion y/o terapias alternas.
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5. HIPOTESIS

Mycosarcoma maydis posee las proteinas responsables de la activacion de la via

de decaimiento del ARN mensajero sin sentido (NMD).
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6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo General

Estudiar los factores de splicing y de decaimiento del ARNm sin sentido (NMD)

en M. maydis.

6.2 Objetivos Especificos

e Realizar un analisis comparativo de la maquinaria de NMD en hongos.

e Verificar la presencia de los factores de NMD putativos en M. maydis.

¢ Analizar la posible interaccion de UPF1 con el factor de splicing RNPS1 en

M. maydis.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Analisis bioinformatico

Se estudiaron las proteinas involucradas en la activacién de la via NMD en 187
especies de hongos, incluido M. maydis. Para la busqueda de la informacion, se
utilizaron diferentes bases de datos, entre ellas la Enciclopedia de Genes y
Genomas de Kyoto (KEGG, por sus siglas en inglés Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes) y el Centro Nacional para la informacién Biotecnoldgica (NCBI, por
sus siglas en inglés National Center for Biotechnology Information), asi como sus
derivados: KEGG pathway, NCBI Protein y NCBI Orthologs.

7.2 Material Biolégico y metodologia experimental

7.2.1 Cepas de Escherichia coli y plasmidos utilizados

Cepas para clonaciéon

Cepas Genotipos o caracteristicas Referencia
Escherichia coli
LacZ Delta M15, endA1, recA1 Taylor, 1993
DH5a
Cepas para expresion
Cepas Genotipos o caracteristicas tRNA genes Referencia
Escherichia coli | F-ompT gal dcm lon hsdSB(rs mg’) Agilent
BL21 (DE3) ADE3) technologies

Escherichia coli | E. coli B F— ompT hsdS(rB—- mB-) | argU, ileY, proL,

Agilent
BL21- Codon dcm+ Tetr gal A(DE3) endA Hte [argU | leuW

technologies

Plus (DE3) ileY leuW Camr
Escherichia coli F-ompT hsdSs (rs" ms™ ) gal dcm Amsbio
Solu BL21 (DE3) (DE3)t Biosite

Tabla 2. Cepas utilizadas para clonacion y expresion de proteinas recombinantes

Cepas fluingicas

Cepa Descripcion Referencia

Ustilago maydis 521
Broad Institute,

6 Cepa de referencia
USA

Mycosarcoma maydis 521

Tabla 3. Cepas fungicas utilizadas
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clonacién (SMC)

Plasmidos
Vectores Cassette de Referencia
Uso Caracteristicas
Resistencia
Rep (pBR322), His (6) N-
Vectorde |terminal, bla (Ap), lacl, o .
pProEx-HTb N -~ o Ampicilina ThermoFisher
clonacioén promotor Trc, Sitio multiple de
clonacién (SMC)
Rep (pBR322), His (6) N-
Vectorde |terminal, bla (Ap), lacl, o .
pProEx-HTc ) -~ ) Ampicilina ThermoFisher
clonacién promotor Trc, Sitio multiple de

Tabla 4. Vectores utilizados para la produccidn de proteinas recombinantes

7.2.2 Medios de cultivo

Se utilizaron diferentes medios de cultivo tanto

continuacion, se detalla su preparacion:

liquidos como sdlidos. A

Luria Bertani (LB): Medio de cultivo utilizado para el crecimiento de E. coli DH5-a.

Luria Bertani (LB)

Componente Cantidad para 1L
Extracto de Levadura 59gr
NaCl 10 gr
Peptona de Caseina 10 gr

Tabla 5. Medio de cultivo Luria Bertani

(SOB): Medio de cultivo utilizado para el crecimiento de E. coli DH5-a. Una vez

esterilizado el medio, se suplementé con 10 ml de MgSOa4, el cual se prepard con

24.6 gr de MgSOg4 anhidro (1M) hasta llevar a un volumen final de 100 ml y se

esterilizo.
(SOB)
Componente Cantidad para 1L
Extracto de Levadura 5gr
Triptona 20 gr
NaCl 0.5¢r
KCI 0.186 gr
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Agua desionizada 950 ml
Sales

Sulfato de Magnesio (MgSQOa4)(1M) 10 ml

Glucosa 20% 20 ml

Tabla 6. Medio de cultivo SOB

Terrific Broth (TB): Medio de cultivo utilizado para el crecimiento de E. coli. Para
este medio, se prepar6 100ml de buffer de fosfatos, el cual fue preparado,

esterilizado y agregado al medio al final.

Terrific Broth (TB)

Componente Cantidad para 1L
Extracto de Levadura 24 gr
Triptona 20 gr
Glicerol 4 mi
Agua desionizada 900 ml

Buffer de fosfatos

Fosfato monopotasico (KH2PO4) (0.17 M) 2.31gr
Fosfato dipotasico (K2HPO4) (0.72 M) 12.5gr
Agua desionizada 100 ml

Tabla 7. Medio de cultivo Terrific Broth

Yeast Extract, Peptone, Sugar (YEPS): Medio de cultivo utilizado para el

crecimiento de M. maydis.

Yeast Extract, Peptone, Sugar (YEPS)
Componentes Cantidad para 1L
Dextrosa 20 gr
Extracto de Levadura 10 gr
Peptona de Caseina 20 gr

Tabla 8. Medio de cultivo YEPS

Para medios sodlidos, se agrego 15 g/L de agar

En caso de ser necesario, los medios de cultivo fueron suplementados con
antibidticos, los cuales se anadieron al medio estéril a partir de una solucion

concentrada. La preparacion se realizé de la siguiente manera:
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e Ampicilina (Amp) (sal sodica, Roche): se prepard una solucion concentrada

a 100 mg/ml en agua inyectable (PISA) para obtener en el medio una

concentracion de 100 pg/ml.

7.2.3 Técnicas de transferencia génica

7.2.3.1 Transformacién de células de E. coli DH5-a con Cloruro de Calcio

(0.1 M)

7.2.3.1.1 Preparacion de células quimiocompetentes

Para obtener células quimiocompetentes se realizé el siguiente protocolo: se tomo
una UFC de la cepa E. coli DH5a de una placa fresca y se inoculé en 5 ml de medio
LB sin antibidtico el cual se incubd 16 horas a 37 °C en agitacién constante.
Después, se transfirio dicho inoculo en 200 ml de medio LB sin antibidtico y se
incubd a 37 °C en agitacion constante a 200 rpm y se revisdé aproximadamente
después de dos horas, hasta obtener una D.Osoonm de aproximadamente 0.5, sino
se encontr6 a la densidad esperada, se debe revisar cada 20 minutos hasta
alcanzarla. Posteriormente, se transfirid las células a tubos de polipropileno
previamente enfriados y se colocaron en hielo por 10 minutos. Todos los pasos
siguientes se realizaron en condiciones de esterilidad: se recuperaron las células
por centrifugacién a 3000 rpm por 10 minutos a 4 °C, se decantd el medio. Se
resuspendio la pastilla en 50 ml de CaCl2 0.1 M y se colocé en hielo durante 10
minutos. Se recuperaron las células por centrifugacion y se decanté el
sobrenadante. Se resuspendi6 la pastilla en 2-4 ml de CaCl2 0.1 M/Glicerol al 15 %.
Se realizaron alicuotas de 300 ul y se separaron en microtubos de 1.5 ml, se

marcaron y enfriaron en hielo durante 10 min, finalmente se almacenaron a -80°C.

7.2.3.1.2 Transformacioén de células competentes E. coli DH5a por choque

térmico

Se realiz6 la transformacion de células competentes de la cepa E. coli DH5-a bajo
el siguiente procedimiento: se tomaron 100 pl de células competentes y se
colocaron en un microtubo de 1.5 ml. Se agregé 10 pl de plasmido (10 ng/ pl).
Posteriormente se incub6 el tubo 40 minutos en hielo, se realizé un choque térmico

a 42 °C durante 90 segundos y se colocé el tubo en hielo para incubar durante 90
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segundos. Después se agregd 750 ul de LB sin antibiético y se incubé a 37 °C por
40 minutos en agitacion. Finalmente se centrifugo a 3000 rpm por 5 minutos para
obtener la pastilla, se decanté el exceso de LB, dejando aproximadamente 100 pl
para resuspender la pastilla y se plaqueo en LB + Amp (100 ug/ml). Las placas se

incubaron a 37 °C por 18 horas.

7.2.3.2 Transformacién de células E. coli BL21 y variantes con Cloruro
de Rubidio (50 mM)

7.2.3.2.1 Preparacion de células competentes

Para la preparacion de células competentes, se cultivo E. coli BL21 en 5 ml de SOB
suplementado con MgSO4 (10 mM) a 37°C en agitacion constante a 200 rpm durante
toda la noche. Se tomé 500 ul de precultivo de una noche anterior, se inoculd en 50
ml de medio SOB suplementado con MgSO4 (10 mM) y se incubd a 37°C hasta
alcanzar una D.O.ssonm de 0.5. Una vez alcanzada la D.O, se paso el cultivo a un
tubo falcén, se incubd en hielo por 10 minutos, se centrifugd a 4000 rpm por 10
minutos, se elimind el sobrenadante. Posteriormente, se resuspendio la pastilla en
4 ml de tampon tfb1 (30 mM acetato de potasio pH 5.8, 100mM RbCI anhidro, 10mM
CaClz, 50mM MnClz, 15% (v/v) glicerol) e incub6 20 minutos en hielo. Se centrifugd
en las mismas condiciones que anteriormente, se resuspendié en 2 ml de tampdn
tfb2 (100mM MOPS, 75mM CaClz, 50mM RbCI anhidro, 15% glicerol, KOH pH 6.8)
y se incubd en hielo por 15 minutos. Se traspasaron las células y se realizaron

alicuotas de 200ul en tubos eppendorf de 1.5 ml y se conservaron a -80°C.
7.2.3.2.2 Transformacion de células competentes por choque térmico

La transformacion de células competentes se realizé mediante el método de choque
térmico. Para ello, se mezclaron 95 ul de células competentes con 5 yl ADN
plasmidico (10 ng/ pl) en un tubo eppendorf. La muestra se incubé en hielo por 30
minutos y posteriormente se aplicd un choque térmico a 42°C por 1 minuto y 20
segundos. Después, las células se incubaron en hielo durante 1 minuto.
Posteriormente, se adiciono 1 ml de medio SOB y se incubd durante 1 hora 30
minutos a 37°C en agitacion constante con el fin de permitir la recuperacion celular

y la expresién del gen de resistencia al antibidtico. Una vez transcurrido el tiempo
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de incubacion, se tomaron 100 pl de células transformadas y se sembraron en
placas de medio LB sdlido suplementado con ampicilina (100 pg/ml). Por ultimo, las
placas se incubaron a 37°C durante toda la noche para favorecer el crecimiento de

las colonias transformantes.

7.2.4 Técnicas Generales de Biologia Molecular
7.2.5 Técnicas Experimentales con acidos nucleicos
7.2.5.1 Extraccion de ADN plasmidico de E. coli DH5-a mediante lisis

alcalina

Para el aislamiento del ADN plasmidico, se cultivd E. coli DH5-a en 5 ml de medio
LB+ Ampicilina (100 ug/ml) e incubé a 37°C en agitacidén constante durante toda la
noche. Una vez obtenido el crecimiento, se centrifugo el cultivd a 4000 rpm por 10
minutos y se decantd el sobrenadante. Se resuspendié en 1 ml de PBS 1X y se
paso a un tubo eppendorf de 1.5 ml. Se centrifugd a 13 000 rpm por 3 minutos y se
decanto el sobrenadante. Se resuspendié la pastilla en 200 pl de solucién | (50 mM
de glucosa, 25 mM de Tris-HCIl pH 8 y 10 mM de EDTA pH 8), se anadi6é 200 ul de
solucion Il (0.2N NaOH y 1%SDS), se mezclé por inversiéon y se agrego 200 ul de
solucion Il (Acetato de potasio 3M). Los lisados se centrifugaron a 13 000 rpm por
10 minutos. Se traspaso el sobrenadante a un microtubo eppendorf de 1.5 ml, se
adiciond 1 ml de etanol absoluto frio y se incubd a -20°C por 1 hora. Se centrifugo,
se decanto6 el sobrenadante y se agregé 1 ml de etanol al 70% frio para lavar la
pastilla. Se centrifugd, decantd y elimind el etanol con mucho cuidando no llevarse
la pastilla. Se seco y se resuspendio la pastilla en 30 uyl de agua inyectable (PISA)
con 0.01% de ARNasa.

7.25.2 Extraccion de ADN plasmidico de E. coli DH5-a mediante CTAB

Para el aislamiento de ADN plasmidico, se colocé un precultivo de E. coli DH5-a en
5 ml de medio SOB+Amp (100 pg/ml) e incub6 a 37°C durante toda la noche. Se
tomd 1.5 ml del cultivo y se traspasé a un microtubo de 1.5 ml estéril. Se centrifugd
1 minuto a 15 000 rpm y se aspird el sobrenadante. Se agregd 300 pl de STET
(sacarosa 8% (p/v), Triton X-100 al 0.1% (v/v), EDTA 0.5 M, Tris-HCI 50mM, pH 8)

y se resuspendio la pastilla cuidadosamente sin generar burbujas. Se agrego 10 pl
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de lisozima (50 mg/ml), se resuspendié nuevamente y se incubé a 37°C por 10
minutos. Se hirvieron las muestras a 95°C por 1 minuto 20 segundos, se
centrifugaron y se retird la pastilla de restos celulares con un palillo. Se agreg6 10
pl de CTAB 5% (p/v)+ NaCl (0.5 M) al sobrenadante, se vortexeo, se centrifugé y
agrego 300 ul de NaCl (1.2 M). Se precipitdo con 750 pl de etanol absoluto frio, se
vortexeo, se centrifugd y se decanté el sobrenadante. Se anadi6 750 ul de etanol al
70%, se centrifugd a 13 000 rpm por 5 minutos y se decantd el sobrenadante. Se

dejo secar la pastilla y se agregd 33 ul de agua miliQ con 0.01% de ARNasa.
7.2.5.3 Extraccion de ARN de M. maydis con trizol

Para la extraccion de ARN se tomaron 5 ml de la suspension celular de un cultivo
de toda la noche con una D.Osoonm de 1.0 (ajustando la densidad adecuada) de M.
maydis, se centrifugo durante 10 minutos a 4000 rpm a 10°C decantando el
sobrenadante; a continuacion las células se lavaron con 5 ml de PBS 1X, se
centrifugd y decanté. La pastilla de extractos celulares fue colocada en un mortero
estéril, se agrego nitrogeno liquido y se macerd hasta obtener un polvo blanquecino
o lisado celular. Se colocd en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Se resuspendié con
cuidado (sin formar burbujas durante el pipeteo) en 1 ml de trizol (Invitrogen). La
muestra homogenizada se incubé a temperatura ambiente por 5 minutos. Se
centrifugd a 13,000 rpm por 15 minutos a 4°C. Se traspasoé el sobrenadante a un
tubo estéril. Se agregd 250 ul de cloroformo, se agité vigorosamente con la mano
por 30 segundos, se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd
a 13 000 rpm por 15 minutos a 4°C. Posteriormente, se tomo la fase acuosa
(evitando tocar la pared sucia del tubo) y se traspasé a un tubo estéril. Se agrego
500 pl de isopropanol y se mezclé cuidadosamente. Se incub6 1 hora a -20°C. Se
centrifugd a 13 000 rpm por 10 minutos y se retird el sobrenadante con mucho
cuidado. Se agrego 350 pl de etanol al 75%, deslizandolo por la pared del tubo, se
mezcld por inmersion, se centrifugd por 13 000 rpm por 10 minutos y se retird el
sobrenadante con cuidado sin retirar la pastilla. Se dejé secar la pastilla por 10
minutos, se resuspendio en 30 ul de agua libre de ARNasas (previamente incubada

10 minutos a 55°C) y se almaceno6 a-20°C.
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7.2.5.4 Electroforesis de ADN y ARN de M. maydis en geles de agarosa

En las distintas electroforesis se usaron geles de agarosa al 1% (p/v) para ADN
plasmidico, corroborar las restricciones y 1.5% (p/v) para ARN total, ambos en
tampdén TAE 1X(40mM de Tris-acetato pH 8 y TmM de EDTA). Este mismo tampon
fue utilizado para el corrimiento de las muestras. Las muestras de ADN y ARN
fueron mezcladas con 3 yl de tampdn de carga (30% glicerol, 0,25% de azul de
bromofenol (p/v), 0,25% xilencianol (p/v) en agua inyectable estéril (Pisa), pH 8), se
depositaron en los pocillos de los geles solidificados y se corrieron a 100V, 400mA
por 30 minutos. Como patrén de referencia se utilizaron 5 ul de marcador de peso

molecular de 1 kb (Invitrogen).
7.2.5.5 Retrotranscripcion a partir de ARN de M. maydis

Para la obtencion de fragmentos de ADNc a partir de ARN total de M. maydis se
utilizé y siguio el protocolo del kit Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA
Synthesis #K1621. En un tubo eppendorf de 1.5 ml, se agrego lo siguiente: 2 yl ARN
(50 ng/ul), 1 ul Oligo dT y 9 ul de agua libre de ARNasas, se mezcld por inmersion,
se centrifugo brevemente e incub6 a 65°C por 5 minutos. Se mantuvo el tubo en
hielo y se agregaron los componentes en el siguiente orden: 4 pl de Buffer 5X, 1 pl
de Inhibidor de ARNasa (20 U/ul) RiboLock, 2 yl de Mix dNTP (10 mM) y 1ul de
enzima RevertAid M-MuLV RT (200 U/ul). Se mezcld por inmersion, se centrifugd
brevemente, se incubd a 42°C por 1 hora y se detuvo la reaccién con calor a 70°C

por 5 minutos.
7.2.5.6 Amplificacion de Fragmentos de ADN mediante PCR

Para amplificar los genes Rnps1, Upf1, Upf2, Upf3, Magoh y Hbs1, las reacciones
de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pl, el cual contenia: 2.5 ul de
Buffer de PCR (10X), 1.5 pl de MgCl2 (25 mM), 1 pl de dNTP’s (10 mM), 1 pl de
oligonucledtido Forward, 1 pl de oligonucleétido Reverse, 0.5 pl de Tag ADN
polimerasa, 1 yl de ADN o ADNc (obtenido a partir de la retrotranscripcién) como
templado y 16.5 pl de agua (PISA). Se utilizé un programa general de amplificacion,

con excepcion de la temperatura de alineacion y el tiempo de extension, que se
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ajustaron segun el tamano del gen a amplificar. El protocolo general incluyé una

etapa de predesnaturalizacion a 95°C por 5 minutos, seguida de 25 a 30 ciclos de

las siguientes condiciones: Desnaturalizacién a 94°C de 30 a 45 segundos,

Alineacién por 30 a 45 segundos con la temperatura de fusidon necesaria y extension

a 72°C por el tiempo necesario para amplificar el fragmento esperado, tomando 1

minuto por cada mil pares de bases a amplificar. Al finalizar los ciclos se programo

una extensién final de 72°C por 7 minutos. La temperatura de alineamiento se

calculd a partir de la media de las Tm (temperatura de fusion) del par de

oligonucledtidos usados en cada reaccion.

Oligonucleétidos y condiciones de PCR

Tiempo .
Nombre del . Tamaiio del .
. . Secuencia Tm de . Referencia
oligonucleétido .. | amplificado
extension
PCR para comprobacién de clonacion
ATG TCC GAG CTC TAC CAG Este trabajo
Upf1 Fwd 62°C
TTT
1 min 873 pb
CGG CTT GTC GAG ATC | 62°C Este trabajo
Upf1 RevCH
GTC AA
ATG GCA GCT TCC GCT | 60°C Este trabajo
Upf2 Fwd
AGCT .
4 min 3819 pb .
TTAGAA GCC GGG ACTGTT | 62°C Este trabajo
Upf2 Rev
ccC
ATG TCG CAG TCA CAAAGA | 60°C Este trabajo
Upf3 Fwd
GG .
2 min 1413 pb i
CTAGAG GATGTGCAGCTT | 62°C Este trabajo
Upf3 Rev 56

PCR para amplificaciéon de gen

empleando como molde ADNc

CAC AAT CAA GAC GTG

Rnps1 FWdRT 62°C Este trabajo
CCA AAC
30 seg 148 pb
TCATCGTGTGTG TTG )
Rnps1 Rev 62°C Este trabajo
GCG G
Upf1 Fwd ATG TCC GAG CTC TAC CAG | 62°C Este trabajo
TTT
30 seg 136 pb
Upf1 RevRT GGC GTGCTTGGAGTGTTT | 62°C Este trabajo
CT
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Upf2 Fwd ATG GCA GCT TCC GCT | 63°C Este trabajo
AGCT
30 seg 132 pb
Upf2 RevRT GCG CTC TTT GTAAATTGC | 63°C Este trabajo
CTG
Upf3 ATG TCG CAG TCACAAAGA | 62°C Este trabajo
GG
30 seg 105 pb i
Upf3 RevRT CGCCCTGTCGGTTTGTTG | 62°C Este trabajo
C
Magoh Fwd ATG TCT GAC TTT TAC GTC | 64°C Este trabajo
CGA
30 seg 148 pb
Magoh RevRT TCC ACATCT CTT TGC GGA | 64°C Este trabajo
TTAG
Hbs1 Fwd ATG TCA CGA CAT CGC | 62°C Este trabajo
GCC G
30 seg 268 pb
Hbs1 RevRT TTG CTT CTC TTC GGC TCT | 62°C Este trabajo
TT

Tabla 9. Oligonucleétidos y condiciones de PCR

7.2.5.7

Uso de enzimas de restriccion para el analisis del ADN plasmidico

Los ensayos con enzimas de restriccion permitieron realizar cortes al ADN

plasmidico para la comprobacion de las construcciones. Estas enzimas fueron

suministradas por los laboratorios Roche, Fermentas y New England Biolabs. La

reaccion se llevé a cabo en un volumen de 20 pl, colocando 2 pl de Buffer, 0.5 ul de

enzima como se indica en la tabla, 3 pl de ADN plasmidico y 14.5 pl de agua (PISA).

Posteriormente, las reacciones se incubaron a 37°C por 2 horas. A continuacién se

muestra una tabla de las enzimas utilizadas para estos ensayos:

Tabla de enzimas de restricciéon

Nombre de la Corte Tiempo de
. Temperatura | ..
enzima 5>3 3>5 incubacién
EcoRI G AATTC CTTAAG 37°C 2hrs
BamHl G GATCC CCTAG G 37°C 2hrs
Xbal T CTAGA AGATC T 37°C 2hrs

Tabla 10. Condiciones de uso de las enzimas de restriccion

La eficiencia de la restriccion se comprobd mediante electroforesis

agarosa al 1% (p/v).

en un gel de
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7.2.5.8 Purificacion y concentracion de ADN plasmidico

Para la purificacion de los plasmidos Upf1 pProEX-HTb y Upf2 pProEX-HTb se
utilizé y siguid el protocolo del Kit Qiagen, Num. 12963.

7.2.5.9 Secuenciacidon de las construcciones Upf1 pProEX-HTb y Upf2
pProEX-HTb

El ADN destinado a la secuenciacién fue purificado aplicando el protocolo
establecido por el Kit Qiagen, Num. 12963. Los oligonucleétidos utilizados en la

secuenciacion fueron disefiados de la siguiente manera:

Tabla de oligonucleétidos para secuenciacion

Nombre del . . L .
. o Secuencia Longitud | Localizaciéon | Referencia
oligonucleétido
M13/pUC AGC GGATAACAATTT _
23 pb 235-257 Invitrogen
Reverse CAC ACA GG

Tabla 11. Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados para secuenciacion

Posteriormente, las muestras y los oligonucledétidos fueron enviadas a la Unidad de

Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

7.2.6 Técnicas para la sintesis de proteinas recombinantes
7.2.6.1 Induccién de las proteinas recombinantes RNPS1 y UPF1-CH

Para la induccion de las proteinas recombinantes RNPS1 y UPF1-CH, se inocul6
1ml de medio TB+Amp (100 pg/ml) con una UFC de la cepa transformada de RNPS1
o UPF1-CH segun correspondiera, y se incubd a 37°C en agitacion constante a 200
rpm toda la noche. Al dia siguiente, se tomaron 100 ul del precultivo y se inocularon
en 2 ml de TB+Amp (100 pg/ml). Se incubd a 37°C en agitacién constante a 200
rpom por 2 horas o hasta alcanzar una D.Osgonm de 0.5 -1.0. Se removié 1 ml de
cultivo (muestra sin inducir). Al cultivo restante, se le adiciond 5ul, 10ul, 15ul, 20ul
y 25ul de un stock de (100mM) para alcanzar concentraciones finales de 0.5 mM,
1.0 mM, 1.5 mM, 2.0 mM y 2.5 mM, respectivamente. Todas las muestras se
incubaron a 37°C en agitacion constante a 200 rpm por 3 horas. Una vez

transcurrido el tiempo, se tomaron 200 pl de ambos cultivos; inducido y no inducido,
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estos se pasaron a un microtubo. Se centrifugo a 15 000 rpm durante 1 minuto y se
decantd el sobrenadante cuidadosamente. Se agregd 60 pl de agua miliQ y se
resuspendio la pastilla. Posteriormente, se agregé 20 ul de Buffer Laemli 4X (1M
Tris-HCI pH 6.8, 10% SDS, glicerol, 1% azul de bromofenol, B-mercaptoetanol a un
volumen final de 10 ml) y 60 pl de agua miliQ, se mezclo por inversion, se hirvieron
muestras a 95°C durante 5 minutos y se centrifugaron a 6 000 rpm durante 10
segundos para recuperar la mayor parte de las proteinas. Las proteinas inducidas
y no inducidas se resuspendieron con ayuda de una jeringa de insulina hasta que el
buffer Laemli 4x lo permitiera para reducir la viscosidad. Se centrifugaron a 6 000
rpm durante 10 segundos y se almacenaron para su posterior corrimiento en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%.

7.2.6.2 Electroforesis de las proteinas recombinantes RNPS1 y UPF1-CH

Para verificar la integridad e identificar la proteina de interés, se realizé un gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) bifasico donde se realiz6 el gel separador al 10% (2.5
ml de Acrilamida 30%, 1.9 ml de Buffer Tris-HCI 1.5M pH 8.8 0.4% SDS, 22 ul de
APS 10%, 15 ul de TEMED y 3.12 ml de agua) y para el gel concentrador al 10%
(650 pl de Acrilamida al 30%, 1.25 ml de Buffer Tris-HCI 0.5M pH 6.8 0.4%SDS, 20
pl de APS al 10%, 15 ul de TEMED y 3.0 ml de agua). Se cargaron 20 ul de cada
muestra en los pocillos y 10 ul de marcador de proteinas con un rango de 10-250
kDa (Page Ruler, BioRad). La electroforesis se realizé en buffer Tris-Glicina (500mM
Tris, 500mM Gilicina) a 140V por 1 hora y 45 minutos.

7.2.6.3 Tincién de geles de poliacrilamida con Azul de Coomassie

Para visualizar las proteinas, el gel de poliacrilamida se tifio con Azul de Coomassie
(0.1% brillante de Coomassie, 45% metanol, 10% acido acético) durante 20 minutos
en agitacion constante. Posteriormente, se retird el exceso de colorante, se agrego
solucién para destenir ( 20% Metanol, 20% acido acético, 60% agua bidestilada) y
se dejé en agitaciéon constante por 30 minutos. Se realizaron dos lavados con

solucién para destefir o hasta eliminar por completo el colorante.
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7.2.7 Purificacion de las proteinas recombinantes RNPS1 y UPF1-CH

Para la purificacion de las proteinas recombinantes UPF1-CH y RNPS1, se
selecciond una colonia de la cepa transformada, se inoculé en 1ml de medio SOB
suplementado con ampicilina (100 pg/ml) y se incubd durante 16 horas a 37°C en
agitacién constante. Debido a que el sonicador requiere de volumenes mayores a
20 ml, se adicionaron 300l de precultivo a un matraz con un volumen de 50ml de
medio TB con ampicilina (100 ug/ml) y se incubd a 37°C en agitacion constante a
200 rpm durante 2-3 horas, o hasta alcanzar una D.Osgonm de 0.6-0.8.
Posteriormente, se adiciono IPTG a una concentracién de 0.5 mM, 1.0 mM, 1.5 mM,
2.0 mMy 2.5 mM (véase el apartado de resultados) y se dejé incubar por 3 horas
adicionales bajo las mismas condiciones. Al finalizar la induccion, el cultivo se
centrifugd a 4000 rpm por 10 minutos, se decanto el sobrenadante y se resuspendio
el pellet celular en 20 ml de tampén de lisis (NaH2PO450mM, NaCl 300 mM, imidazol
10 mM, PMSF 10 mM a pH 8.0). La disrupcion celular, se realizdé por sonicacion,
aplicando ciclos de 10 segundos de pulsacion seguidos de 30 segundos de
descanso a una amplitud del 40%. El lisado se centrifugo a 13 000 rpm durante
30min a 4°C, y el sobrenadante resultante se conservé a 4°C para su posterior

purificacién por cromatografia de afinidad.

La fraccién soluble se purificé por cromatografia de afinidad utilizando columnas de
niquel- acido nitrilo acético- agarosa (Ni-NTA) (Qiagen, Cat #30230). La muestra
se preparo siguiendo el protocolo del proveedor, donde se prepararon 4ml (8mg/mL)
del lisado sonicado con 1 ml de perlas de niquel- acido nitrilo acético- agarosa (Ni-
NTA), y se incubo a 4°C por 2 horas en constante agitacion. La mezcla se transfirio
a la columna previamente equilibrada con 5ml de amortiguador de lisis. El primer
volumen recolectado correspondié a la fraccion no retenida. Después, se realizaron
de dos a tres lavados con 2 ml de buffer de lavado (NaH2PO450 mM, NaCl 300 mM,
imidazol 20 mM, PMSF 10 mM a pH 8.0), recolectandose cada una de las
fracciones. Por ultimo, la proteina unida se recuperé aplicando tres veces 2ml de
buffer de elucién (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 250 mM, PMSF 10 mM

a pH 8.0), recolectando cada una de las eluciones por separado. Finalmente, se
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analizaron las muestras en un gel de poliacrilamida al 10% en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE).

7.2.8 Técnicas para la solubilizacion de proteinas

7.2.8.1 Solubilizacién de proteinas con Sarkosyl

Para la solubilizacion de proteinas se utilizaron concentraciones crecientes de
Sarkosyl, en un rango de 0.3% a 1%. Tras la lisis celular por sonicacion, se tomé
una alicuota de 1 ml a la que se afiadieron 200 ul de Sarkosyl. La muestra se incubé
a 4°C durante 3 horas en agitacion constante. Posteriormente, se centrifugé a 13
000 rpm, obteniéndose las fracciones soluble y celular, las cuales fueron
recolectadas para su posterior analisis mediante electroforesis en gel de

poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).
7.2.8.2 Desnaturalizaciéon de la proteina recombinante RNPS1 con urea

Para la desnaturalizacidon de proteinas, se prepararon cultivos de 50 ml, los cuales
fueron inducidos y sometidos a sonicacién bajo las mismas condiciones descritas
en la seccion 7.2.7. Tras la sonicacion, las muestras se fraccionaron en
sobrenadante y sedimento celular por centrifugaciéon. El sedimento celular se
resuspendié en 10 ml de PBS 1X, posteriormente, se tomé una alicuota de 1 ml y
se transfirid a un microtubo. Esta muestra se centrifugé a 12 000 rpom durante 15
minutos a 4°C. El sobrenadante fue decantado. Se realizaron lavados consecutivos
con distintas soluciones. Para ello, se anadio 1 ml de solucion A (Tris-HCI 20mM,
NaCl 500mM, urea 2M, Tritén X-100 pH 9) al sedimento celular. La suspensién se
homogenizo utilizando un homogenizador hasta lograr la completa disolucion del
sedimento. Se centrifugd a maxima velocidad por 1 minuto y se decant6 el
sobrenadante. Se agregd 1 ml de solucion B (Tris-HCI 20 mM, Cloruro de guanidina
2M, Ditiotreitol 1M (DTT) pH 9), se homogeniz6, se centrifugé y se decanto el
sobrenadante. Se anadié 1ml de solucion C (HCI 20mM, Triton X-100, DTT 1M pH
9) y se repitid el mismo procedimiento. Por ultimo, se colocd 1 ml de soluciéon D
(Tris-HCI 20mM pH 9) y se repitio el procedimiento. Tras completar los 4 lavados,
se resuspendio el sedimento en 1 ml de tampdn de desnaturalizacion para cuerpos

de inclusiéon (Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM, urea 8M y DTT 1 mM), a una
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temperatura de 4°C en constante agitacion durante 16 horas. Para evaluar el
procedimiento, se realizé y se visualizd en un gel de poliacrilamida al 10% en

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).
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8. RESULTADOS

8.1 Analisis comparativo de la maquinaria de NMD en hongos

En el siguiente trabajo, se logro la identificacion de 64 factores que pertenecen a la

via de supervivencia del ARNm (Anexo 2), de los cuales 32 factores estan

involucrados en la activacion de la via de decaimiento del ARNm sin sentido (NMD,

por sus siglas en inglés; Non sense Mediated mRNA Decay). Cada uno de estos

fueron clasificados, descritos y definidos con base en su funcion (Tabla 13).

Clasificacion Tinos de
de factores 1P Factores Caracteristicas Funcién
factores
en NMD
Es una ARN helicasa, fosfoproteina - . . .
1 upt hTPasa, que forma parte del sustrato dg Facilita el transpclfte nucleocitoplasmatico. Form_a' parte de los factores del procesamiento del
sMa1 IARNm. Activala via NMD y promueve la traduccién.
D) Es un regulador de la via NMD, que une alParticipa en la exportacion nuclear y supervivencia del ARNm, especificamente NMD.,
centrales de Factores NMD| 2 Upf2 L
NMD UPF1y UPF3 Promueve la traduccion.
Es una proteina, que forma parte del EJC ¢
3 Upf3 jnteractia directamente con UPF2 y enfFavorece el transporte nuclear. También, participa en la via NMD y la traduccion.
lgunos casoscon Y14
s un miembro de la familia de proteinas| . N .
4 SMG1 elacionadas a la fosfoinasitido-3-cinasa. Implicada en la via NMD al fosforilara UPF1.
. . Participa en la degradacion del ARNm mediada sin sentido al desfosforilar a UPF1. También
Fosfat: 5
o:in;:sy EMGS s una proteina codificada por el gen SMGSfunge como un adaptador de UPF1 a la proteina fosfatasa 2A (PP2A).
6 |SMG6 s una proteina codificada por el gen SMGé[Presema una actividad de endonucleasa. Promueve la desfosforilacion de UPF1.
7 |SMG7  [Es una proteina codificada por el gen sme7|Mplicada en la via NMD al interactuar con PP2A y desfosforilar a UPF1. Si esta sq
obreexpresa, facilita el reclutamiento de UPF1 a los cuerpos P.
Es una proteina de unién al ARN 8A, que]
8 Y14 forma parte: del componente central del EJC Promueve la exportacién nuclear y la traduccién. Participa en la activacion de NMD.
l formar un heterodimero estable con|
MAGOH
Es un componente central del EJC, que|
9 MAGOH forma un heterodimero con Y14 y se une aFacilita el transporte nucleocitoplasmatica y la via NMD. Promueve la traduccion.
[TAP
10 MLN51 EISF:"A::“‘N central del EJC, que se une a.t\yl.lcla en el exporte nuclear, NMD y traduccion.
11[EIFaa3 [2U12 ARN helicasa dependiente de ATP Participa en el transporte nucleocitoplasmatico, la via NMD vy la traduccién.
roteina central del EJC.
s un componente de la familia de lag " " .
Fac1or_esdel 12/5AP18  histonas desacetilasas. Este factor se une aFar:lma el transpar_‘he nucleocitoplasmatico. Form_a' parte de los factores del procesamiento de
complejo EJC NPS1 IARNm. Activa la via NMD y promueve la traduccién.
. roteina que forma parte del complejo EJJ
13 Pinin se asociaa RNPS1 Permite el exporte del ARNm y se une al EJC. Interviene en NMD.
s un componente del EJC, que forma un| . . ” .
14 ACINT heterodimero con RNPS1 Induce la apoptosis. Participa en la traduccién, NMD vy traduccion.
15RNPS1 [£S Una proteina de union al ARN rico enlc, i, o) exporte del ARNM, la via NMD y la traduccion.
Hominios de serina.
Es un componente del EJC, que recluta a ..
16 REF/ALY rAP/p15 e interactia con UAPS6 y Y14 Participa en el exporte nuclear.
Es una proteina rica en serina/arginina,
B 17 SRM160 koactivadora del splicing. Forma parte dellAyuda en el exporte del ARNm, splicing y la traduccién.
N komplejo EJC
gacciadade Promueve el splicing. Ayuda en el nucleocitopl ico. Forma parte del EJC, qug
NMD 18UAP56 [Esuna ARN helicasa depediente de ATP. plcing. Ay v ) P -4
recluta a REF/ALY.
Proteina asociada a REF/ALY
Factores " . L .
A 19P15 pomponentes del poro nuclear paralmportante para el exporte nuclear, la via de supervivencia del ARNm y la traduccién.
EJC interactuar con el EJC
Proteina asociada con el EJC, ya qusg . . - N - . L, B
20 ITAP Interactia con REF/ALY y a\gunos‘mpl_'cada en el lranspc_me nucleocitoplasmatico, la via de vigilancia del ARNm y la biogénesig
NXF) . de ribosomas en eucariotas.
componentes del complejo del poro nuclear
24FPP2C [Gubunidad catalitica de la serina/treoningAl tratarse de una subunidad de la PP2A, esta se une con las SMGs para desfosforilar a UPF1
fosfatasa 2A (PP2A) Participa en el ciclo celular, |a via de supervivenciadel ARNm v la traduccion.
Al tratarse de una subunidad de la PP2A, esta se une con las SMGs para desfosforilar a UPF1
25PPP2R1 [ubunidad reguladora A de aPreseme en el ciclo celular, la via de sefializacion PI3-Akt, la via de supervivencia del ARNm
serina/treonina fosfatasa 2A (PP2A) a traduccion ! '
lSubunidad requladora B de Lol | tratarse de una subunidad de la PP2A, esta se une con las SMGs para desfosforilar a UPF1
26 PPP2R2 3 9 Implicada en el ciclo celular, la via de sefializacion AMPK, la via de supervivencia del ARNm
serina/treonina fosfatasa 2A (PP2A) 2
a traduccion.
Subunidad ~ reguladora B de ofV tratarse de una subunidad de la PP2A, esta se une con las SMGs para desfosforilar a UPF1
27 PPP2R3 Kerinaftreonina fosfatasa 2A (PP2A) F;;suir;l;nen el ciclo celular, la transduccién de sefales, la via de supervivencia del ARNm y I3
. Al tratarse de una subunidad de la PP2A, esta se une con las SMGs para desfosforilar a UPF1
[Bubunidad reguladora B de laj - A - - . .
28PPP2R5 [ Participa en el ciclo celular, la transduccién de sefiales, la via de supervivencia del ARNm y I
serina/treonina fosfatasa 2A (PP2A) raduccion
Participa en el exporte nuclear, la unién del CAP, el procesamiento de siRNA, la via dg
Factores |29|CBP20 [Subunidad de la proteina de unién al CAP  [supervivencia del ARNm y la traduccién. Forma parte del espliceosoma durante el paso pre-
iados al catalitico.
complep de Isubunidad de Ia protefna de unién al CAPVPammpa en el exporte nuclear, la union del CAP, el pruces_amlenlu de siRNA, la via deg
union a CAP |30 [CBP80 Pridlogo de NCBP1 en humano lsupervivencia del ARNm vy la traduccién. Forma parte del espliceosoma durante el paso pre-
9 : leatalitico.
Proteinas de |31 HBS1 Es una pmtemé.l que se |ocaliza en el c\tosol\nter‘a(.:!ua con el ribosomas para promover la disociacién de subunidades y la eliminacion del
o forma complejos con Dom34 eptidil ARNE.
1 del o -
ribosoma |32 DOM34 E;;{‘a proteina que ferma complejos CoMoermite la disociacion de la subunidad ribosémica y el inicio de la traduccion.

Tabla 12. Caracteristicas y funciones de los factores asociados a NMD
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La distribucion de los diferentes factores de NMD fue analizada y comparada
en 187 hongos, que a su vez, fueron clasificados en diferentes grupos con base en
su phylum, clase, orden, familia y género (Anexo 2). Debido a la gran informacién
generada y con el fin de facilitar la interpretacion, se realiz6 el analisis comparativo
de los factores siguiendo la clasificacion por phylum y orden. La clasificacion por
phylum, nos llevo a la agrupacion de los 187 hongos en cuatro grupos con cierto
numero de especies que correspondian a 135 ascomicetos, 45 basidiomicetos, 6

rozellomicetos y 1 mucoromiceto (Grafica 1).

Rozellomicetos H 0 n go S (phylum)
:(;;/; Mucoromicetos
1%
(1)

Basidiomicetos
24%
(45)
B Ascomicetos

M Basidiomicetos

Ascomicetos )
72% B Rozellomicetos

(135)

B Mucoromicetos

La subclasificacién por orden nos permitio la agrupacion de los 135 ascomicetos en:
40 Saccharomycetales, 2 Dipodascales, 11 Sordariales, 3 Magnaporthales, 1
Togniniales, 1 Ophioostomatales, 22 Hypocreales, 6 Glomerelales, 1 Microascales,
2 Xylariales, 5 Helotiales, 15 Eurotiales, 9 Onygenales, 8 Pleosporales, 5
Mycosphaerellales, 1 Botryosphaeriales, 1 Pezizales y 2 Schizosaccharomycetales
(Grafica 2).

Mientras que la subclasificacion por orden de los 45 basidiomicetos se realizé de la
siguiente manera: 9 Tremellales, 2 Trichosporonales, 4 Polyporales, 2 Russulales,
1 Corticiales, 1 Corticiales, 1 Auriculariales, 1 Hymenochaetales, 1 Gloeophyllales,
1 Cantharellales, 9 Agaricales, 2 Boletales, 2 Wallemiales, 3 Ustilagnales, 3
Malasseziales y 4 Pucciniales (Grafica 2). La agrupacién por orden de los 45

basidiomicetos incluyé los siguientes grupos y numero de hongos: 9 Tremellales, 2
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Trichosporonales, 4 Polyporales, 2 Russulales, 1 Corticiales, 1 Auriculariales, 1
Hymenochaetales, 1 Gloeophyllales, 1 Cantharellales, 9 Agaricales, 2 Boletales, 2
Vallemiales, 3 Ustilaginales, 3 Malasseziales y 4 Pucciniales (Grafica 3). Por otra
parte, no se logro la identificacion de los rozellomicetos debido a la poca informacién
de filogenia y clasificacién que se tiene de estos hongos. Mientras que se logro la

agrupacion del unico mucoromiceto en el orden de los Glomerales.

g Ascomicetos (Orden)

R (1)
Botryosphaeriales
1%
(W]

Mycosphaerellales
9 q
4% :2/;’ m Dipodascales

(5)
I W Sordariales
Pleosporales '
v B Magnaporthales

()
(8)
(I
Onygenales
7%
(C)] Saccharomycetales m Hypocreales
30%
(40) H Glomerellales

B Saccharomycetales

Schizosaccharomycetales

B Togniniales
B Ophiostomatales

Eurotiales )
1% W Microascales
(15) Dipodasec=les; .

10 lariales
(2) eloti
Helotiales lotiales
® Sordariales urotiales
(5) =
¢ @ Onygenales

Xylariales 4
1% Moo Pleosporales

2)
LELESS m Mycosphaerellales

2%
(©) H Botryosphaeriales
Microascales Togniniales N
R H Pezizales

1%
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a l:”:‘ere Hypocreales Ophiostomatales g2 .
ales 16% 1% 1) m Schizosaccharomycetales

4% (22)
®) (1)

Grafica 2. Numero de ascomicetos analizados con base a su clasificacion por orden
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Grafica 3. Numero de basidiomicetos analizados con base a su clasificacion por orden.

8.1.1 Factores centrales de la via NMD

La activacién del mecanismo NMD incluye el reclutamiento de diversos factores,
que se han clasificado como factores centrales y factores asociados. Los factores
centrales forman parte del nucleo de la maquinaria de NMD y se han descrito por lo
menos tres de ellos, como es el caso de Upf1, Upf2 y Upf3. A continuacion, se

explica la expresion de cada uno de ellos en los diferentes grupos de hongos:

UPF1 es un factor clave en la via NMD, pues se requiere de su actividad para
la fosforilacion de la reaccion y el reclutamiento de proteinas accesorias, por lo que
resultaria légico su expresién en la mayoria de los hongos. Los datos obtenidos
revelaron que de los 185 hongos analizados 144 presentan este factor, mientras
que si lo analizamos detalladamente por grupos, de los 135 ascomicetos analizados,
113 reportan una sobreexpresion del factor central UPF1, 4 de ellos sustituyen su
actividad con el ortdlogo NAM7 y 18 continuan caracterizandose, pues
aparentemente poseen los dominios que caracterizan a este factor. Ademas, 28 de
los 45 basidiomicetos analizados reportan la presencia de UPF1, mientras que 17
aparentemente carecen de él. En los rozellomicetos, 4 de ellos no reportan la
expresion de este factor, ni de algun otro ortélogo. Sin embargo, eso no significa

que no lo expresen, pues se ha reportado que Encephalitozoon romaleae y
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Vairimorpha ceranae expresan una proteina similar, que posee los mismos dominios

de UPF1, por lo que podria tratarse de esta proteina.

UPF2 es la proteina de unién entre UPF1 y UPF3, por lo que se esperaria
una relacién de la expresion entre los tres factores centrales. Sorprendentemente,
UPF2 es el factor central mayor caracterizado e identificado hasta el momento, ya
que el 95% de los organismos analizados (177 hongos) lo expresan. La mayoria de
los ascomicetos presentan este factor con excepcién de Saccharomyces ludwigii,
quien expresa el ortologo NMD2p. Por otra parte, se observd que Yamadazyma
tenuis y Tuber melanosporum no presentan ortdlogos para UPF2. Asi como se
observé que los rozellomicetos no expresan, ni presentan algun ortélogo para UPF2,

esto debido al tipo de relaciéon parasitaria que tiene este grupo de hongos.

UPF3 es una proteina que al unirse a UPF2 y UPF1 forman el complejo de
vigilancia y activan la via NMD. A pesar de que UPF3 es el factor menor descrito,
se ha encontrado que 124 ascomicetos y 35 basidiomicetos lo expresan. Aquellos
gue aun no han sido identificados pertenecen al orden de los Saccharomycetales,
Dipodascales y Pleosporales. Dentro de los Saccharomycetales, solo se ha

identificado la actividad del ortdlogo Upf3p en S. ludwigii.

Adicional a ello, se ha observado que Eremothecium cymbalariae no presenta
ortdlogo para Upf3, por lo que podria no ser fundamental para él y compensar su
actividad con el complejo Upf1-Upf2. Curiosamente, Y. tenuis y Alternaria alternata
son hongos que no expresan los tres factores centrales, esto podria relacionarse a
su naturaleza parasitaria y patdgena, del tal forma que podrian utilizar mecanismos

del hospedero que compensen su actividad.
8.1.2 Factores asociados al complejo CAP

CBP80 es una de las proteinas que mayor prevalece en ascomicetos,
basidiomicetos y rozellomicetos, dado que esta presente en 131 ascomicetos y 42
basidiomicetos y 1 mucoromiceto. De los 3 basidiomicetos no reportados, Psilocybe
cubensis 'y Moniliophthora perniciosa no presentan ortélogos para CBP80, mientras

que Malassezia sympodialis expresa una proteina similar a CBP80, llamada STO1,
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que posee dominios funcionales similares, por lo que podria considerarse a STO1
como un ortélogo. En ascomicetos, ocurre algo similar con Trichoderma asperellum
dado que presenta dominios funcionales similares a STO1, sin embargo, continta

caracterizandose. En los rozellomicetos no hay presencia de este factor.

Sorprendentemente, CBP20 es uno de los pocos factores que se encuentra
presente en todos los rozellomicetos, esto resulta razonable al ser una proteina
fundamental en el reconocimiento del ARNm en el agregado de la caperuza.
También, se encontrd que los 43 basidiomicetos analizados contienen a CBP20 con
excepcion de Postia placenta y M. perniciosa. Caso contrario del grupo de los
ascomicetos a los que corresponde Aspergillus oryzae, Uncinocarpus reesii,
Trichophyton benhamiae, Trichophyton verrucosum, Zymoseptoria tritici y

Candidozyma auris.
8.1.3 Fosfatasas y cinasas

En mamiferos, las fosfatasas y cinasas juegan un papel importante en la activaciéon
de UPF1 al dar paso a una serie de reacciones de fosforilacion y desfosforilacion,
sin embargo, la expresion de estas es distinta en eucariontes inferiores, pues se
encontré que la fosfatasa SMG1 no esta presente en hongos, lo que indicaria que
la fosforilacidbn esta regulada por otras proteinas y/o mecanismos en estos

organismos.

SMG5, SMG6 y SMG7 son cinasas que en conjunto participan en la
desfosforilacion de Upf1. La expresion de las SMGs es variable en hongos, pues
SMG6 solo esta presente en 18 basidiomicetos de los 187 hongos analizados.
Algunos de estos basidiomicetos poseen el gen ortdlogo est1a. SMG7 esta presente
en 6 basidiomicetos y diferentes grupos de los ascomicetos, dentro de los que se
resalta al orden de los Hypocreales y Glomerellales. Mientras que SMG5 esta
ausente en casi todos los hongos, excepto en S. cerevisiae. Esta levadura presenta

los ortologos Eslp1, Est1a y Est1p.

72



Estudio de los factores de splicing y decaimiento del ARNm sin sentido (NMD) en
Mycosarcoma maydis

La PP2A es una enzima que ayuda en diferentes procesos celulares, sobre
todo, al asociarse con las SMG’s para permitir la fosforilacion de Upf1. PPP2R1,
PPP2R2, PPP2R3 y PPP2R5 son subunidades que forman parte esta fosfatasa.

Se encontré que PPP2R1 es la subunidad, que mayor prevalece en hongos,
dado que las unicas especies que no expresan esta enzima son P. placenta, M.
perniciosa y Vairimorpha necatrix. Lo mismo ocurrioé con la subunidad PPP2R2 que
se encuentra ausente en Yarrowia lipolytica, Cutaneotrichosporon cavernicola 'y P.
placenta. Mientras que PPP2R5 prevalece en todos los ascomicetos y casi todos
los basidiomicetos, pues se observd que no esta presente en P. placenta, P.
cubensis y Puccinia triticina. Por otra parte, PPP2R3 demostrd no estar presente en
hongos. La ausencia de esta subunidad indicaria que su papel no interfiere con la
actividad de la fosfatasa 2A y por lo tanto no es primordial en la activacion de la via
NMD en estos organismos. Ademas que P. placenta no expresa ninguna de las
subunidades de la fosfatasa 2A, esto debido a su naturaleza infectiva y degradativa

de lignocelulosa en plantas.
8.1.4 Factores asociados al complejo EJC

Y14 y MAGOH son un heterodimero, que al unirse al regulador PYM1 promueve el
desensamble del complejo EJC en el citoplasma y el reclutamiento de la subunidad
ribosomal 48S para iniciar la traduccion. Se identifico la ausencia de Y14 en
Sugiyamaella lignohabitans, Rhizoctonia solani, Laccaria bicolor, Psilocybe
cubensis y Malassezia sympodialis. Por su parte, MAGOH no se encontré en
Podospora bellae, Thermochaetoides thermophila, Pochonia chlamydosporia,
Kwoniella newhampshirensis y Wallemia ichthyophaga, Ademas, ambos factores
estan ausentes en Rozellomicetos y en determinados Ascomicetos, particularmente

en Saccharomycetales, asi como en T. verrucosumy P. placenta.

En mamiferos, MLN51, Pinin y ACIN1 son elementos periféricos de EJC, que
protegen y transportan el ARN del nucleo hacia el citoplasma. En hongos no hay
reportes de expresion de estos factores, ni de algun gen ortélogo, de manera que

son factores caracteristicos de especie.
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SAP18, también, es un elemento periférico de EJC, que esta presente en la
mayoria de los ascomicetos y basidiomicetos. Sin embargo, no prevalece en ciertos
grupos como los Saccharomycetales, Dipodascales, Togniniales, Microascales,
Botryosphaeriales, Cantharellales y Malasseziales. En los rozellomicetos no esta

presente este factor.

RNPS1 es una de las proteinas, que recubre al complejo EJC y junto con
ALY/REF, SAP18, PININ y ACIN1 forman la capa externa del complejo. La
expresion de RNPS1 en hongos es variable, pues 74 ascomicetos, 17
basidiomicetos, 6 rozellomicetos y 1 mucoromiceto no lo presentan. Silo analizamos
por orden, esta proteina esta ausente en Saccharomycetales, Togniniales,
Mycosphaerellales, Botryosphaeriales, Pezizales, Auriculariales, Hymenochaetales,
Cantharellales y Glomeralles. Ademas que no ha sido identificada en algunos
Eurotiales, Hypocreales, Eurotiales, Onygenales, Pleosporales, Trichosporonales,

Polyporales, Russulales, Agaricales, Boletales, Ustilaginales y Malasseziales.

ALY/REF es un transportador del ARNm y factor asociado a NMD, que no ha
sido identificado en ciertos Saccharomycetales como Saccharomyces eubayanus,
Saccharomyces paradoxus, Eremothecium cymbalarie, Vanderwaltozyma
polyspora, Torulaspora globosa, Meyerozyma guilliermondii y Clavispora lusitaniae.
Asi como tampoco esta presente en algunos Agaricales y Malasseziales como
Moniliophthora perniciosa y Malassezia sympodialis. En los rozellomicetos esta
ausente este factor y no presenta algun gen ortélogo, por lo que probablemente este

factor no es esencial para el recubrimiento de EJC.

EIF4A3 es uno de los factores asociados a EJC mayor identificado vy
caracterizado en hongos, dado que todos los ascomicetos, mucoromicetos y la
mayoria de los basidiomicetos, lo poseen. P. placenta y P. graminis son
basidiomicetos que presentan el ortélogo EIF-4A, lo que nos indicaria que la
expresion de esta proteina es fundamental para la regulacion de NMD en estos

organismos. La expresion de esta en los rozellomicetos aun se desconoce.
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8.1.5 Proteinas transitorias y asociadas al complejo EJC

Ademas de las proteinas que participan en el reconocimiento del complejo EJC, se
han descrito otras proteinas, que se unen de manera transitoria como SRM160,

UAP56 y P15. Las cuales fueron incluidas para el analisis de este trabajo:

UAP56 es una de las proteinas transitorias mayormente expresada, pues
prevalece en 176 de los 187 hongos analizados. Naumovozyma castelli, Sordaria
macrospora 'y Blastomyces gilchristii son ascomicetos que no expresan dicho factor.
De la misma manera Trichosporon asabhii, Postia placenta, Rhizoctonia solani y P.
cubensis son basidiomicetos que no lo expresan. Mientras tanto Vairimorpha

ceranae y Vairimorpha necatrix son los unicos rozellomicetos que expresan UAP56.

SRM160 es otra de las proteinas que junto con UAP56 y P15 rodean al
complejo EJC. Bajo esta afirmacion, se esperaria el hallazgo de este factor en los
mismos hongos que UAPS56. Sin embargo, se ha visto que SRM160 tiene una menor
presencia, pues este factor no prevalece en 54 ascomicetos, 12 basidiomicetos y 6
rozellomicetos. Los Saccharamycetales, Hipocreales y Eurotiales fueron los
ascomicetos que mayor carecian de la expresion de este factor. Mientras que
basidiomicetos fueron los Agaricales y Boletales. A pesar de que se realizé la
busqueda de genes ortdlogos, no se encontrd alguno, por lo que probablemente

este factor no sea esencial para algunas actividades celulares en ciertas especies.

Se observo que 80 ascomicetos y 37 basidiomicetos usan a P15 como factor
asociado a NMD, el cual se une a SAP18 para recubrir el complejo EJC. En
ascomicetos, los Saccharomycetales, Dipodascales, Hypocreales, Onygenales,
Pleosporales, Mpycosphaerellales y Pezizales no poseen este factor. En
basidiomicetos, ocurre lo mismo en los Trichosporonales, Polypororales, Corticiales,
Agaricales, Boletales y Pucciniales. Asimismo, se ha observado la ausencia de P15
en rozellomicetos y mucoromicetos. Sin embargo, se ha observado que los
Saccharomycetales, Onygenales, Mycosphaerellales, Trichosporonales,
Polyporales y Boletales presentan al ortdlogo NTF2, quien presenta dominios

funcionales similares a P15, por lo que suple la actividad de esta misma.

75



Estudio de los factores de splicing y decaimiento del ARNm sin sentido (NMD) en
Mycosarcoma maydis

TAP es un factor asociado que se une al complejo EJC. Se observé que este
factor esta presente en 176 de los 187 hongos analizados. Penicillum digitatum e
Histoplasma mississippiense son ascomicetos que presentan los ortdlogos NFX1 y
NFX2. Ademas que los basidiomicetos Psilocybe cubensis y Malassezia
sympodialis poseen el ortdlogo FAP1. Mientras tanto rozellomicetos vy

mucoromicetos son grupos de hongos que no poseen este factor.
8.1.6 Factores que participan en la disociacion del ribosoma

La presencia de HBS1 es fundamental para la interaccion con DOM34, lo que
permite la disociacién de los ribosomas. HBS1 se identifico en la mayoria de los
hongos analizados, mostrando una alta conservacion evolutiva. No esta presente
en Vanderwaltozyma polyspora, Torulaspora globosa, Lodderomyces elongisporus,
Yamadazyma tenuis, Pichia pastoris, Yarrowia lipolytica, Schizosaccharomyces
pombe y Schizosaccharomyces osmophilus, todos ascomicetos. Tampoco se
encuentra en algunos basidiomicetos como Phanerochaete carnosa, Moniliophthora
perniciosa, Marasmius oreades, Puccinia graminis, Puccinia triticina, Puccinia

striiformis y Melampsora larici, ni en rozellomicetos.

DOM34 se identific6 como un factor altamente conservado entre los
ascomicetos, ya que esta presente en todos los miembros de este grupo. Sin
embargo, se observd su ausencia unicamente en los basidiomicetos Postia
placenta, Stereum hirsutum y Moniliophthora roreri. Sorpresivamente, DOM34 se
encuentra presente en todas las especies analizadas de rozellomicetos y

mucoromicetos.
8.1.7 Factores implicados en la degradacion del ARNm

SKI7 es una proteina del exosoma responsable de degradar ciertas particulas de
ARN. Esta solo se encuentra en los ascomicetos; Saccharomyces cerevisae,
Saccharomyces eubayanus, Saccharomyces paradoxus y Nakaseomyces

glabatrus.

De manera que la composicion proteica para activar a la via es distinta en cada

phylum. La Figura 18 ilustra la maquinaria NMD de cada phylum.
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a) Ascomicetos b) Basidiomicetos

Figura 18. Factores involucrados en la activacion de la via NMD en hongos.
El siguiente esquema ilustra los factores implicados en la activacion de la via NMD en los ascomicetos,

basidiomicetos, rozellomicetos y mucoromicetos.

8.1.8 Factores implicados en la activaciéon de la via NMD en Mycosarcoma

maydis

Por ultimo, en este analisis se determind que Mycosarcoma maydis presenta una
maquinaria compleja, pues posee alrededor de 22 factores, los cuales pueden
clasificarse como centrales, periféricos y transitorios de EJC, entre ellos UPF1,
UPF2, UPF3, MAGOH, elF4A3, Y14, RNPS1, ALY, P15, UAP56, SRM160 y TAP.
Ademas de aquellos implicados en la disociacion del ribosoma y degradacion del
transcrito como CBP20, CBP80, HBS1 y DOM34, asi como aquellos responsables
de la hiperfosforilaciéon de Upf1, como SMG7 vy la fosfatasa 2A. Curiosamente, no
se encontrd la presencia de las fosfatasas SMG1, SMG5, SMG6 y SMGS8, ni

tampoco de MLN51, por lo que se propuso el siguiente esquema (Figura 19).

77



Estudio de los factores de splicing y decaimiento del ARNm sin sentido (NMD) en
Mycosarcoma maydis

: V4 o
Ustilago maydis ' %«\P
csp !
o 20
Mycosarcoma :
5 5" W
maydis cap

Figura 19. Factores asociados a la via NMD en M. maydis.

La figura ilustra los componentes involucrados en la activacién de la via NMD. Aproximadamente 22 proteinas
conforman la maquinaria NMD, incluyendo factores del complejo EJC y factores asociados. Cabe destacar que
muchas de estas proteinas no solo participan en esta via, sino que también desempefian un papel importante en
el transporte del ARN del nucleo al citoplasma.

8.2 Expresidén de los transcritos Rnps1, Upf1, Upf2, Upf3, Hbs1 y Magoh en

Mycosarcoma maydis.

Para la identificacion de los transcritos putativos de los factores de NMD Upf1, Upf2,
Upf3, Hbs1 y Magoh se utilizé la cepa 521 de Ustilago maydis o Mycosarcoma
maydis.

Primero, se realizé la busqueda de la secuencia gendémica y transcriptémica de
cada uno de ellos. Una vez identificados, se disenaron los oligonucledtidos
especificos que mas tarde se utilizaron para amplificar por PCR de punto final. Las
secuencias y condiciones de PCR se describieron anteriormente (Tabla 10).
Experimentalmente, se realizé una extracciéon de ARN total de M. maydis 521 y se
comprobd su integridad por gel de agarosa al 1.5% donde logramos observar una
buena concentracidon con bandas bien definidas, sin degradacién (Figura 20), lo que
ayuda en la obtencion del ADNc. Posteriormente, se realizaron ensayos de RT-PCR
dividiéndolo en retrotranscripcion para la obtencion de ADNc, seguida de una PCR
de punto final utilizando como templado dicho molde. Los transcritos analizados de
manera bioinformatica corresponden con los amplificados obtenidos in situ (Figura
21).
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Figura 20. Verificacion de la extraccién
de ARN total de M. maydis 521. En la
imagen se muestra un gel de agarosa al
1.5% donde se observa la integridad del
ARN total.

umUpf3 umMagoh umHbs1

268 pb

198 pb TR

136pb  132pb  105pb
.—-‘ - S e D - .

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 21. Expresion de los genes umRnps1, umUpf1, umUpf2, umUpf3, umMagoh y
umHbs1.

Gel de agarosa al 1.5% que muestra los amplificados obtenidos a partir de cDNA de umRnps1,
umUpf1, umUpf2, umUpf3, umMagoh y umHbs1. Las muestras se cargaron en el siguiente
orden: primer carril marcador de peso (M), segundo carril control, tercer carril umRnps1, cuarto
carril umUpf1, quinto carril umUpf2, sexto carril umUpf3, séptimo carril umMagoh y octavo carril
umHbs1. Los tamafios para las bandas obtenidas se indican en cada carril.
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8.3 Comprobacion por PCR de las construcciones umUpf1, umUpf2 y
umUpf3.

Con el objetivo de verificar las construcciones previamente obtenidas en el
laboratorio, se disefaron oligonucleétidos especificos para la amplificacion de los
insertos umUpf1CH, umUPF2 y umUPF3, presentes en los vectores pProEX-HTb y
pProEX-HTc. Especificamente, umUpf1CH es un inserto de 873 pb que se clond en
el vector pProEX-HTb, cuyo tamafio es de 4779 pb, dando como resultado una
construccion de 5652 pb. Por su parte, umUpf2 tiene un tamafio de 3708 pb, y de
igual manera fue insertado en pProEX-HTb, generando una construccion final de
8487 pb. Finalmente, umUPF3 posee un tamafio de 1608 pb, el cual se inserté en

el vector pProEX-HTc, también de 4779 pb, obteniéndose una construccion de 6455

pb.

Tomando en consideracion estos datos y las secuencias de los insertos, se
disenaron oligonucledtidos especificos para la amplificacion de cada uno de los
insertos por PCR de punto final (Tabla 10). Las condiciones de PCR se describieron
previamente en el apartado 7.2.5.6. Lo que obtuvimos por resultado se encuentra
en la figura 21 donde observamos amplificados cercanos a 873pb para umUpf1CH
(carril 2), 3819 pb para umUpf2 (carril 3) y 1413 pb para umUpf3 (carril 4), que

corresponden al tamafo esperado.

M umUpfi umUpf2 umUpf3
CH

3819 pb

1413 pb

1000 pb

750 pb

BO0/ED Figura 22. Identificacién de la insercién de los

250pb — genes umUpf1, umUpf2 y umUpf3 en vectores
de expresion.

Gel de agarosa al 1% que muestra los productos
de PCR esperados correspondientes a Upf1,
Upf2 y Upf3. EI primer carril corresponde al
marcador de peso (M), segundo carril el amplicon
de umUpf1CH, tercer carril el amplicon de
umUpf2 y el cuarto carril el amplicon de umUpf3.
Los tamafios para las bandas obtenidas se
indican en cada carril.
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8.4 Comprobacion por digestion con enzimas de restriccion de las

construcciones umUpf1, umUpf2 y umUpf3.

Empleando ensayos con enzimas de restriccion se comprobaron las construcciones
correspondientes a los homologos de UPF1, UPF2 y UPF3, previamente generadas
en el laboratorio. Las enzimas empleadas fueron seleccionadas considerando la
cantidad de sitios de corte que se generaban en el vector, asi como su disponibilidad

en el laboratorio.

La construccion Upf1CH/pProexhtb tiene un peso de 5652 pb. Al utilizar la
enzima EcoRl, se obtuvo un doble corte en los sitios 352 y 1037, lo que origina dos
fragmentos: uno de 685pb y otro de 4967 pb. Upf2/pProEX-HTb corresponde a una
construccion de 8487pb. Se empled la enzima Xbal, la cual realiza dos cortes en las
posiciones 723 y 4110, generando asi dos fragmentos de 3387pb y 5100 pb,
respectivamente. Upf3/pProexhtc es una construccion de 6455 pb que se digirié con
la enzima EcoRl, la cual corta en el sitio 752 y genera un fragmento del mismo

tamano.

Tras la realizacion de las digestiones con enzimas de restriccion, los resultados
fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. En el carril 1,
se depositd un marcador de peso molecular de 1kb (Thermo Scientific). En el carril
2, visualizamos una banda de 4967 pb, correspondiente al tamafio esperado. En el
carril 3 observamos bandas de 5100 pb y 3387 pb, que corresponden con los
esperados. Por ultimo, en el carril 4 detectamos una banda de 6455 pb, que
coincide con el tamano previsto (Figura 22). De esta manera, podemos concluir que
las construcciones son correctas, se encuentran en buenas condiciones para iniciar

con la sobreexpresion de proteinas recombinantes.
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M Upf1 Upf2 Upf3
(0, |

6455 pb

5100 pb
4967 pb

3387 pb

Figura 23. Identificacién de los insertos
por digestion con enzimas de
restriccion.

Gel de agarosa al 1% que muestra
digestiones realizadas con las enzimas de
restriccion EcoRl y Xbal. Las muestras
fueron cargadas de la siguiente manera:
carril 1 marcador de peso (M), carril 2
Upf1CH, carril 3 Upf2 y carril 4 Upf3. Los
tamafios para las bandas obtenidas se
indican en cada carril.

1 2 3 4
8.5 Secuenciacion de las proteinas recombinantes para los homélogos de
UPF1 y UPF2 en Mycosarcoma maydis.

Las construcciones Upf1-CH/pProEX-HTb y Upf2/pProEX-HTb fueron enviadas a
secuenciar con el propésito de reafirmar su identidad e integridad. Para este
procedimiento, se realizd la extraccion de plasmidos por CTAB y, posteriormente,
se purificaron los plasmidos hasta obtener una concentracion de 10 ug/ul.
Asimismo, se disefiaron oligonucledtidos (Véase el apartado 7.2.5.9) con el fin de
delimitar la regién a secuenciar. Las muestras y oligonucledétidos fueron enviados a

la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

En el caso de la construccion Upf1CH/pProEXHTb, el oligonucledtido
M13/Puc Fwd se posiciond entre los nucleétidos 235 y 257, localizados rio arriba
del codon de inicio del gen y de la etiqueta de histidinas (6xHis) (Figura 23a). Esto
permitié obtener una secuenciacion de 1062 pb, correspondientes a la regidn
comprendida entre las posiciones 278 y 1325, abarcando asi la totalidad del gen.
Con base en los resultados de la secuenciacion, fue posible confirmar el marco de

lectura, la insercién y la orientacién correcta de umUpf1, la presencia de la etiqueta
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de histidinas, el codon de inicio y los sitios de reconocimiento para la enzima EcoRl
(Figura 24b). Estos hallazgos respaldan y confirman los resultados previamente

obtenidos mediante los analisis de cortes con enzimas de restriccion.

TGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCCGGTCCGTATAATCTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATT TCACACAGGAAACAGALCATG
I Il } Il 3 | 1 1 i L } | I Il } Il 3 1
T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T 270
ACTTTACTCGACAACTGTTAATTAGTAGGCCAGGCATATTAGACACCTTAACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCCTTTGTCT TAC
M13/pUC Fwd (|
Met
a)
b) Met

EcoRI (352)

EcoRI (1037)

Sall (1241)

upfi1CH pProexhtb
5652 bp

Figura 24. Secuenciacion de la proteina recombinante Upf1CH pProExHTb.

En la siguiente imagen generada en el programa Snapgene se esquematizan los resultados de la secuenciacién a) Sito
de reconocimiento del oligonucleétido M13/Puc Fwd, utilizado para la secuenciacién de la construccion Upf1-CH pProEX-
HTb. b) Representacion de los sitios de insercion del gen umUPF1-CH, el codén de inicio, los sitios de reconocimiento
de la enzima EcoRl, la etiqueta de histidinas (6xHis) y la regién secuenciada. Ademas, de los sitios de reconocimiento de
la enzima Stul, los cuales fueron utilizados para la apertura inicial del vector.
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Para la construccion Upf2/pProEX-HTb se utilizé el mismo cebador M13/Puc Fwd,
el cual se alined en la posicidn 235-257 de la construccion, también, localizado rio
arriba del coddn de inicio y de la etiqueta de histidinas (6XHis) (Figura 24a) . Esta
secuenciacion gener6 una lectura a 1062 pb desde la posicion 278-1339, lo que
permitié una lectura parcial del gen insertado. Sin embargo, estos resultados nos
confirman que el marco de lectura es correcto asi como la insercién y orientacion
de umUpf2. Ademas, se constato la presencia del codén de inicio, de la etiqueta de
histidinas (6XHis) y de los sitios de reconocimiento para la enzimas EcoRl y Xbal,
previamente empleadas para la verificacidon por digestidon con enzimas de restriccion
(Figura 24b).

TGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCCGGTCCGTATAATCTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGACCATGT

1 ] 1 1 I 1 1 1 1 1 I 1 Il 1 I 1 I
T T T T T T T T T T T T T T T T T

1
1
ACTTTACTCGACAACTGTTAATTAGTAGGCCAGGCATATTAGACACCTTAACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCCTTTGTCTGGTACA

[ |

Met
a) lac operator
) 6xHis

TEV site
EcoRI (352)

Xbal (723)

rrnB T2 terminator
rrnB T1 terminator Xbal (4110)

Figura 25. Secuenciacion de la proteina recombinante Upf2 pProEx-HTb.

En la siguiente imagen generada en el programa Snapgene se esquematizan los resultados de la secuenciacion a) Sito
de reconocimiento del oligonucleétido M13/Puc Fwd, utilizado para la secuenciacién de la construccion Upf1-CH pProEX-
HTb. b) Representacion de los sitios de insercion del gen umUPF2, el coddn de inicio, los sitios de reconocimiento de la
enzima EcoRl, la etiqueta de histidinas (6xHis) y la regién secuenciada dentro del vector pProEX-HTb. Ademas, de los
sitios de reconocimiento de la enzima Stul, los cuales fueron utilizados para la apertura inicial del vector.
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8.6 Sobreexpresion de la proteina recombinante homoéloga UPF1-CH

Tras la verificacion de las construcciones, se procedio a la sobreexpresion de las
proteinas recombinantes. La proteina recombinante UPF1-CH tiene un peso
molecular aproximado de 39kDa. Para comenzar los ensayos de recombinantes, se
realizé extraccion de plasmido mediante CTAB a partir de las transformantes en E.
coli DH5-a y este mismo se utilizé para transformar en la cepa de sobreexpresion
E. coli BL21. Se seleccionaron multiples colonias que crecieron en presencia de
ampicilina (resistentes a ampicilina) como posibles transformantes y se cultivaron;
la mitad se indujo con 1mM de IPTG y la otra mitad se mantuvo sin inductor. Los
cultivos se incubaron a 37°C durante 3hrs en agitacion constante. La figura 26
muestra un gel de poliacrilamida al 10% tefiido con azul de Coomassie, en el cual
se analizo el extracto proteico total de UPF1-CH. Como controles se incluyeron una
colonia de BL21 sin transformar y sin inductor (carril 2), asi como dos colonias de
BL21 transformadas con el vector pProEx-HTb vacio sin y con inductor (carriles 3 y
4). Los carriles 5, 7 y 9 corresponden a cultivos no inducidos de UPF1-CH mientras
que los carriles 6, 8 y 10 representan muestras de UPF1-CH inducidas con IPTG al
1mM. En este experimento, se observaron bandas cercanas a 37kDa que podrian
indicar que se trata de nuestra proteina de interés. Sin embargo, la intensidad del
bandeo fue similar entre las muestras inducidas y no inducidas. Ante la ausencia de
un aumento evidente en la sobreexpresion tras la induccién, se optd por modificar

la concentracion de IPTG para los ensayos posteriores.
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Figura 26.
Sobreexpresion de la
proteina recombinante
UPF1-CH en E. coli BL21.
Electroforesis SDS-PAGE
al 10%, que muestra la
sobreexpresion de UPF1-
CH (39 kDa) en
condiciones no inducidas
(=) y tras inducciéon con
1mM de IPTG. En el primer
carril, se cargé el marcador
de peso (M).

50

37

25
20
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En la figura 27, se incluyen los mismos controles previamente descritos. Asimismo,
se emplearon la misma temperatura y tiempo de incubacién que en los ensayos
anteriores. Los carriles 5,7 y 9 corresponden a muestras de UPF1-CH no inducidas,
mientras que los carriles 6, 8 y 10 representan muestras inducidas con 0.5mM, 1mM
1.5mM, 2mM y 2.5mM de IPTG, respectivamente. En esta ocasion, se observé el
mismo comportamiento, pues la adicion de IPTG no produjo un aumento detectable
en la expresion de la proteina. La intensidad de las bandas permanecié comparable
entre las muestras UPF1-CH con y sin inductor, por lo que no hay un cambio

diferencial significativo.
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Se tomo la decision de cambiar la cepa de expresion, eligiendo asi a E. coli BL21-
CodonPlus (BLCP), la cual contiene copias adicionales de genes que codifican para
distintos ARNt, lo que favorece la traduccion de codones poco frecuentes, por
consecuente mejora la expresion proteica en comparacion con la cepa BL21 (Green
y Sambrook, 2012; Greener y cols., 1997; Grodberg y Dunn, 1988). Tomando en
cuenta lo anterior, se transformé en E. coli BLCP (D3) y se seleccionaron varias
colonias para su crecimiento y evaluacion. Durante la etapa de induccion, las
muestras se trataron con IPTG al 1mM y se incubaron a 37°C durante 3 horas.
Posteriormente, se realiz6 el corrimiento electroforético en el cual se cargd el
marcador de peso molecular (M) (carril 1), los controles previamente descritos
(carriles 2-4), muestras UPF1-CH no inducidas (carriles 5, 7 y 9) y muestras UPF1-
CH inducidas (carriles 6, 8 y 10) (Figura 28). Nuevamente, se observa misma

intensidad de bandeos sin cambios diferenciales significativos, por lo que se eligié
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modificar la temperatura de incubacion.
pPro pPro
BLCP exhtb exhtb UPF1-CH
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En la figura 29, se observan muestras tratadas con 1mM de IPTG (carriles 6, 8 y

10) a 24°C por 12 horas donde no apreciamos cambios en la sobreexpresion de
UPF1-CH.

Por consiguiente, se optdé nuevamente por cambiar de cepa de expresion,
seleccionando a E. coli SoluBL21 debido a su capacidad para producir proteinas de

mamiferos en forma soluble. Dado que previamente se habia observado una
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disminucidn en la expresion al agregar el inductor a las células, se decidié evaluar

una concentracién mayor de IPTG.

Para estos experimentos se considerd trabajar con una concentracion de
2mM de IPTG. En la figura 30, se muestra un gel de poliacrilamida al 10% en el
que se cargaron las muestras en el siguiente orden: marcador de peso molecular
(primer carril), controles (carriles segundo al quinto), extractos totales sin inductor
(sexto carril), extractos inducidos con 2mM de IPTG (séptimo carril); fraccion celular
o pastilla (octavo carril), y fraccion soluble o sobrenadante (noveno carril). Los
resultados muestran que la adicion del inductor IPTG aumenta la expresion de
UPF1-CH en comparacion con la muestra no inducida. Asimismo, tras la lisis celular
por sonicacion, se detecto la presencia de proteina tanto en la fraccién celular como
en la fraccion soluble, por este motivo se seleccioné la fraccion soluble para su

posterior purificacion.

pPro  pPro UPF1-CH
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UPF1-CH es una proteina recombinante clonada en un vector de expresion,
pProEX-HTb, que permite la expresion de la proteina recombinante con una etiqueta
de seis histidinas (6xHis) para su purificacién mediante cromatografia de afinidad.
Por esta razén, se probo6 el sobrenadante previamente obtenido, el cual se hizo
pasar a través de una columna de niquel- acido nitrilo acético-agarosa (Ni-NTA).
Inicialmente, la fraccién soluble se incubd con las perlas de niquel- acido nitrilo
acético-agarosa para la interaccion con los residuos de histidina, se cargoé en la
columna, se realizaron lavados para eliminar proteinas inespecificas.
Posteriormente, las se realizé la elucion de las proteinas con imidazol 250 mM.
Finalmente, se tomo6 una alicuota de cada fraccion obtenida para su posterior
analisis mediante geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE). Las muestras fueron cargadas en el siguiente orden en un gel de
poliacrilamida al 10%: Marcador de peso (M) (carril 1), Extractos totales (ET) (carril
2), Fraccion celular (P) (carril 3), Sobrenadante (SN) (carril 4), Fraccion no retenida
(NR) (carril 5), Lavados (L) (carril 6-7), Eluciones (E) (carril 8-10). En este gel se
aprecian bandeos de aproximadamente 39 kDa presentes en los extractos totales,

la fraccién celular y

UPF1-CH
el sobrenadante, . [2mM]
250 M ET P SN NR L1 L2 E1 E2 E3
sin embargo, no 4
. 150 ,
hay presencia en 0 =4
las fracciones de .
. 75 .
lavados ni
. 50
eluciones, lo que
- - —— - -
indica que aunque
la proteina UPF1- 37
CH pudiera estar R
- - W .
presente, no se
25 > o e
logré la purificacion 1 2 3 4 5 6 7 8 o 10
(Figura 31 ) Figura 31. Purificacion de la proteina recombinante UPF1-CH.

Electroforesis SDS-PAGE al 10%, que muestra la purificacién por cromatografia de
afinidad de UPF1-CH (39 kDa). Las muestras se cargaron en el siguiente orden: Marcador
de peso (M) (Carril 1), Extractos totales (ET) (Carril 2), Pastilla (P) (Carril 3), Sobrenadante
(SN) (Carril 4), Fraccién no retenida (NR) (Carril 5), Lavados 1y 2 (L1, L2) (Carriles 6 y 7),
Eluciones 1, 2y 3 (E1, E2, E3 (Carriles 8, 9 y 10).
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8.7 Sobreexpresion de la proteina recombinantes homéloga RNPS1

De manera analoga a lo realizado para la obtencion de la proteina recombinante
UPF1-CH, el plasmido RNPS1 se aisl6 a partir de las transformantes en E. coli DH5-
a y posteriormente se empled para transformar en la cepa de expresion E. coli BL21.
Se seleccionaron aquellas colonias resistentes a ampicilina como posibles
transformantes, las cuales fueron cultivadas, inducidas con IPTG al 1TmM e
incubadas a 37°C durante 3 horas para la obtencion de los extractos proteicos
totales. Considerando que RNPS1 presenta un peso molecular aproximado de
32kDa, se prepard un gel de poliacrilamida al 10% en el que se cargaron el Marcador
de peso molecular (M) (carril 1), los controles (carriles 2-4), las muestras no
inducidas (carriles 5, 7 y 9) y las muestras inducidas con 1mM de IPTG (carriles 6,
8y 10) (Figura 32). En los carriles 6, 8 y 10 se observo una sobreexpresion evidente
de RNPS1 en comparaciéon con las muestras no inducidas, lo que podria atribuirse
a la adicion de IPTG.
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Una vez confirmada la induccién, se procedio a cultivar e incubar volumenes
mayores de 50 ml, los cuales se indujeron bajo las mismas condiciones previamente
establecidas. Posteriormente, se realizd la lisis celular para obtener la fraccién

soluble y continuar con el proceso de purificacién por afinidad. La purificacion se
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llevd a cabo mediante cromatografia de afinidad utilizando perlas de Niquel- acido
nitrilo acético-agarosa (Ni-NTA). En la figura 33, se muestran las fracciones
obtenidas durante el proceso de purificacién, el primer carril corresponde al
marcador de peso, el segundo carril a la fraccion celular, el tercer carril contiene la
fraccion soluble y el cuarto carril corresponde a la fraccidn no retenida. Los carriles
cinco al siete incluyen las fracciones de lavado con el buffer de lavado (NaH2PO4 50
mM, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM, PMSF 10 mM a pH 8.0), mientras que los
carriles ocho al diez contienen las eluciones realizadas con el buffer de elucién con
una concentracion de 250 mM de Imidazol, en las cuales se esperaba recuperar la
proteina de interés. Sin embargo, se observé una banda correspondiente al peso
molecular estimado de RNPS1 en la pastilla celular, lo que sugiere que la proteina
podria encontrarse en cuerpos de inclusion.
RNPS1 [1mM]

kDa Figura 33. Purificacion

M P SN NR L1 L2 L3 E1 E2 E3 de la proteina
' . — sy ke " recombinante RNPS1.

?50 Electroforesis SDS-PAGE
50 al 10%, que muestra la
100 purificacion por

cromatografia de afinidad
de RNPS1 (32 kDa). Las
muestras se cargaron en
el siguiente orden:
Marcador de peso (M)
(Carril 1), Pastilla (P)
(Carril 2), Sobrenadante
(SN) (Carril 3), Fraccién
no retenida (NR) (Carril 4),
Lavados 1,2y 3 (L1,L2y
L3) (Carriles 5, 6 y 7),
Eluciones 1,2y 3 (E1, E2
y E3) (Carriles 8, 9 y 10).
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Debido a este resultado, se modificaron variables como la temperatura de

incubacion con el objetivo de reducir la formacién de cuerpos de inclusion. Se llevo
a cabo el mismo procedimiento previo, con excepcion de la temperatura de
incubacion durante la induccion, que se disminuyd a 24°C. Se cargaron los mismos
controles y el mismo marcador de peso molecular, muestras sin inducir e inducidas
al 1mM donde observamos el mismo patron e intensidad de bandeo de cuando se
inducia a 37°C (Figura 34), lo que llevd a la decision de modificar las

concentraciones del inductor.
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Se evalud la expresion de la proteina recombinante RNPS1 a diferentes

concentraciones de IPTG (0.5 mM, 1.5 mM y 2mM) donde se observo que a
concentraciones altas del inductor la expresion disminuye. Esto podria deberse a
que el microorganismo lo percibe como un compuesto toxico y en respuesta a ello,
reduce la sintesis de la proteina. En la figura 35, observamos un gel de
poliacrilamida al 10% en el que se corrieron los mismos controles y las muestras
sometidas a distintas concentraciones del inductor (carriles 5-7) donde no hubo
cambio en la sobreexpresion de RNPS1. En este contexto, se evidencié que, aun
manipulando variables durante el periodo de incubacion de E. coli BL21, el patron 'y
la intensidad del bandeo seguia siendo el mismo. Por lo tanto, se continué la
busqueda de alternativas que evitaran la formacién de cuerpos de inclusion, asi

como metodologias para su solubilizacion.
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inducida con diferentes concentraciones de IPTG, se buscaron alternativas menos
agresivas para la solubilizacion de los cuerpos de inclusion. ElI N-lauril sarcosina o
Sarkosyl es un detergente aniénico capaz de solubilizar agregados de cuerpos de
inclusion. Este método de solubilizacion permite la disrupcion de los cuerpos de
inclusioén sin requerir el replegamiento posterior de la proteina (Singh y cols., 2015).
Por ello, las muestras de RNPS1 inducidas con 0.5 mM de IPTG se trataron con
Sarkosyl al 0.3% durante 3 horas a 4°C y se purificaron mediante cromatografia de
afinidad. En la figura 36, se muestran los resultados de las fracciones purificadas
por este método donde el primer carril se cargd el marcador de peso (M), en el
segundo carril; los extractos totales de RNPS1, en el tercer carril; la fraccion celular
o pastilla de RNPS1 (P) resuspendida en 200 ul de Sarkosyl al 0.3%, en el cuarto
carril Fraccion no retenida (NR), en los carriles quinto al séptimo; una serie de
lavados, y en los carriles octavo al décimo, la serie de eluciones. Los resultados
mostraron que el tratamiento no logro solubilizar los cuerpos de inclusion, por lo que

fue necesario modificar las concentraciones del tensoactivo.
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Figura 36. Purificacién de la proteina recombinante RNPS1.

Electroforesis SDS-PAGE al 10%, que muestra la purificacion por cromatografia de afinidad
de RNPS1 (32 kDa). Las muestras se cargaron en el siguiente orden: Marcador de peso (M)
(Carril 1), Pastilla (P) (Carril 2), Sobrenadante (SN) (Carril 3), Fraccion no retenida (NR) (Carril
4), Lavados 1,2y 3 (L1,L2 y L3) (Carriles 5,6 y 7), Eluciones 1, 2y 3 (E1, E2 y E3) (Carriles
8,9y 10).

Para ello, se optd por evaluar concentraciones crecientes de Sarkosyl con la
finalidad de identificar aquella que permitiera la solubilizacion de los cuerpos de
inclusién. Las muestras fueron tratadas con Sarkosyl al 0.3%, 0.5% y 1% durante 3
horas a 4°C en constante agitacion, posteriormente se centrifugaron y se obtuvo la
fraccion celular o pastilla (P), y soluble o sobrenadante (SN). Estas fueron
analizadas en un gel de poliacrilamida al 10%. En la imagen 36, podemos observar
que la proteina recombinante se concentra en la fraccion celular, de modo que el

tratamiento no produjo cambios en la solubilizacién.
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Figura 37. Proteina recombinante RNPS1 tratada con Sarkosyl al 0.3%, 0.5% y 1%.
Electroforesis SDS-PAGE al 10%, que muestra el tratamiento con sarkosyl aplicado a RNPS1. Se
observa bandeos intensos de aproximadamente 32 kDa en la fraccién celular o pastilla, lo que
indica que el tratamiento no fue efectivo. Las muestras fueron cargadas en el siguiente orden:
Marcador de peso (M) (carril 1), Pastillas (P) (carriles 2, 4 y 6) y Sobrenadantes (SN) (carriles 3,
5y 7). Antes de la separacion de fases, las muestras fueron tratadas con 0.3%, 0.5% y 1% de
Sarkosyl.

Los resultados anteriores sugirieron la necesidad de evaluar nuevas cepas de
expresion de E. coli, que favorecieran la sobreexpresién de RNPS1 y evitaran la
formacion de cuerpos de inclusidn, por lo que se optd utilizar la cepa E. coli
SoluBL21. Esta cepa esta disefiada para mejorar la expresion de proteinas solubles
en mamiferos. En consecuencia, RNPS1 se transformé en E. coli SoluBL21 y se
evaluaron concentraciones de 0.5mM y 1mM de IPTG. Las muestras fueron
cargadas en un gel de poliacrilamida al 10% en el siguiente orden: Marcador de
peso (carril 1), controles (carriles 2-5), RNPS1 sin inductor (carril 6), RNPS1
inducida con 0.5 mM de IPTG (carril 7) y RNPS1 inducida con 1mM de IPTG. Los
resultados muestran que RNPS1 se sobreexpresa al 0.5 mM y 1mM de IPTG, sin
embargo, es necesario aplicar lisis mecanica para identificar el estado de la

proteina, es decir si esta presente en fraccion celular o sobrenadante (Figura 38).
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Figura 38. Sobreexpresion de la proteina
recombinante RNPS1 en E. coli SoluBL21 con
diferentes concentraciones del inductor.
Electroforesis SDS-PAGE al 10%, que muestra la
sobreexpresion de RNPS1 (32kDa) en
condiciones no inducidas (-) e inducidas con 0.5
mM y 1mM de IPTG. Las muestras fueron
cargadas en el siguiente orden: Marcador de
peso (M) (carril 1), controles (carriles 2-5),
RNPS1 sin inductor (carril 6), RNPS1 inducida al
0.5 mM (carril 7), RNPS1 inducida al 1 mM (carril
8).
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Nuevamente, se indujo RNPS1 al 1mM, se separd la fraccion celular y el

sobrenadante donde logramos observar que la proteina se localiza en la fraccion

celular (Figura 39).

pPro pPro RNPS1 [1mM]
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Electroforesis SDS-PAGE al 10%,
que muestra la sobreexpresion de
RNPS1 (32kDa) en condiciones
no inducidas (-) y tras induccién
con 1mM de IPTG en extractos
totales, fraccion celular y fraccion
soluble. Las muestras fueron
cargadas de la siguiente manera:
Marcador de peso (M) (carril 1),
Controles (carriles 2-5), RNPS1
sin inductor (carril 6), Extractos
totales de RNPS1 (ET) (carril 7),
Fraccion celular (carril 8), Fraccion
soluble o sobrenadante (SN)
(carril 9).
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Previamente se habian aplicado diferentes métodos para evitar y solubilizar los

cuerpos de inclusién, sin embargo no obtuvimos éxito. Por lo tanto, los resultados
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anteriores sugieren la necesidad del uso de agentes desnaturalizantes como la
urea. Para estos experimentos se emplearon los mismos controles y marcador de
peso (carriles 1 al 5), anteriormente utilizados, asi como RNPS1 sin inducir (carril
6), extractos totales de RNPS1 inducida con 1mM de IPTG (carril 7), pastilla (carril
8) y sobrenadante (carril 9). Cabe mencionar que RNPS1 fue tratada con urea 8M
durante 16 horas a 4°C en constante agitacion, tras lo cual se separaron las
fracciones; celular y soluble. En los carriles 6 y 7 se aprecia un bandeo intenso
cercano a los 32kDa, lo que indica que podria tratarse de RNPS1. En el carril 8 se
observa una disminucion de la intensidad del bandeo, mientras que el carril 9 se
aprecia una unica banda cercana a los 32 kDa, lo que siguiere la solubilizacion de

los cuerpos de inclusion y liberacion de la proteina al sobrenadante (Figura 40).
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Figura 40. Proteina recombinante RNPS1 tratada con Urea al 8M.

Electroforesis SDS-PAGE al 10%, que muestra la sobreexpresion de RNPS1 (32kDa) en condiciones no
inducidas (-) y tras induccién con 1mM de IPTG en extractos totales, fraccion celular y fraccion soluble.
Adicional a ello, se aplicé tratamiento con Urea al 8M a las fracciones celular y soluble. Las muestras fueron
cargadas de la siguiente manera: Marcador de peso (M) (carril 1), Controles (carriles 2-5), RNPS1 sin
inductor (carril 6), Extractos totales de RNPS1 (ET) (carril 7), Fraccion celular (carril 8), Fraccion soluble o
sobrenadante (SN) (carril 9).
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

9.1 Analisis comparativo de la maquinaria NMD en hongos

En este trabajo se logré la identificacion de 32 factores que participan en la
activacion de la via NMD, sin embargo, la expresiéon de estos factores es variable
en los 187 hongos analizados. Se requirié la agrupacion de estos hongos con base
en su filogenia donde logramos observar que los ascomicetos y los basidiomicetos
son los grupos que poseen la maquinaria NMD mas compleja, pues se identificaron
alrededor de 21 factores involucrados en la activacion de la via de cada uno de ellos
(Figura 18).

Los resultados también indican que, en ascomicetos y basidiomicetos, la
ausencia de determinados factores de la via, como MLN51, SMG1, SMG5, SMG6 y
SMG7, no implica necesariamente la perdida de funcionalidad de este mecanismo.
Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por Lu y cols., (2025) quienes
confirmaron la ausencia de los factores SMG5, SMG6, SMG7, SMG8 y SMG9 de
por lo menos diez hongos fitopatdégenos, entre ellos M. maydis. En estos
organismos, la funcion de los factores ausentes podria ser compensada por
proteinas homdlogas que conservan dominios proteicos similares, lo que
favoreceria su interaccion con el resto de los componentes de la via y permitiria la
activacion de la via NMD. Este tipo de compensacién funcional ya ha sido descrita
previamente en otros organismos como en el nematodo C. elegans, que posee las
proteinas SMG2, SMG3 y SMG4, codificadas por los genes ortélogos de Upf1, Upf2
y Upf3, respectivamente (Longman y cols., 2007). Asimismo, la ausencia de ciertos
componentes podria estar relacionado con la capacidad infectiva de algunos
microorganismos, los cuales pueden aprovechar mecanismos y proteinas del

huésped para suplir funciones propias (Martinez-Montiel y cols., 2016).

También, se encontr6 que los rozellomicetos constituyen el grupo con el menor
numero de factores identificados. De los 32 factores identificados en la via general
de NMD, unicamente CBP20, Dom34, PPP2C, PPP2R1, PPP2R2 y PPP2R5 se
encuentran presentes en estos organismos (Figura 18). Resulta interesante que

hasta el momento no se han caracterizado factores esenciales como CBP80, lo que
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refleja el limitado conocimiento sobre estos hongos. Sin embargo, no se descarta la
posibilidad de que estos organismos posean una maquinaria funcional capaz de

llevar a cabo la degradacion del ARNm mediante la via NMD.

En los mucoromicetos, se identificaron 17 factores involucrados en la activacion
de la via NMD, incluyendo factores centrales, asociados y de transicién (Figura 18).
En particular, en el mucoromiceto Rhizophagus irregularis no se ha reportado la
expresion del factor central UPF3, pero se ha identificado una proteina con similitud
estructural que contiene un dominio smg4, la cual continia caracterizandose (Lin'y
cols., 2014; Tisserant y cols., 2013). La expresion de esta proteina sugiere la
existencia de proteinas homologas que compensan la funcionalidad de la via en
ausencia de UPF3B. Asimismo, ensayos de sobreexpresion génica y secuenciacion
en rozellomicetos y mucoromicetos permitiria esclarecer la expresion y
funcionalidad de los factores implicados en la via NMD, contribuyendo en la
comprension de los mecanismos de regulacion de este proceso en estos grupos

fungicos.

RNPS1 es uno de los factores cuya presencia se detecté en al menos 98
especies de hongos. La ausencia de esta proteina en el resto de los organismos
analizados podria ser compensada por la accion de proteinas homologas con
funciones equivalentes. De acuerdo con Schlautmann y cols., (2022), la presencia
de RNPS1 puede influir en la activacion de la via de degradacién por NMD, sin
embargo, no se considera un factor esencial a nivel global. De manera consistente,
estudios realizados en lineas celulares afirman que aunque RNPS1 modula la
actividad de la NMD, no es indispensable para la supervivencia celular. En este
contexto, es posible que en eucariotas inferiores como las levaduras, RNPS1 ejerza
un efecto modulador sin ser fundamental en la activacion de la via (Das y Panigrahi,
2024).

Sorpresivamente, UPF2 se identificé como uno de los factores mas conservados
entre hongos, ya que el 95% de los hongos presentan este factor, o que sugiere
que podria ser indispensable para la regulacion de la via de degradacién del ARNm

sin sentido. Esto concuerda con los datos reportados por Lu y cols., (2025) quienes
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sefalan que los factores centrales Upf1, Upf2 y Upf3 se sobreexpresan en hongos
fitopatdgenos, lo que refuerza la importancia funcional de estos componentes en la

activacion y regulacion de la via NMD.

9.2 Sobreexpresion de los transcritos Rnps1, Upf1, Upf2, Upf3, Magoh y

Hbs1 en Mycosarcoma maydis

En la fase experimental de este trabajo, se confirmd la presencia y expresiéon de los
genes Rnps1, Upf1, Upf2, Upf3, Magoh y Hbs1 en M. maydis mediante el uso de
técnicas de biologia molecular. La obtencion de ADNc a partir de ARN total, seguida
de la amplificacién por PCR, permiti6 demostrar que estos genes se transcriben
eficientemente en este organismo, lo cual concuerda con nuestros hallazgos e

interpretaciones bioinformaticas.

En levaduras modelo como S. cerevisae y algunos mamiferos, se ha reportado
la expresidn coordinada de estos genes como parte de un proceso de regulaciéon y
control de calidad de los transcritos, por lo que podrian estar conservados
evolutivamente en organismos eucariotas (Barbarin-Bocahu y cols., 2024; Martinez-
Montiel, 2016). En 2025, Lu y cols., reportaron la expresion de genes homaélogos de
factores involucrados en la activacion de la via NMD en hongos fitopatdgenos. De
manera consistente, sefalaron que los factores mas conservados dentro de este
grupo corresponden a los componentes centrales de la via, especificamente Upf1,
Upf2 y Upf3, asi como a proteinas que forman parte del complejo EJC, entre ellas
elF4A3, MAGOH, Y14 y MLN51. Estos datos reportados como de alto grado de
conservacion sugieren que la maquinaria central de NMD se mantiene conservada
en hongos fitopatdégenos, lo que confirma y respalda los resultados obtenidos en
este trabajo respecto a la expresion de estos factores y refuerza la relevancia
biolégica de los mecanismos de control de calidad del ARN, especificamente de la

via NMD, en hongos.
9.3 Comprobacion de la integridad de las construcciones UPF1-CH y UPF2

En esta seccion del trabajo, se evaluo la integridad de las construcciones UPF1-CH

y UPF2 mediante el uso de técnicas de biologia molecular y secuenciacion. Esto
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debido al tiempo de resguardo del material bioldgico. Los analisis por digestion con
enzimas de restriccion y PCR brindaron una informacién aproximada del tamaro de
las construcciones y de los insertos, los cuales coincidieron con los valores previstos
a partir de los andlisis bioinformaticos. Adicionalmente, la secuenciacion
proporciond informacion detallada sobre la composicién nucleotidica de cada
construccion, lo que permitié identificar el codén de inicio, corroborar el marco de
lectura, asi como localizar los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccidon
como EcoRl, Stul y Xbal. Asimismo, se confirmé la correcta insercién y orientaciéon
del gen, asi como la presencia de la etiqueta de histidinas (6xHis). En conjunto,
estos resultados indican que las construcciones se encuentran integras y sugieren
que el sistema de expresion es adecuado para la sintesis de las proteinas

recombinantes correspondientes.

9.4 Analisis de la expresion de las proteinas recombinantes UPF1-CH y
RNPS1

En este apartado del trabajo, se evaluaron la sobreexpresion y la purificacion de
UPF1-CH en E. coli. Inicialmente, la transformacion del vector se realizé en E. coli
BL21 donde no se observaron cambios significativos en la sobreexpresién de la
proteina en presencia o ausencia del inductor Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido
(IPTG). Se esperaria que la adicion del inductor incrementara la expresion de UPF1-
CH, sin embargo, se observé todo lo contrario, ya que la induccién con IPTG no
resultd en un aumento detectable de la sobreexpresion. Con el fin de evaluar si este
fendmeno dependia de la concentracion del inductor, se analizaron concentraciones
crecientes de IPTG desde 0.5 mM hasta 2.5 mM en E. coli BL21, observandose el
mismo efecto. Este comportamiento podria deberse a que E. coli reconoce la
sintesis de UPF1-CH como un proceso no propio y potencialmente toxico, lo que
podria activar mecanismos de regulacion celular destinados a reducir la sintesis de

la proteina para mantener la integridad celular.

Por este motivo, se tomoé la decision de cambiar la cepa de expresion y se
selecciond a E. coli SoluBL21, pues es una variante de E. coli BL21 que presenta

ARNTt para codones pocos frecuentes en procariotas (Rosano y Ceccarellu, 2014).
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El cambio de la cepa de expresion y el aumento de la concentracion de IPTG al 2

mM mejoro la sobreexpresion de UPF1-CH.

Tras la sobreexpresion de UPF1-CH, se procedié a su purificacion mediante
cromatografia de afinidad utilizando columnas de niquel agarosa. Durante este
proceso, la proteina se detectd principalmente en la Fraccion no retenida, sin una
recuperacion significativa en las eluciones. Este resultado indicaria que UPF1-CH
no se uni6 eficientemente a la columna, lo que podria atribuirse a una interaccion
deficiente entre la etiqueta de histidinas (6xHis) y la resina de agarosa. Esto podria
deberse a que la etiqueta de histidinas se encuentre parcialmente oculta debido al
plegamiento de la proteina. O bien las condiciones de purificacién no fueron optimas
como el pH o la concentracion de imidazol en los buffers de carga y lavado, podrian

haber afectado negativamente la union de la proteina a la resina.

Adicionalmente, podria considerarse el uso de estrategias de purificacion
complementarias. En 1995, Czaplinski y cols., reportaron la sobreexpresion y
purificacién de la proteina recombinante UPF1 de S. cerevisiae. La purificacion se
realizé por cromatografia de intercambio i6nico utilizando columnas dietilaminoetilo-
celulosa (DEAE-Sephacel), por la cual se logré obtener un grado de pureza superior
al 95%. Mientras que en 2023 Xue y cols., purificaron a UPF1 por cromatografia de
exclusién por tamano utilizando columnas de Superdex 200. Tomando en
consideracion esto, los resultados ponen de manifiesto la necesidad de continuar
optimizando las condiciones de purificacién para obtener una proteina funcional y

de alta pureza.

De la misma manera que la recombinante UPF1-CH, se evaluaron distintas
estrategias para la sobreexpresion y solubilizacién de la proteina recombinante
RNPS1 en E. coli. Para lograr esto, se evaluaron distintas concentraciones del
inductor IPTG donde la sobreexpresiéon en E. coli BL21 se alcanzaba a una
concentracion de 0.5 mM y 1.0 mM de IPTG. Sin embargo, la proteina se
concentraba en la fraccion celular, lo que sugiere la formacion de cuerpos de

inclusidn. Este comportamiento es caracteristico de proteinas eucariotas en
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sistemas procariotas, debido a diferencias en el plegamiento y la ausencia de la

maquinaria celular especializada (Bhatwa y cols., 2021).

Asimismo, la evaluacidon de concentraciones crecientes de IPTG no resulté en
un incremento en la fraccidon soluble de RNPS1, lo que indica que la modificacion
de la concentracién del inductor no fue un factor determinante para evitar la
agregacion de esta proteina. Estos resultados concuerdan con lo establecido por
Hon y cols., (2021) quienes sefalan que la solubilidad proteica depende del ajuste

de factores extrinsecos como las condiciones del cultivo y del sistema de expresion.

En este contexto, se optd por utilizar la cepa de expresion E. coli SoluBL21,
disenada especificamente para la solubilizaciéon de proteinas de mamiferos. Esta
estrategia se plantedé como una alternativa para minimizar la formacion de cuerpos
de inclusién y obtener a RNPS1 en condiciones cercanas a su estado funcional. No

obstante, no se observé un efecto significativo en la solubilizacion de RNPS1.

Ante la formacion persistente de cuerpos de inclusion, se evaluaron métodos de
solubilizacién mediante detergentes y agentes desnaturalizantes. El uso de sarkosyl
no permitié la solubilizacién efectiva de RNPS1, mientras que la urea facilité su
solubilizacién. Desafortunadamente, su caracter desnaturalizante representa un
desafio, pues puede alterar la estructura y funcionalidad de la proteina. Esto implica
la necesidad de procesos adicionales de renaturalizacion, los cuales pueden

resultar en una perdida parcial de la actividad bioldgica (Bhuyam, 2022).

En contraste Deka y Singh (2022) lograron la sobreexpresion y purificacion de
RNPS1 humano en forma soluble, utilizando el vector pHis-TEV y la cepa de
expresion E. coli Rosetta (DE3). En dicho estudio, se obtuvo una concentracién
adecuada de proteina en forma soluble, lo que sugiere que esta cepa y vector de
expresion podria favorecer el plegamiento correcto de RNPS1. Por lo que, la
evaluacion futura de esta cepa, asi como la modificacion del vector de expresion
empleado en el anterior estudio, podrian resultar estrategias viables para mejorar la

solubilidad y la obtenciéon de RNPS1 en condiciones funcionales.
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Los ensayos de tipo pull down para analizar la interaccion entre RNPS1 y UPF1-
CH no se realizaron debido a la baja solubilidad de RNPS1 y la escasa afinidad de
UPF1-CH por la columna de cromatografia para su purificacion. Al no obtener la
purificacién de UPF1-CH, la presencia de proteinas inespecificas podria alterar los
resultados y la captura de RNPS1. De igual forma, el plegamiento de RNPS1 podria
dificultar su interaccion, ya que al encontrarse en cuerpos de inclusion podria ocultar
el sitio de unidon y reconocimiento para UCF1-CH. Por otra parte, la
desnaturalizacion de RNPS1 con urea podria favorecer la apertura conformacional
de la proteina y promover la interaccion, sin embargo como ya se habia
mencionado, este procedimiento podria alterar el estado de asociacion entre ambas
proteinas. Por lo que, estos posibles comportamientos deberan ser analizados a

futuro.
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10. CONCLUSIONES

Los ascomicetos y basidiomicetos poseen una maquinaria compleja y altamente
organizada para la activacion de la via NMD, la cual requiere la participacion de
aproximadamente 21 factores.

La composicion y organizacion de la maquinaria de activaciéon de la via NMD es
similar entre ascomicetos y basidiomicetos, por lo que se sugiere la
conservacion de este mecanismo en hongos.

Se confirmo la presencia y la expresion de los genes Upf1, Upf2, Upf3, Rnps1,
Hbs1 y Magoh en Mycosarcoma maydis, lo que refuerza la idea de la
conservacion de la via NMD en organismos eucariotas.

Las construcciones Upf1 y Upf2 disefiadas para la produccion de proteinas
recombinantes mantienen su integridad estructural.

La proteina recombinante UPF1-CH se sobreexpresa en Escherichia coli
SoluBL21 cuando se emplean altas concentraciones del inductor, lo que
evidencia la influencia de la cepa hospedera y de las condiciones de induccion
en la expresion de proteinas eucariotas.

La proteina recombinante RNPS1 se sobreexpresa en Escherichia coli
SoluBL21 cuando se emplean bajas concentraciones del inductor, sin embargo,
esta permanece asociada a cuerpos de inclusion, lo que limita su obtencion en

forma soluble.
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11.PERSPECTIVAS

Evaluar la sobreexpresion de la proteina recombinante RNPS1 en
Escherichia coli Rossetta (DE3) para evitar la formaciéon de cuerpos de
inclusion.

Evaluar la purificacion de la proteina UPF1-CH y RNPS1 por cromatografia
de afinidad.

Demostrar la interaccion entre las proteinas UPF1-RNPS1 empleando
ensayos de tipo pull down.

Identificar posibles mensajeros blanco de NMD en Mycosarcoma maydis

empleando técnicas de microarreglos.
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Anexo 2. Tamafo de los factores centrales y asociados a NMD en M. maydis y H. sapiens

117



Estudio de los factores de splicing y decaimiento del ARNm sin sentido (NMD) en Mycosarcoma maydis

Anexo 3. Tabla de distribucion de los diferentes factores relacionados en la activacion de NMD en hongos.

Factores del complejo EXC Factores de disociaci
Dision Cdigo de CBP8O SRM160 6
o Famil F1 2 PF: 1 i H | MNs1 EFaA 18 [P (PN Nt | RNPST | ALY (THOCH PIS(NXTI_2) NXF(TAP) | PPP2C | PPP2R1 | PPP2R2  PPP2R3  PPP2 Hest K7
Pyt | Case rden | Famiia | Géneo | oo | P UPF: WF | ey | P00 G Mes | sMas | sweT Aol 5 3 SAPI8 | Fnin(PNN)|  AQK s HOCH | coowny | moxscey |TISNXTID) N (TAR) c R RS BS1 | DOMI4
VOLTEEC
s e vwrosoc  [vhRorzc | vororw  [vmmizsw | veLizew YORO2W YORIBIW Yousw vereoc |3 fvonew | voLisac Yorotaw | vkeosc | yiwoow | yoro7ec
1
0490893 045_0750
e D49 4170 | D49 2483 | D9 2030 [oie9 4214 [ Dtag 5288 0149 Q219 Du9 0984 01495296 |owg 0938 (01490045 | o 1789 049 2417 | D149 3454 |owg 4734 |Dido_4917
2 Pe—
g AR 00|
o o
e o :AR Y Y] LR TN -, va o022 :w oois2 ;m 20105 |2 | 22208) :PAR Goose ZM Gl 2L R P
3
1405 880 [ 1605 AGR3 | AGos AER2 [ acos aFRats AGOS, AER4 605 1082 4605 AAL1 [ AGOS ADRO | AGOS ACR? [ AGOS AFRY AG0S_ADR2 | 4605 AALD
s 4005 JBRD | 4605 AGRS | AGCS NEFG | AGCS AFFO1S 405 AERA 14 405 DR 4605 ssl1 | 4605 pe0
@t B e 9 oW w reo o o8 pn A 0c [ E9 7% En 21c o
4
e Eoym 6080 | Ecym 2246 Eqm 4755 Eom 09 Eqym 2373 |Ecym 8052 | Ecym 2638 | Ecym 6211 Eqm_1285
5
WLLAQ_AT06 K0 21 'KLLAQ_CO9% | KLLRO_F053 | KLLAD_FO76 | KLLAO_F090 K70 7077 | KLLO_086
o | g 10100 Fi7523 | KUK B104T2g 5 KL 027518 5 Iiry b 5 by %5 b
s e KU 40076 | KA 30329 KU 10526 KU 20594 Hva 1068 KA 30157 | KL 6049 | Kuwa 20364 | Kuwa 203 K 1001 Kuwa 104
7
o005 (Koenss | Koo KTHocT6 1568 KLTHOD 179 | KoM | KTHoOD02S3 | KLTHOEDES3 KTHOD0250 [ KLTHOF 1790 | KTHHI27
cmn [ KLTHOCTS | MRS THOEY130g [ KLTHOHOS214g P KLTHOF 15 LTI KLTHODI17S | KUTHCHGZS | KITROCORS | KLTHOREES KLTHOO020 | KLTHOETTS0 | KM
8 - 62 8 L % 62 2 % ] E % &
[Kpol_1041) Kpol_1040p|
3 2
KpoL 1053 1036 Kpol 1013 200 1050
mn [ koot 3370 | kol 36452 |22 | koot 10251 Kool 100269 fone ool 10587 ool 103p |l Kool 1044p | Kool 2462 Kpol 20652 Kool 1080p
- ? 5 - ° 5
9
/YRODGO37 | ZYROODIOS | 2vRODBOS# 2RO 2vRon0827| 2YRO0D109 | 2¥RouFTB61 | ZYRO0DOSS | 2¥ROGHY: vRO0G014 | ZRoOA74 | 2YRCDEIAE.
s ammame | 7y R8T Jastey 2YRORO23108 | ZrRav0ez] ‘ZYRGOGOTS | DIRCOA174 | AROORNAZ
10 T 4 2 z E] B 569 E] g
20 7886554
e J— - 63|  2m0051| 2890137 2886869 291681 288648 750 a7s00|  2ss90| | 207 28a7953|  ssnie| 288863
kil
P NCAs oa13s| cts, o0t s
NCAS 0104 N NOAS 0FO1S| NCAS 0005,
£ s NCAS 0003580 NCAS 0A11840 NCaS 0E036 NCAS 08055 NCAS 0600 | NCAS 0603,
NOAS 001920 E] 0 n b El b b
i)
NDAL OFO1850 ;M 04021 :‘uum 08019 NDDN 04032 | NDAL 0p0Y:
DAL 01021 [ NDAL 0cO19) NDAL 08026 NDAL 04058 oA GEO17 NDAL 0KO12 NDAL OHO24 NOAL 04084
e NDAL 0101310 [NDAL 0404440 INDAI 04029 NDAI 08026 'NDAI OFO04 | NDAL 0G043|
» 0 o ooz © £ El 5 © @ ) i b
3
‘ TRHA 0607350 TPHA 0E01590 atem | ot QM1 ( 7Pk OHORS
- . A 003 | Tera 00021 ToHA 010D TRHA MO0 P 06025 | TPHA 00013 | TpH4 0Po0E | THA 0L0C5 | TEHA OHOCS TeHA 0HO2S | TPHA 0J014 | TPHA 000
o ‘ o 5 o S0 TPHA OGD27:0 | THHA 002110 % TPHA 0102700 - © B o o o 0
" (R
s oz = s e |aoem
- — 8L 08055 [ToLA 0A0%2 | TBLa OFO10 TBLA 00186 LA 0802 TBLA 08037 | raLa 0Fo | TBLA0EQ22 | TBLA 00021 Tou oem1 | TBLA 010160 | TBLA 0DOST
sl -1 Py B © TBLA 0400330 | TBLA 0401830 B TBLA 0406405 B » P » © P w
15
HGS% 003
o | HG536 0003900 )
-
- b 8L 02026 . - ToEL om0y B T 06031 ToEL 04064 [ ToEL 04 | ToEL 0vose [ e cBO% TOEL 08024 | TDEL 0BOS8
- 0 £ E) s @ o 0 2 o 0
. e X e
KPR 04019 [KeER 0047 | keeR acort KR CEO11 arR P09 AR 08011 | AFR_00012| KAFR ocz9 KR 00013
e el Fy o o 6w cooop | FAER-0408360 P [KAFR_0E03720 B e ol Py Ey Py IR0 | o
18
I | RNAG 0G0 KNAG_0C06|
80 450
- . KA 0c05 [ 10w 0604 | kiaG_ ok KNAG 0HOY 0405 046 0018 | KNAG_0c04 [ KAG 01005 | knAG 0601 KOG 0L006 | usG 01019 | KNAG OHOT
. o o o 104G CFRZ | KNAG_0F02200 o KNAG 0CO4740 50 by 0 Py w0 o o b
19 | |
- G535, 0003|535 0c03 | M35 ocep [ Has3s ooooes| 050 Hes35 001 535,00 535 0007 HG535 005 | M35 0604 [ Hoss cep | s 0con He535 CE05 | B35 0P05 | HGs3s 804
» 520 20 980 e E] . 050 30 E] 920 810 E] 0 160
SCOLUD, 02 | SCDLUD, 000 SCOLUD, 00 | SCDLUD, ot
ey o o 001 ScoLuD 00241 o1 o om0 SCOLUD 003 — couup | scowup am | cotup o { scowwp o
u 116 8 E—— 613 E— 651 18 284 8 Ec) 503 2 03
DEHAZB 121228
s JE | DEHAZB 117 DEHAZO04) DEHAZE 515 | DEHAZFOS
= 0 5 922 o erA2G1662 |82 5 0 902 x 06 2 g i
2
PiCST 81261
e ‘ swamcoms | pic PICST 81669 | PICST_ 67017 | PICST 65304 [ PICST. 37507 PICST 52941 st sstia | PEST-63288 [Pt 83587 PUCST_ 85667 | PCST_SI750 | PCST_ 1383 {PICST_ 6340 PICST. 84038 PICST. 46738 | PICST_42885.
b5}
s = || POUG G571 [P6UG 0505 | POUG 0175 [y oot [ paus 05130 PG 01% pouG, oosdo |PSUG0138 POUG B30 |POUG 5% [ PGUG 0122 | P @69 PGUG 0400 [ PG 0581 | PO 0189
2% 2 2 2 9 1 1 2 1 8 0 H 6
SPAPADRAFT. 6221
- SPAPADRAF | SPAPADRAF | SPAPADRAFT_ | spAPADRAFT_13 SPAPADRAF SPAPADRAFT | SPAPADRAF PAPADRAF | SPAPAORAF | SPAPADRAF | sPAPADRAF SPAPADRA | SPAPAORAF | PAPADRAF
" === B2 ERZETRN T T 7 Tt SPAPADRAFT 6138 | 6113 T 6253 T |Tisat  |Tes [T 0  |Tes  |Ts7
»
PVL30_000378
209878

118


https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=sce
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=seub
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=spao
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=ago
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=erc
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=kla
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=kmx
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=lth
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=vpo
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=zro
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=cgr
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=ncs
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=ndi
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=tpf
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=tbl
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=tgb
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=tdl
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=kaf
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=kng
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=zmk
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=slud
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=dha
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=pic
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=pgu
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=spaa

a

a3

4

Estudio de los factores de splicing y decaimiento del ARNm sin sentido (NMD) en Mycosarcoma maydis

5220999
5221002
‘AL 110150
. LM G5 |G Q | CALAM C1 | CAALFM Ci \LFM_C10479 | CAALAM C1 w CALAM G50 | LA G4 UM R | WM G |cama |oam e WM Q |CAM T | CALAM (R
= oosoow  |o3ssoc | 11%00c [ 20w 05640C W“M”LC‘““S"“ 1310w 2200 oa50c | omeoow | os910c | 1600 0620C | omeow | 03070w
CTRG 03319
@ TRG 0576 | CTRG 01 CTRG 03155 | CTRG Ose2 cTRG 081 ooy | TR | cRG.0025) TRG o9 TR 02151 CTRG G567 CTRG 01251 CTRG 0178 CTRG. 0476 CTRG 00752
CRT 0060
(CORT_0E062{ CORT_0A107| CORT_0D06 (CORT_0B084 CORT_0F02) CORT_0D02 | CORT 0007 | CORT_0C004 CORT. CORT_0BO57 CORT 0GO3 | CORT_0A02d
ORT_0A064%0 | CORT_0806790 o
© 0 o R ocmst0 2 7 10 F o @ 0 @
e
W co36 50510 co36 18280] Co36 11150] D6 07930 | cD36 0450 36 05320 osm | 250 | 2w 036 29340] co36 81510 Co36 86870 036 16450 o3 20780| 036 73920) Co36 28180
s | cten 1824912 18247144 1824942 o 1824924 ] 1emoe  1ga578]  18245%1 o228 1824608
du QLG 00841 | CLUG 053924 CLUG (054¢f CLUG 01127 | CLUG_00492 CLUG (434 (CLUG_0479% | CLUG_00273 QUG 03708 CLUG 01990 | .CLUG 0349 CLUG 03088 | CLUG_ 01618 QUG 04018) QLG 03824)
— 2913 15000737
A9F13 1050 | ASF13 2300 | ASF13 1500 | ASF13 096018 AOF13 15001496 AF13240 ASF13 27500 | ASF13 CBD ASF13 0160 | ASF13 (g0 | ASF13 010 | ASF13 1200 AF13 1300 | ASF13 01g0 | ASF13 O1gD
KN Y- [ I ] fors 0505 2P g0 [ 176 0814 wn % e [ o om0 |
D6 00437
o | |01 | ot 0 T [ [y et oom3 | Cm6 00003 | C1me 0030 | oone: pe 00015 | s 0000 | Cope capto
1 D B e o % ® r - 7 1 5
PAS chri-d 0616
= | BAS_ch1 0| PAS.chrd 0 eascha: | PAS chrl- P4 ch- pas_cha: | eAS_chrt- PAS_chré 0 £a5._chrd 0 | PaS_ch- £AS_ch
&7 10662 (1154 4 0461 pascyooy |10s8 1009 4 9 10830 Lo
L3 01150
. L6 005 |36 B | o2 oeruseol coize 11060 36 008 | 36 0B L6 0803 om0 G036 0405 | G336 0005 | C5L36 080D | CL36 (B G536 0A5 | CEL36.005 | G336 0001
50 510 655 50 a0 L3 000075 50 a0 60 20 00 0 7 710
FOA3 002571
[FQA43 0011 FOA43 0013 FOAd3 002203 | FOA43 000300  FOA43_0000f FOA43 0036) [FOA43_0007| FOA43 0001) FOA43 0039) FOA43 003: FOA43 0039| FOA43 0013f FOA43 0011
® FOAS. (D03 | FOAS3. 00300 % FOAG 00466 3 z ® ® =
BRETT_000130
BRETT 0035 | BRETT 0024 | BRETT 0011 BRETT_0010. BRETT_0045| BRETT 0011 | BRETT 0009 [ e o006 | seerr goet BRETT 0007 | BRETT 004 [ SRETT 0034
bbrx ki 53 B FRITL T | BAITT 00345 n BRETT_001747 i) Eil o 2 2 13 8 3
HPODL 02342
L b0, o4 HPoDL 01438 | HPODL 03286 HPODL 006 HPODL 050 HPODL 040 [ HpODI_ 047 | HPODL 053 | HPODL 012
[ » HPODL 00939 © o » 9
7007 2900
| w00 29m26s 290645 20 o] 2907781 | o] sl soer| s e 2002 291286 207
AW.J20_1003 |
Trchmornsae AW0 131
T v 274 w0 3669 | w0 2103 wim sl Aw20 157 ! w0 755 wi20_74 | w0 a7z | A seee] iz 5105 120,105 w20 3329 w0 eato
=3 w04 [ncuoss7 [ncwosass |ncuosts7 [ ncooio w0326 | Newosos w0234 [ Newoorso ncuoseor| NELOTEL Ncuoss | ncuosore | Ncuosest [ncwoosi7 |ncuoesso | Ncuoosss [ ncuooszz Ncwox7ss [ Neuosoet | cwostst
P N \FT 14 NEUTE1DRA | NEUTE1DRA| NeuTE1DR| NEUTEIDRAFTS08 | 617 1 pra| NEUTE1DRA | NEUTET| NEUTE1DRA | NEUTE1DRA | NEUTE1DRA | NEUTE1DRA| NEUTE1DRA | NEUTE1DRA | NEUTE1DRA|
o= FTi29t  |Fresss | 5667 o1 FTisot  |Fr3sn FTio74 | Fr8is AFT1250 To092 s (s |Fm [mssss  |Fiz e 83 [Fr2e7 | Feom3
i smp 10803729 1080616: 10803409 10801004 10803774 1080590<|  1080542( 1080554 108081 1080089 :mw 108059 10807004 10805734 1080397 10806354 10808504 1080982 108021 10804319
PODANS8 | PODANS262 | PODANSE70 PODANS09 | PODANSE74 PODANSgSS | PODANSE49 popans7| PODANSES5743 | popasg096f PoDANSg42 | PODANSE8? | PODANSES9 | PODANSST3 | PODANSgS0 | PODANSE2 PODANS90 | PODANSE32 | PODANSg24
= » 5 i 29 E @ B 0297 7 % ® % 2 El ® E ® E
PODANSE6714
a6t 110450
e |27 | 076102 {061 908 f s 000 | e 702520 1 1o 61 200 | o1 8 761 61 Qa7 102 aczer o | aczer 200 | ozt 1124 | o oo | oz o | ez snan czet 2118 | o761 4064 | azet oz
0 F n QC761 2100 | Q761702520 £ n o o) 0 20 F F 0 @ F n » i
a6t w710
= Q72 207 | Q72 20 | Q72 108 | o 0000 | acrea 702520 a7 1018 | Qe 600y 7@ 206 | o 1 oc762 61 76210450 | o7 0001 aze 017 | acze 20 | oz 1124 | az 6019 | azer 706 | oz s1a 7 2118 | Qe 464 | a2 7012
E] F n e £ © n E o) ) F F 2 @ F n F] 0
QC762_0057370
rmnn | e
[EERLA[EEEE [oCYTY (N F——, Q763 1018 | Q763 6009 763 2069 | 0763 708 Qc763 61 Q7610450 | o763 0o05f aczes com | aczes 20m | a7 1124 | aczes 6019 | czes 7o | oz s1a Q7632118 | Q763 2064 | Q763 701
= K] 0 E R © n 2 £ 2 50 Fy 2 2 0 2 n 2 0
QC763_0056740
2 Q764 00 | a6t 608 Q764 1018 | Q764 6009 Q764 2069 | Q764 708 Qc764_61q AT 110450 | 0764 1004 oc7es 0020 | Q764 209 | 74 1124 | aczed €019 | Q764 7066 | 7 1141 764 218 | Q764 4064 | o764 o1
o Qe 210500 | 7 702520
Q764 07 | © n £y © n E Fo) 0 550 F F r @ F n F 0
o Q764 0056450
THITE 21157 | THITE 21231 ‘THITE 21207 | THITE 21144 THITE 21077 | THITE 21193 THITE 2113792 THITE 21117 THITE 10803} THITE 20664 THITE 21184] THITE 21131 THITE 21084| THITE_21097) THITE 21203
w THITE 2108624 THTE 2108 THTE 2114 e e e sl
* Fl 2 2 % % n o
THIE 2123770
. ez |wen st {wcnmd, w29 ez e | e o [M20554 |y | me 29 | e 20 [ 29 [ mcruae |wen ze [men 29 w20 |z e 21
e as (s |7 LR w08 [aus s [ 84160 2w s fow  feso  fmn fo  |eses e |ews  |me
MYCTH 2316574
oot
CTHT_ 00629 | CTHT 00298 | CTHT_ oo T 0733 | THT 00276 | CTHT 00243 T oot STHT-0005620 | cmyqy qosied criT_ 0127 | CTHT o0gss | cr_onsa | crir_oosas | crut_oozea | crwT_onvat CTHT 00612 | CTHT 00462 | CTHT o0t
ae it e | cvr_oo2620 —
0 © B » n @ %0 0 ) o Fl ) ® o E 0 )
CTHT_0067200
MGG 0258 | MGG_06668
mer MGG_00976 | MGG 06063 MGG_03912( MGG 12123 | MGG 06296 4G_03740 | MGG _06859) MGG 04885 MGG 05680 0 WG085 | Mo6 04513 |GG 02806 | MGG_06948| MGG 04430 GG 06099 MGG, 05671 MGG, 0563 MGG_12130) MGG_02504| MGG_14349
P e ...

119


https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=cal
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=ctp
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=cot
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=cdu
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=cten
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=clu
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=clus
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=caur
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=ppa
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=pkz
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=bnn
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=bbrx
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=opa
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=yli
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=slb
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=ncr
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=nte
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=smp
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=pan
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=pbel
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=ppsd
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=ppsp
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=ppsa
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=ttt
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=mtm
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=cthr
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=mgr




