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11. RESUMEN.

Las proteinas SR participan en el splicing constitutivo y alternativo del pre-ARNm asi como en
diversas modificaciones posteriores al splicing, incluyendo la exportacion de ARNm nuclear, el
proceso de NMD y la traduccion del ARNm. Las multiples actividades que pueden realizar las
proteinas SR ponen de manifiesto la importancia de las proteinas SR durante la regulacion del
metabolismo del ARNm. Estructuralmente, una proteina SR presenta uno o dos dominios RRM enel
extremo N-terminal, seguido rio abajo por un dominio RS de al menos 50 aminoé&cidos, el cual se
caracteriza por un contenido mayor al 40 % en residuos de serina-arginina.

Este estudio se baso en el andlisis de proteinas SR en Ustilago maydis por medio de dos abordajes,
el primero que consistié en la busqueda de homélogos para proteinas SR de humano y el segundo
en identificar todas aquellas proteinas que tuvieran en su secuencia los dominios RRM que
caracterizan a las proteinas SR. Se identificé un total de 76 posibles proteinas SRen U. maydis, de
las cuales 45 resultaron ser homélogas para proteinas SR de Homo sapiens, presentando una
identidad que oscilaentre el 20y el 60 %. Estos resultados se obtuvieron por medio de labusqueda
de proteinas SR en la literatura y, empleando el Blast proteina- proteina en la plataforma del NCBI.
Porotro lado, el segundo abordaje se llevo a cabo de tal manera que, primero se realizo la busqueda
de todas aquellas proteinas que tuvieran dominios RRM dentro del genoma de U. maydis con ayuda
de la base datos de Pfam, y posteriormente se analizaron las secuencias aminoacidicas para
identificar las regiones ricas en residuos de argininay serina; solo 18 de las proteinas SR putativas
de U. maydis presentaban los repetidos RS candnicos y el resto presentaron regione s ricasenRo S
de manera separada, la principal funcion de estos residuos es ser blanco de fosforilaciones y
promover la interaccion proteina- proteina. Después de la identificacion inicial, se seleccionaron 3
homologos parala obtencidén de las proteinas recombinantes correspondientes: uRMB39 (90 kDa),
uSRSF1 (170 kDa) y uRNPS1 (32 kDa), la obtencion de las recombinantes se realizé clonando los
productos correspondientes a cada marco de lectura abierta en el vector de reservorio pJET 1.2,
seguido de una subclonacién en el vector de expresion pPROEX THc. Una vez obtenidas las
recombinantes se eligié a uRNPS1, se conoce que la organizacién de los dominios y los procesos en
los cuales se encuentra implicada la proteina RNPS1 se conservan a través de todos los reinos
(Califice et al., 2012), para identificar sus posibles secuencias de uniona ARN enel genoma de U.
maydis empleando el programa GeneFinder, se encontré que 356 genes (5.24 %) poseen el sitio de
union para alguna de las secuencia blanco reportadas para este factor, siendo la secuencia
GAAGAAGAA la mas prevalente encontrada en 217 genes (3.19 %), sin embargo, debido a esta
secuencia posee el motivo GAAG elemento en cis muy importante involucrado enlaregulaciéon del
splicing altemativo (Pertea et al., 2007), podrian indicar solo la especificidad que presentan de
manera general las proteinas SR pero o por la proteina uRNPS1,por ofro lado las secuencias
TCTCTCTCTC y CTTCTTCTTC las cuales fueron encontradas en 45y 78 genes respectivamente se
consideran son los blancos especificos para la proteina URNPS1. Con el fin de integrar todos estos
resultados se realiz6 un andlisis in silico de las interacciones proteicas predichas presentadas por
URNPS1; realizado conla herramienta STRING se observd que varias de las proteinas con las que
interactla se encuentran asociadas a procesos de splicing, forman parte del complejo EJCy algunas
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otras corresponden a proteinas SR. Con todos estos datos podemos sugerir que las proteinas SR se
encuentran conservadas en U. maydis, que probablemente se encuentren llevando a cabo las
mismas funciones que RNPS1 de H. sapiens y por lo tanto, eventos como: splicing, NMD vy la
exportacion de ARNm se encuentran se conservan en el hongo, sin embargo, es necesaria la
demostracion experimental de cada una de estas conclusiones.

11
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12. INTRODUCCION.

Los genes de organismos eucariotas se encuentran frecuentemente interrumpidos por secuencias
no codificantes que deben ser eliminadas durante la expresion, las cuales reciben el nombre de
infrones. El splicing es el proceso mediante el cual los intrones son removidos, para producir
moléculas de ARN mensajero (ARNm) funcionales al ligarse las secuencias codificantes o exones
flanqueantes. El splicing alternativo ocurre cuando algunos exones, intrones o porciones de los
mismos son incluidos de manera diferencial para producir diversas moléculas de ARNm a partir de
un mismo precursor inmaduro (pre-ARNm). El splicing altermnativo es empleado por el 75 % de los
genes humanos y constituye la principal fuente de diversidad proteica en eucariotas. Aunque se
estima que entre el 15 y el 50 % de las enfermedades genéticas humanas tienen su origenen algun
defecto anivel de splicing (Tazi et al., 2008), la extraordinaria contribucion del splicing alternativo en
diferentes procesos bioldgicos y patolégicos en plantas y mamiferos apenas empieza adilucidarse.
A continuacién, se presentan los conceptos relacionados con el proceso y la regulacion de este
mecanismo.

12.1 Splicing constitutivo y alternativo.

El concepto simple de un gen como una unidad continua y definida de ADN que dalugar a un Unico
polipéptido se revisd radicaimente por el descubrimiento reportado en 1977 correspondiente a la
existencia de "genes interrumpidos o divididos", ya que al hibridizar algunos fragmentos de ADN con
el ARNm respectivo para adenovirus 2, se demostré que algunos fargmentos enel ADN no podian
aparearse con su ARNm, formando horquillas en algunas regiones (Berget et al., 1977). A partir de
este descubrimiento inicial, se empezaron a realizar diversos estudios para identificar tanto el
mecanismo responsable de madurar al ARNm, asi como la maquinaria que cataliza dicho proceso.

Actualmente entendemos que la mayoria de los genes humanos que codifican para proteinas son
sin duda unidades discontinuas que contienen la informacién que codifica para la proteina en las
regiones llamadas exones, los cuales se encuentran interrumpidos y estan flanqueadas por
secuencias denominadas intrones. De esta manera, el splicing del pre-ARNm consiste en eliminar
los intrones y asi poder empalmar los exones generando un ARNm maduro (Van der Feltz et al.,
2012), a este tipo de splicing se conoce como splicing constitutivo.

La mayoria de los genes que codifican para proteinas humanas (>90 %) contienen intrones y el
promedio de lalongitud de exones e intrones en los genes humanos es de 145y 3365 nucledtidos,
respectivamente (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004).

Por ofro lado existe otro tipo de splicing, el cual es llamado splicing alternativo y es comunmente
utilizado por los metazoarios para generar mas de una proteina a partir de un gen (Marshall et al.,
2013) y porlo tanto es importante destacar que las estimaciones actuales son que mas del 75 % de
los pre-ARNm humanos se someten a splicing alternativo para producir diferentes isoformas de las

12
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proteinas, aumentando asi significativamente la diversidad proteica (Modrek & Lee, 2002) formando
parte de laregulacién post- transcripcional de la expresion de genes (Harrow et al., 2006).

Se han descrito cinco tipos principales de splicing alternativo, los cuales se muestranenla figura 1:
sitios de splicing 5' alternativos (A), sitios de splicing 3' alternativos (B) la inclusién o la exclusion de
un exén completo (C); también se puede producir la retencién de unintrén (D) y por Ultimo el caso
de exones mutuamente excluyentes (E), en donde solo uno de los dos exones se encontrara
presente en el ARNm maduro final (Sorek et al., 2004).

A
] o
4 A A
B
R — Mo,
' v e o o
C
—  ——
| [OS— J S
D 4/\L 4/\A o
R ———
| o A
5 4 A 4

Figura 1. Principales eventos de splicing alternativo. En el esquema se observan los exones como
recuadros de colorazul; los intrones como recuadros de color verde; los recuadros de colornaranja son los

intrones alternativos retenidos y los recuadros de color rosa son los exones que han sufrido exclusion. El
producto obtenido mediante splicing se muestra para cada evento (Modificado de Kempken, 2013).

12.2 El Spliceosoma.

El proceso de eliminacion de intrones es catalizado por el spliceosoma, el cual consiste en un
conjunto de cinco particulas pequefas nucleares ribonucleoproteicas (SnRNP): U1, U2, U4, U5 y U6
que a su vez estan asociadas a un gran numero de proteinas accesorias. Estas proteinas van a
reconocer secuencias especificas presentes en el pre-ARNm, de tal forma que la regulacion del
splicing implica un proceso de regulacion fina en el cual los elementos en cis van a serreconocidos
por factores en trans para cada evento de splicing (Matlin et al., 2005).

En eucariotas, se han descrito dos tipos de spliceosoma: el spliceosoma dependiente de U2 y el
spliceosoma dependiente de U12, que esta presente en solo un subconjunto de organismos (Patel et
al., 2003).

13
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12.2.1  Promocion del spliceosoma.

Durante el splicing, se llevan a cabo una serie de eventos secuenciales que conducen a catalizar la
remocion de las secuencias no codificantes y laligacién de las regiones flanqueantes para formar un
ARNm maduro que pueda ser traducido. Dichos eventos se resumen a continuaciény se ilustran en

la figura 2.
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Figura2.Formaciondel spliceosoma.A) Esquema que presentalos elementosen cisde un pre-ARNm de
metazoos y levaduras. B) Esquema que muestra los diferentes complejos generados en la formacién del
spliceosoma, se observa en que complejo se encuentracada U snRNPy laintervencion de otras proteinas y
moléculas de manera general (Modificado de Lihrmann etal., 2011).
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Inicialmente, se forma el complejo E donde U1 snRNP reconoce al dimero GU en el sitio
5'de empalme y la U2 snRNP se une al dimero AG en el sitio de empalme 3.
Posteriormente se forma el complejo A cuando la snRNP U2 se reacomoda para
reconocer el punto de ramificacion.

Un complejo tri-snRNP que consta de las snRNPs U4/U6-U5 se recluta para formar el
complejo B.

Después de mucha reorganizacion estructural y de composicion, la snRNP U1 se
sustituye por la snRNP U6 en la region del sitio 5° de empalme y hay un cambio a un
complejo B * activado que puede realizar la primera de las dos reacciones cataliticas.

Un spliceosoma preparado para el segundo paso de la catalisis forma el complejo C. En
este paso el spliceosoma requiere ATP para catalizar reordenamientos estructurales que
son criicos para la progresion a fravés de todas estas etapas delensamble.

Por Ultimo, el intrdn se remueve en forma de laso junto con las snRNPs 2, 5y 6, las
cuales se disocian para posterormente ser reutilizadas en ofro evento de splicing.
(Lihrmann et al., 2011).

12.3 Factores centrales del spliceosoma.

Dentro de la secuencia del pre-ARNm existen varios sitios que son reconocidos por el spliceosoma'y
que se conocen como elementos en cis (Fig. 3). Los sitios mas conservados sonlos dinucledtidos
GU y AGenlos limites de la unién exén-intrdn y que se conocen también como sitios de splicing 5’ y
3" respectivamente. El punto de ramificacion (branchpoint) es una secuencia degenerada que de
manera general posee una adenina conservada. Entre el punto de ramificacion y el sitio del
dinucleodtido AG se encuentra una region rica en pirimidinas, los cuales son usualmente uracilos
(Jiménez Garcia et al., 2007).

Pre-ARNm

H
[+]

H
i

Sitio de 18-40nt  Sitiode
Splicing 5 Splicing 3’

ramificacion

N T R T — (¥)o G ERBN2 | ARAAAA
Puntode  Tracto de Py
CH

Figura 3.Elementos en cis reguladores del splicing.En colorazul claroy oscuro se muestran losexones y
en letras de colorrojo estan representadas las secuencias consenso que se encuentran dentro delintrény por
tal razén lo delimitan.
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Los factores en trans corresponden a las proteinas que reconoceran a los elementos en cis y que
incluyen principalmente a las proteinas snRNPs. Ofros factores en trans corresponden a las
proteinas hnRNP, las cuales poseen la capacidad de silenciar el splicing al reconocer secuencias
silenciadoras de splicing exonicos e intronicos (ESS, ISS, por sus siglas eninglés). Otra familia de
factores reguladores esta constituida porlas proteinas SR, las cuales de manera general facilitan el
splicing al reconocer secuencias potenciadoras localizadas también tanto en los exones como en los
intrones (ESE, ISE, por sus siglas eninglés) (Matlin et al., 2005).

Los pequefios ARN nucleares cuyas longitudes oscilan entre 60 y 300 nucleétidos presentan la
caracteristica de serricos enresiduos de uracilo (UsnRNAs). Alrededor de estas particulas de ARN,
el spliceosoma dependiente de U2 se ensambla a partir de las shnRNPs U1, U2, U5 y U4/U6 (Fig. 4).

En contraste, las principales subunidades del spliceosoma dependiente de U12 son [ U11, U12, U3,
y Udatac/Ubatac snRNPs (Patel et al., 2003). Estos ARNs son transcritos porla RNA polimerasall, a
excepcion del snRNA U6, que lo transcribe la RNA polimerasa lll. En el nucleo, los UsnRNAs se
asocian con proteinas para formar ribonucleoproteinas pequefias nucleares (UsnRNPs); una vez
que los snRNAs U1, U2, U4, U5 son transportados al citoplasma, siete proteinas Sm se ensamblan
alrededor del snRNA para formar el nicleo de las snRNPs U1, U2, U4, y U5. Las proteinas Sm
reconocen una secuencia de ARN de una sola hebra corta en los snRNAs U1, U2, U4 y U5
denominadas sitio Sm, que se ajusta a un consenso AU y secuencias ricas en repetidos de G. Este
sito Sm esta situado entre dos estructuras de tallo-bucle en cada uno de estos U snRNA, una
caracteristica que puede ser critica para su asociacion estable (Van der Feliz et al., 2012). Las siete
proteinas Sm (SmB/B', D 1,D 2, D 3, -E, -F y -G) son fundamentales para el ensamble, transporte, y
la integridad de la U snRNPs. Cada proteina Sm contiene un motivo conservado Sm compuesto de
dos segmentos de secuencia primaria cortos denominados Sm1y Sm2, separadas por una regién
adaptadora (Will & Lihrmann, 2011).

12.4 Factores auxiliares del spliceosoma.

Ademas de las snRNPs, los principales factores reguladores del splicing sonlas proteinas SRy la
familia de las proteinas hnRNP, cada una con secuencias blanco especificas. Actualmente se sabe
que la expresion diferencial, asi como los cambios en la concentracion nuclear de dichos factores
pueden serresponsables de modificar las decisiones que ocurren durante el splicing dependiendo
deltipo celular o del nivel de diferenciacion. Por si fuera poco, la expresion de algunos factores de
splicing puede estar regulada a su vez por eventos de splicing alternativo; mientras que la
funcionalidad, localizacion y actividad de varios factores puede regularse también porsu estado de
fosforilacion. De manera general, las particulas ribonucleoproteicas nucleares heterogéneas
(hnRNPs) que contienen RNA nuclear heterogéneo (hnRNA) son estabilizadoras; es decir, su
funcién radica en asociarse al pre-ARNm para impedir la formacién de estructuras secundarias
dadas por el apareamiento de bases. De ésta manera el pre-ARNm permanece accesible para
interactuar con otras moléculas.
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Figura4.Composicion de proteinas y estructura secundaria de snRNA de los principales snRNPs de
humanos. Se muestra la estructura secundaria de los ARNs que forman las cinco snRNPs y sus diferentes
asociaciones; en la parte de abajo se observan las principales proteinas Sm o proteinas LSm/Lsm que se
asocian respectivamente (Will & Lihrmann,2011).

Porotro lado, las proteinas SR (proteinas con dominios ricos en Serina y Arginina) representan una
familia de factores de splicing que se reporta en vertebrados, invertebrados y plantas. La secuencia
de amino&cidos en estas proteinas es rica en residuos de serina (S) y arginina (R) en el extremo
carboxilo, formando el dominio SR. Estas proteinas tienen varios papeles reguladores en el splicing
como son la definicion de los sitios de splicing y el acercamiento de las regiones de los
dinucleotidos. A continuacién, profundizaremos en la estructura y funcion de las proteinas SR.

12.41 Proteinas SR.

Definimos una proteina SR como cualquier proteina con los siguientes atributos (Fig. 5): la presencia
de uno 0 dos RMM en el extremo N-terminal, seguido por un dominio RS rio abajo de al menos 50
aminoé&cidos con >40 % de contenido de RS y caracterizado por repetidos de serina-arginina (Long
et al., 2009). De acuerdo en un estudio, uilizando la base de datos Uniprot, se encontraron 160
proteinas humanas con dominios RRM; de las cuales 107 proteinas poseen sélo un RRM y 53
proteinas poseen dos RMM.
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Figura5. Dominios estructurales y funcionales caracteristicos de las proteinas SR.En este esquema
se muestran los dominios estructurales y funcionales que poseen 9 proteinas SR, en recuadros morados y
azules se indican los dominios de reconocimiento de ARN: RRM y RRMH, en recuadros verdeslos dominios
RS (repetidos de arginina/serina) y en un recuadro azul de menor tamafio el dominio de dedos de Zinc

(Shepard et al., 2009).

Actualmente se utiliza una nueva nomenclatura propuesta por Manley y Krainer, se basa en utilizar
las letras “SRSF” (SR splicing factor) seguido de los numeros 1-12, esta numeracion refleja el orden
cronoldgico en el cual los genes o proteinas fueron descubiertas (Tabla 1) (Manley et al., 2010).

Tabla 1. Nomenclatura actual de las proteinas SR

Proteinas SR Seudonimo
SRSF1 SF2/ASF, ASF, SF2,SF2p33, SFRST, SRp30a
SRSF2 PR264,SC-35, SC35, SFRS2, SFRS2A, SRp30b
SRSF3 SFRS3,SRp20
SRSF4 SFRS4, SRP75
SRSF5 HRS, SFRS5, SRP40
SRSF6 B52, HEL-S-97, SFRS6, SRP55
SRSF7 9G8,AAG3, SFRST7
SRSF3 SRSF8,DSM-T, SFRS2B, SRP46
SRSF9 SFRS9, SRp30c
SRSF10 FUSIPT, FUSIPZ, NSSR, PPP1R149, SFRS13, SFRST3A, SRp38, SRrpd0, TASR,
TASR1, TASR2
SRSF11 NET2,SFRST1,dJ677H15.2, p54
SRSF12 SFRS13B, SFRS19, SRmp35
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12.4.1.1Mecanismos de las proteinas SR.

Las proteinas SR generalmente se conocen como factores que se unen a secuencias exonicas
adyacentes a los sitios de empalme que funcionan como promotoras del reclutamiento de las
snRNPs U1y U2, como se muestraenla figura 6 (Shepard et al., 2009).

Se han identificado otras proteinas denominadas proteinas similares o relacionadas a las SR, las
cuales presentan dominios RS, sin embargo, muestran diferencias en la estructura de dominio de
reconocimiento a ARN o en algunos casos puede que este dominio no esté presente y en su lugar
se encuentre el dominio de dedos de Zinc; también pueden no ser reconocidas por el anticuerpo
caracteristico mAb104 (Boucher et al., 2001).

Como se habia mencionado antes existen elementos en cis que regulan eventos de splicing, los
cuales se encuentran normalmente en el exon regulado y por lo tanto se conocen como exonic
splicing enhancers (ESEs). Los elementos ESE son generalmente reconocidos por al menos un
miembro de la familia de proteinas SR y reclutan a la maquinaria de splicing hacia el intron
adyacente. Las proteinas SR actuan en varias etapas durante el splicing y requieren de la
fosforilacion para el reconocimiento del sitio de empalme y su defosforilacién para la catalisis (Busch
et al., 2009). Se han identificado varias proteinas quinasas que fosforilan especificamente residuos
de serina del dominio RS, incluyendo las proteinas SR quinasa 1 (SRPK1), Clk/Sty quinasa,
cdc2p34, y latopoisomerasa (Colwill et al., 1996).

Sin embargo, existen algunos casos en los que las proteinas SR reconocen algun sitio de unién
dentro del intron, donde funcionan como reguladores negativos de splicing (Fig. 6). El ejemplo mejor
caracterizado se produce durante la infeccién poradenovirus (Kanopka et al., 1996). En este caso, el
empalme es reprimido por la union del factor SR denominado SF2/ASF a un elemento represor
intrénico situado rio arriba de la secuencia de ramificacion al sitio de empalme 3' enel pre-ARNm de
adenovirus.

Estas observaciones muestran que los ESEs no sélo funcionan en el exon facilitando el
reconocimiento de sitio de splicing, sino que también actian como barreras para evitar la omision de
exon.
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(a)

(b)

(c)

Figura6.Funciones de proteinas SR en el proceso de splicing. a) La proteina SR (roja) se une a un sitio
ESE e interactua con los factores U2AF unidos al sitio 3" rio arriba y con la snRNP U1 unida al sitio 5 rio
abajo. b) Las proteinas SR facilitan la interaccién con los sitios de empalme yreclutan el complejo de la tri
snRNP U4/U6-U5. c) Represion de splicing mediada por Proteinas SR asociadas a secuencias intronicas
(Modificado de Shepard etal., 2009).

Las proteinas SR son proteinas multifuncionales que participan en una amplia diversidad de
mecanismos reguladores que controlan el metabolismo del ARNm, tanto en el nicleo como en el
citoplasma (Tabla 2). Dicha regulacién esta condicionada por varios parametros, tales como la
abundancia de proteinas SR, su perfil de fosforilacion, su sitio de unién enla molécula del ARNm y
su asociacion con otros factores dentro del ARNm (Twyffels et al., 2011), es decir, participan en la
regulacion de splicing constitutivo y alternativo de pre-ARNm, en la mediaciéon del transporte
eficiente de ARNm, asi como en la modulacion de la traduccién del ARNm (Busch et al., 2009).

Las proteinas SR no solo participan en el splicing constitutivo, en el splicing alternativo del pre-
ARNm y en diversas actividades posteriores al splicing, sino que ademas juegan un papel importanie
enla exportacion de ARNm nuclear, en el mecanismo de NMD, y en la traduccion del ARNm. Estas
actividades resaltan la importancia de las proteinas SR en varios mecanismos relacionados con la
regulacion del metabolismo del ARNm (Twyffels et al., 2011).
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Tabla 2. Diversidad de funciones de proteinas SR.

Proteina SR

SRSF1 | SRSF2 | SRSF3 [ SRSF4 | SRSF5 [ SRSF6 | SRSF7 [ SRSF8 | SRSF9 [ SRSF10 | SRSF11 [ SRSF12

Funcion
reportadas
Activador de

splicing X X X X X X X X X

constitutivo y
alternativo

Esfimulador
de elongacion X X X
franscripciond
Contribuye a
la estabilidad X X
del genoma
Contribuye a
la exportacién X X X
de ARNm
Regula la
traduccion X

Activa NMD X X

Promuevela
mediacion de X
IRES
Reprime el
splicing X

Reprime el
splicing X X
alternativo

Algunas proteinas SR como, SF2/ASF (SRSF1), SRp20 (SRSF3), y 9G8 (SRSF7) se transportan
continuamente entre el ndcleo y el citoplasma; el movimiento de estas proteinas requiere la
fosforilacion de residuos especificos en el dominio RS y en el dominio de unién al ARN (Caceres et
al., 1998). Una vez més, la fosforilacion de residuos de serina especificos dentro del dominio RS
parece controlar la eficiencia de la funciéon de exportacién del ARNm de Npl3 (Lee et al., 1996).
También se ha demostrado que las proteinas SRSF3y SRSF7 estan involucrados enla mediacion
de la exportacion eficiente de ARNm por la proteina asociada-Tap (TAP), que es un factor de
exportacion nuclear esencial (Huang et al., 2004).

Evidentemente las proteinas SR constituyen una familia de reguladores con funciones importantes
en el metabolismo del RNA, lo cual se ejemplifica cuando se considera que los cambios en la funcién
de proteinas SR o en su abundancia con frecuencia se han asociado con la enfermedad
humana. Porejemplo, SRSF1 ha sido descrito como un proto-oncogény la regulacion deficiente de
splicing alternativo mediado por este factor se ha asociado con varios tipos de cancer (Faustino et
al., 2003). Otro ejemplo es el factor de splicing SFRS3, cuya expresion se encuentra elevada en
diferentes tipos de cancer; a pesar de que el mecanismo por medio del cual actia no esta totalmente
elucidado, se sabe que esta misma proteina regula la expresion del factor de transcripcion FoxM1 y
dos de sus blancos transcripcionales (PLK1y la Cdc25B), que estaninvolucrados enla progresién
del ciclo celulary en el control de la proliferacion (Jia et al., 2010). Por ofro lado, se han detectado
concentraciones elevadas de proteinas SR que se expresan durante la infeccion de las células con
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el virus VIH-1 que dan como resultado una fuerte disminucién de la progenie viral (Jacquenet et al.,
2005).

Si bien se ha demostrado que la participacién de las proteinas SR en diversos aspectos de la
expresion génica es generalizada, no seria sorprendente demostrar que juegan un papel critico en
otros procesos bioldgicos importantes.

12.5 Splicing en hongos.

Diferentes especies de levaduras tienen bajo numero de infrones, Saccharomyces cerevisiae tiene
s6lo 253 intrones y Unicamente seis genes contienen dos intrones (Barrass et al., 2003), por lo que
consecuentemente el splicing alternativo es bajo comparado con algunos hongos filamentosos
(Kempken, 2013). Recientemente se describié que del 1.3 al 4.3 % de los genes en ciertas especies
de ascomicetos estudiadas ocurren eventos de splicing altemativo (Zhao et al., 2013).

Cabe sefialar que en Neurospora crassa y en todos los ascomicetos filamentosos, los intrones se
organizan de forma diferente en sus extremos 3' en comparacion con la mayoria de los eucariotas.
El punto de ramificacion predicho se encuentra mas cercano del sitio de empalme 3"y al tracto de
polipirimidinas (Henscheid et al., 2008). Se estimd que en el 1.6 % de los genes en Aspergillus flavus
ocurre splicing alternativo (Chang et al., 2010). Fusarium graminearum presenta resultados muy
similares, endonde se predicen 4 eventos de exclusion de exon, 269 casos de retencion de intron,
25 casos de sitio alternativo 5 'y 15 casos de sitio alternativo 3' (Zhao et al., 2013).

Un ejemplo bien estudiado vy tipico de la retencién de intrdn fingico en S. cerevisiae es el gen
CYH2. EIARNm de CYH2 codifica una proteina ribosomal de 17 kDa. El intron en el pre-ARNm de
CYH2 se retiene aproximadamente el 50 % de las ocasiones, lo que resulta en un ARNm que
codifica para un péptido de 2 kDa sin funcion conocida. (Schwindinger & Warner., 1987).

En Saccharomyces cerevisiae, se demostrd que el spliceosoma utiliza todos los sitios de empalme 3
disponibles dentro de una cierta distancia del sitio de ramificacion y en la mayoria de los casos, esto
estd mediado por estructuras del pre-ARNm (Luukkonen et al., 1997). Se han identificaron los
componentes del spliceosoma de D. discoideum (Hinas et al., 2006) y se compararon con Drosophila
melanogaster, Arabidopsis thaliana, Saccharomyces cerevisiae y Homo sapiens. Si bien se
identificaron los 49 ortélogos de proteinas snRNP de humanos en ameba, mosca, planta y en la
levadura, sélo 43 ortdlogos de levadura estan presentes (Yu et al., 2011). Del mismo modo, se han
identificado en la levadura pocos ortdlogos para proteinas spliceosomales que no son snRNPs y
para proteinas ribonucleares heterogéneas (hnRNP) asociadas con el spliceosoma. También se
identificaron doce proteinas que se asocian con la regulacién de splicing alternativo (Kempken,
2013).
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12.5.1 Proteinas SR en Modelos Flingicos.

Existen proteinas SR entodas las especies de metazoos, asi como en algunos eucariotas inferiores.
(Kress et al., 2008). En la levadura, s6lo un pufiado de genes contienen mas de un intron y la
mayoria de los sitios de splicing se adhieren a un consenso estricto. La falta de oportunidades para
el splicing alternativo ha promovido la creencia generalizada de que la levadura también carece de
las proteinas SR (Shen et al., 2006). Sin embargo, Npl3, Hrb1y GBP2 comparten la estructura del
dominio basico de las proteinas SR (Hacker et al., 2004); ademas, Npl3 y GBP2 pueden ser
fosforiladas en residuos de serina porla quinasa Sky1, la cual iene una alta similitud estructural con
la Proteina Quinasa 1 (SRPK1) de los mamiferos (Lukasiewicz et al., 2007).

En S. cerevisiae, Npl3, modula la eficiencia del splicing del pre-ARNm (Kress et al., 2008) y Srp2p es
un mediador de la funcién ESE en la levadura de fision Schizosaccharomyces pombe (Webb et al.,
2005).

Mas recientemente la proteina SR en levaduras Npl3 se ha implicado en la elongacion, terminacion
de latranscripcion y en la traduccion (Bucheli & Buratowski, 2005; Dermody et al., 2008; Deka et al.,
2008), ya que actla en la etapa temprana del splicing, junto con BBP y con la snRNP U1, estando
asi ligada al ensamble temprano del spliceosoma porque recluta alas snRNPs U1y U2 (Kress et al.,
2008).

12.6 Ustilago maydis.

Ustilago maydis es un hongo que induce la formacién de tumores en el maiz (Zea mays) y teosintle
(Zea mexicana) comunmente conocido como huitlacoche, el cual puede existir en forma haploide
unicelular “levadura” o como una forma dicariotica filamentosa. Esta transicion dimérfica se relaciona
con la patogenicidad del hongo, de tal manera que el dimorfismo, parasitismo y patogenicidad son
aspectos interrelacionados del ciclo de vida de este microorganismo (Banuett, 1995).

U. maydis pertenece a los Basidiomycetes y se clasifica en el orden de los Ustilaginales, que
infectan a un gran numero de plantas dicotiledéneas y monocotiledoneas causando graves pérdidas
economicas alos productores. Los rasgos caracteristicos de los hongos incluyen su dimorfismo y la
produccion de grandes cantidades de esporas de color oscuro que dan la impresion de hollin
(teliosporas) (Banuett, 1995). Otros patdgenos pertenecientes a los Ustilaginales son Ustilago hordei
(carbon cubierto), Ustilago nuda (carbdn volador), ambos parasitan la cebada; Ustilago nigra (carbdn
parcial) que afecta la avena, entre otros (Herrera, 2008).

Algunas de las caracteristicas que hacen de U. maydis un organismo genéticamente manejable para
estudiar diferentes aspectos celulares y moleculares incluyen:

a) Laexistenciade unafase haploide donde se forman colonias compactas, que permite el uso de
técnicas microbioldgicas estandar.
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b) La capacidad de construir células diploides en el laboratorio, lo cual hace que sea posible llevar
a cabo pruebas de dominanciay de complementacion.

c) Laposibilidad de transformacion con ADN exdgeno.

d) La capacidad de sustituir un segmento genémico con una copia mutada de un gen por
recombinacion homdloga.

e) La existencia de algunos marcadores seleccionables dominantes para las manipulaciones
genéticas (Banuett, 1995).

12.6.1 Ciclo de vida de Ustilago maydis.

Aunque Ustilago maydis se considera un hongo dimérfico, exhibe tres formas en su ciclo de vida:
una forma haploide unicelular, uninucleado, que es sapréfita (puede crecer sobre la materia no
viviente); una forma filamentosa dicaridtica, que es parasitaria (necesita de la planta para su
crecimiento) y patdgena (induce la enfermedad) y finalmente una forma diploide (la teliospora) que
s6lo se forma dentro de los tumores en la planta (Fig. 7). Estas transiciones morfologicas se rigen
por el apareamiento de dos loci: ay b. La forma haploide unicelular es en forma de cigarro, crece por
gemacién polar, forma colonias compactas en diferentes medios y no es patdégeno; en la naturale za,
es saprofito. La fusion celular se produce sé6lo si las células llevan diferentes alelos del locus
responsable del apareamiento. La fusion celular se realiza normalmente en las superficies de las
hojas (Banuett, 1995).
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Figura 7. Ciclo de vida de Ustilago maydis. Proceso mediante el cual se desarrolla U. maydis; la forma
saprofita y haploide (esporidio) que posterior a su conjugacion genera su forma patogena y dicariética
(teliospora) por medio de un intercambio de feromonas (Steinberg & Perez-Martin, 2008).
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Modelos fungicos, tales como S. cerevisiae han mejorado enormemente nuestro conocimiento de la
biologia celular basica, en parte debido a las numerosas ventajas técnicas que presenta. Sin
embargo, algunos procesos celulares que son importantes en los seres humanos estan altamente
modificados o ni siquiera estan presentes en esta levadura. La evidencia experimental obtenida a
partir de diversos experimentos realizados en U. maydis indicd que este hongo podria llenar este
vacio y ser empleado como modelo de estudio. Este organismo tiene una larga historia como un
sistema modelo para la reparacion del ADN y la recombinacidn, ademas de que muestra similitude s
adicionales alas células humanas, como la mitosis abierta (Castillo-Lluva et al., 2007) y el transporte
a larga distancia (Steinberg, 2007). De hecho, aproximadamente el 10 % del total de las proteinas
de U. maydis estan altamente conservadas y presentan homologos en humanos (Munsterkétter &
Steinberg, 2007).

La inesperada conservacion entre U. maydis y los humanos podria sugerir que ambos organismos
comparten algunos procesos celulares conservados. Sin embargo, es importante tener en cuenta
que las predicciones funcionales basadas en homologia de secuencia pueden ser s6lo un primer
paso hacia la comprensién de la funcién celular. Se necesita un trabajo experimental cuidadoso para
demostrar ademas que U. maydis ayuda a la comprension de la base molecular de las
enfermedades humanas. Enfoques bioinforméaticos han revelado que 681 homdlogos entre U.
maydis y los seres humanos presentan un porcentaje de identidad mayor al 20 % a nivel de
secuencia aminoacidica. Haciendo uso de la base de datos de SIMAP, se encontrd6 que 620
proteinas cumplen este criterio (Fig. 8). Cabe resaltar que este grado de conservacién es menor
entre U. maydis y S. cerevisiae (MUnsterkotter & Steinberg, 2007).

U.maydis

(6.925) Figura 8. Comparacién de

secuencias de  proteinas
predichas en Ustilago maydis,
Saccharomyces cerevisiae y
Homo sapiens. H. sapiens y S.
cerevisiae tienen un conjunto de
514 genes en comun, mientras
que 1738 proteinas muestran una
identidad mayor al 20 % en los
tres organismos. Sin embargo, U.
maydis comparte un gran nimero
de genes (777) homdlogos con
respecto al humano (Tomado de
Minsterkotter & Steinberg, 2007).

H.sapiens
(22.762)

S.cerevisiae
(6.093)
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13. JUSTIFICACION.

Debido a que las proteinas SR desempefian una gran variedad de funciones, dentro de las que se
encuentran la exportacién de ARNmy procesos de degradacion de ARNm (NMD), se han asociado
principalmente a procesos de regulaciéon transcripcional, actuando de manera general como
potenciadores en los eventos de splicing, sumado a esto también se ha demostrado que existen
niveles elevados de proteinas SR (SRSF1y SRSF3) en diversas enfermedades humanas como el
cancer. Como resultado de todas estas observaciones surge la necesidad de estudiar a esta familia
de proteinas reguladoras en el modelo experimental Ustilago maydis, tomando en cuenta que los
resultados arrojados de este estudio ofrecen resultados novedosos en cuanto a la existencia de
proteinas SR en este modeloy porotro lado, brinda la posibilidad de obtener una nueva herramienta
que nos permita estudiar a estos factores y posiblemente extrapolar los resultados obtenidos sobre
la funcionalidad de las proteinas hacia otros organismos.
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14. OBJETIVOS.

14.1 Objetivo General.

Identificar homologos putativos para proteinas SR en Ustilago maydis y sus posibles secuencias

blanco.

14.2 Objetivos Particulares

X/
L X4

X/
L X4

Identificar in silico en el genomade Ustilago maydis los homologos paralas proteinas SR
reportadas para humano.

Identificar en la anotacion del genoma de Ustilago maydis proteinas que contengan
dominios RRMy RS caracteristicos de las proteinas SR.

Comprobar la presencia de los genes codificantes para algunas proteinas SR (SRSF1,
RMB39 y RNPS1) en el genomay a partir de esto generar las proteinas recombinantes.

Buscar en el genoma de Ustilago maydis las secuencias para los sitios putativos de
regulacion mediada por proteinas SR.

Evaluar la capacidad de interaccién de las secuencias reguladoras identificadas y sus
respectivas recombinantes.
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15. METODOLOGIA

15.1 Cepas utilizadas, condiciones de cultivo y plasmidos.
15.1.1 Ustilago maydis FB1.

Ustilago maydis es nuestro modelo de estudio y la cepa que utilizamos fue FB1 (cepa de referencia,
Broad Institute), su genoma se obtuvo por medio ensamble de secuencias tomando en cuenta la
cepade U. maydis 521, este trabajo se llevo a cabo porel Broad Institute..

U. maydis se creci6 en medio YEPS a 20 °C/250 rpm.

15.1.2 E. coli DH5a.

La cepa de E. coli DH5a se utilizd como reservorio de nuestra construccion y también sirvio para
realizar los ensayos de expresion de las proteinas recombinantes generadas. Sus caracteristicas
son LacZ Delta M15, endA1, recA. (Taylor, 1993).

E. coli se crecio en medio LB a 37 °C en agitacion de 300 rpm. En el caso de la obtencién y
propagacion de las construcciones realizadas y la propagacion de plasmidos se crecié en medio LB
adicionado con Ampicilina a una concentracion final de 1 ng/pL.

15.1.3 pJET 1.2 (ThermoFisher).

Este vector funciona como reservorio para productos de PCR, posee varias caracteristicas entre las
que se incluyen: rep (pMB1). bla (Ap), eco 47IR, PlacUV5, promotor T7. Sitio multiple de clonacion

(SMC).

15.1.4 pPROEX HT (c) (ThermoFisher).
Este vector se utilizd para realizar la expresién de proteinas recombinantes, posee varias
caracteristicas entre las que se encuentran: rep (pBR322), His (6) N-terminal. Bla (Ap), lacl,
promotor Tcr, Sitio multiple de clonacién (SMC)

15.2 Medios de cultivo.

15.2.1 YEPS (Yeast Extract, Peptone, Sugar).
Se utilizo para propagar U. maydis. Cada litro de medio contiene 20 g de dextrosa, 10 g de extracto

de levaduray 20 g de peptona de caseina.
En caso de preparar medio sélido se agregaron 15 g de agar por litro.
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15.2.2 LB (Luria- Bertani; Sambrook ef al., 1989).

Es un medio de cultivo utilizado de forma habitual para el crecimiento bacteriano. Se utilizé para
propagar E. coli. Cada litro de medio contiene 5 g de extracto de levadura, 10g de NaCl y 10 g de
peptona de caseina.

En caso de preparar medio sélido se agregaron 15 g de agar por litro.

15.2.3 SOC.

Este medio se utilizd para rescatar las células de E. coli DH5a que fueron transformadas por
electroporacién. Este medio contiene 2 % de triptona, 0.5 % de extracto de lavadura, 10 mM de
NaCl, 2.5 mM de KCI, 20 mM de glucosa, 10 mM de MgSO4y de MgCl.

15.2.4 GYT.

Este medio se utilizé para almacenar las células electrocompetentes de E. coli
Cada 100 mL de medio contiene 10 mL de glicerol, 0.125 g de extracto de levadura y 0.25 g de
triptona.

15.3 Analisis bioinformatico.

15.3.1 Anélisis in silico de homélogos para proteinas SR de humanos en el genoma de
Ustilago maydis.

Para este abordaje se inicid con una busqueda de proteinas SR de humanos reportadas en la
literatura, posteriormente se realizé un alineamiento comparando la secuencia aminoacidica de la
proteina SR de humano contra el genoma de Ustilago maydis utilizando un Blast para proteinas en
la plataforma del NCBI (National Center for Biotechnology Information), el cual utiliza el algoritmo
BLOSUM62. Posteriormente los locus identificados fueron enlistados, se anotd el nimero de
aminoacidos correspondientes para las proteinas SR de humano y para los locus identificados de U.
maydis; se identificaron las diferentes denominaciones que recibian todas las proteinas SR de
humano identificadas en la literatura y se realiz6 la busqueda bibliografica de los homdlogos ya
descritos paratodas estas proteinas en diferentes organismos. Estos datos se correlacionaron con
los resultados obtenidos del segundo abordaje (Metodologia 4.4.2) con el fin de confirmary reforzar
la identidad de las proteinas SR putativas identificadas.

15.3.2 Andlisis in silico de proteinas SR putativas en Ustilago maydis.
Para identificar de manera exhaustiva la existencia de proteinas SR en el genoma de Ustilago
maydis se utilizo la base de datos de Pfam, esta base datos agrupa las proteinas en familias de
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acuerdo conlos dominios funcionales; por tal razén nos permiti¢ identificar todas aquellas proteinas
que contenian dominios RRM, que permiten la union de la proteina conel A

DN. Esta busqueda se realizd utilizando la plataforma del Broad Institute. Posteriormente se
identificaron los dominios RS, con ayuda de la plataforma del KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes) se corroboro el nimero de dominios RRM de la proteina y el tamafio de cadauno de
ellos. Por otro lado, se utilizé la herramienta KEGG ORTHOLOGY, para identificar el homélogo de
cada una de las proteinas con dominio RRM y conocer si han sido descritas con alguna funcion.
Estos datos fueron utilizados para realizar una correlacion con los resultados obtenidos del apartado
anterior (Metodologia 4.4.1) de tal manera que se completa la busqueday se genera una lista que
incluya tanto los homélogos putativos de proteinas SR humanas, como posibles proteinas SR
especificas del basidiomiceto.

15.3.3 Anadlisis in silico de interaccion con otras proteinas.

Este andlisis se realiz6 utilizando la base de datos STRING (Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes/Proteins); la cual nos permitié conocer las posibles interacciones proteicas para
algunas de las proteinas SR putativas identificadas en Ustilago maydis.

STRING es un sistema de prediccién el cual se basa en la extrapolacion de datos reportados de
interacciones proteicas hacia la proteina de interés, a partir de los cristales de proteinas reportadas
en las bases de datos, tomando en cuenta la presencia de dominios funcionales y su homologia.
Esta herramienta predice interacciones proteicas basandose tanto en interacciones reportadas y
validadas mediante datos experimentales como en datos de homologia estructural y funcional,
empleando métodos de prediccion computacional.

15.3.4 Busqueda de sitios blanco.

Proteinas recombinantes uRNPS1, uSRSF1, uRBM39; se buscd en la literatura la secuencia
reportada como sitio de unién reportados para los homologos humanos y posteriormente se alimento
el programa GenFinder (Hernandez- Pérez et al., en proceso) con las secuencias. El empleo de este
programa nos permite identificar las secuencias blanco presentes en cada gen, asi como su
ubicacion. El listado arrojado se analiz6 en funcion de la frecuencia, prevalencia y posicion de las
secuencias blanco identificadas.

15.4 Técnicas de Biologia Molecular.

15.4.1 Obtencion de ADN gendmico a partir de la cepa FB1 de Ustilago maydis (Kit
Wizard® Genomic DNA Purification, Promega).

La obtencién de DNA gendmico se realizé de acuerdo con las indicaciones del proveedor, como se

indica a continuacion. Inicialmente se cultivo el hongo en 5 ml de medio liquido YEPS durante todala

noche a 30 °C en agitacion constante. El cultivo se centrifugd 2 min/13000 rpm, se resuspendié en
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500 uL de EDTA 50 mM. Para lisar las células se agregaron 7 L de liticasa (10 ug/mL) mezclando
suavemente con la punta, se incubd a 37 °C/45 min, se centrifugd y desecho el sobrenadante,
posteriormente se adicionaron 300 UL de Nucleic lysis solution en la cual se resuspendié la pastilla.
Para la precipitacion de proteinas se adicionaron 100 UL de protein precipitation solution, se mezcld
con voxter y se incub6 en hielo ambos casos por 10 min. Tras centrifugar a 1300 rpm/3 min se
realiz6 la precipitacion de ADN, para esto el sobrenadante se transfirié a un tubo de 1.5mLy se
adicionaron 300 pL de isopropanol frio y se incub6 en hielo 30 min; se centrifug6 y la pastilla
resultante se lavé con 300 pL de etanol al 70 %, nuevamente se centrifug6 y se aspird por completo
el etanol con ayuda de una punta; la pastilla se dejo secaral aire por 20 min. Para rehidratar el ADN
se adicionaron 50 UL de RNase solution, se mezcld con una punta y se incubd a 37 °C/15 min,
dejando enfriar a temperatura ambiente. Por Ultimo, se dejé incubando a 4°C toda la noche. Las
muestras fueron aimacenadas a -80 °C.

15.4.2 Amplificacién de fragmentos de ADN mediante PCR (New England BioLabs).
Los primers se disefiaron de tal manera que nos permitieran amplificar el marco de lectura abierta
completo en la siguiente tabla se muestran los locus utilizados, el tamafio del amplicony los primers

utilizados.

Tabla 3. Oligonucledtidos empleados para obtener las proteinas recombinantes de U. maydis.

LocusenU. | Nombre Tamafio Fwd (5°-3") Rev (5°-3) Referencia
maydis asignado | amplicén

UMAG_0016 | uRBM39 1923 pb ATGTATGCCGA| CTACTGCGCGC Este estudio

4 CTTGGAAGAG TGATTGGC
UMAG_0255 | uSRSF1 4011 pb ATGTCGGCAAT | CTACGATGCGTT Este estudio
2 CAACCACGCA GCTTCCAG

UMAG_3178 | uRNPS1 594 pb ATGGATCGAAC | TCATCGTGTGTG Este estudio
AGCTGATTCA TTGGCGG

La reaccion de amplificacion por PCR se realiz6 utilizando 1 uL de ADN como templado (10-100 ng),
5 UL de ThermoPol Reaction Buffer 10X, 1 uL de dNTPs [10mM], 1 pL de cada oligonucleotido [10
mM], 0.25 uL de VentDNA Polymerase (5 U), en un volumen final de 50 L.

Al término de la reaccion, los productos de PCR se visualizan mediante una electroforesis engel de
agarosa al 1 %, los cuales se corrieron a 100 mV/30 min para comprobar la obtencién de los
amplificados esperados.
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Tabla 4. Condiciones para las reacciones de PCR

Proteina Templado Tm °C | Tiempo de Tamario del Referencia
Homélogaen FB1 extension amplificado

U. maydis

uRBM39 ADN 62 2 1923 pb Este trabajo

USRSF1 ADN 62 410" 4011 pb Este trabajo

URNPS1 ADN 60 40" 594 pb Este trabajo

El programa de amplificacién empleado de manera general se describe a continuacion: pre-
desnaturalizacién de 95 °C/5 min, posteriormente 30 ciclos de desnaturalizaciona95°C/30 s, 30 s a
la temperatura de alineamiento correspondiente (Tabla 4) y una extensiona 72 °C durante el empo
requerido de acuerdo al tamafio del amplicon. Por Ultimo, se realizé una extension final a 72 °C
durante 5 min y el termociclador se program6 para aimacenar las reacciones a 10 °C.

15.4.3 Extraccion de ADN plasmidico mediante Lisis alcalina (Green & Sambrook, 2012).

Para la extraccion de ADN plasmidico se cultivé cada una de las clonas obtenidas en 5 mL de medio
LB-Amp (1 ug/1 mL), incubando toda la noche a 37 °C/150 rpm. Se centrifugo el cultivo a 6000
rpm/7 min, se desechd el sobrenadante y se agregaron 200 L de solucion | (50 mM de glucosa, 25
mM de Tris-HCI pH 8.0, 10 mM de EDTA, pH 8), se resuspendié la pastillay se traslad6 a un tubo de
1.5 mL donde se mezcld con vortex hasta lisar la pastilla. Para realizarla lisis alcalina se adicionaron
200 pL de solucion Il (200 mM de NaOH, 1 % SDS) y se mezcld por inversién 10 veces. La
precipitacion de proteinas se realizé adicionando 200 pL de solucién Il (5 M de Acetato de potasio/2
M de &cido acético, pH 5,5), se mezcld con vortex al maximo por 10's y se centrifugd al méximo por
5 min; posteriormente para aislar el ADN plasmidico se recupero el sobrenadante y se adicionaron
800 pL de etanol absoluto, se mezcld y se incubd a -4° C/30 min. Se centrifugd al maximo 5 min, se
desecho el sobrenadante y se lavo la pastilla con etanol al 70 %; nuevamente se centrifugd y se
desecho el sobrenadante, dejando que la pastilla se secara al aire. Por ultimo, de resuspendié la
pastilla en 50 uL de agua estéril con RNAsa (1 pg/ml).

15.4.4 Electroforesis de ADN en geles de agarosa (Green & Sambrook, 2012).

Se utilizaron geles de agarosa al 1 % para visualizar las muestras de ADN gendmico, plasmidos y
productos de digestiones enzimaticas realizadas. Los geles se prepararon utilizando buffer TAE (40
mM de Tris-acetato, pH 8, 1 mM de EDTA)y agregando 1 gota de Bromuro de etidio (1 pg/ml); el
corimiento se realizé empleando el mismo buffer. Las muestras se mezclaron con buffer de carga
(0.25 % de azul de bromofenol (p/v), 0.25 % de xilencianol (p/v), 15 % de glicerol (p/v), enagua, pH
8). Como referencia se utilizé el marcador de peso molecular de 1 kb (fermentas).
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Todas las electroforesis se migraron a 100 mV y se visualizaron con un transluminador de luz
ultravioleta (300 nm de longitud de onda).

15.4.5 Clonacion de los productos de PCR en el vector pJET 1.2 (CloneJET PCR Cloning
Kit- Thermo Fisher Scientific).

La clonacion de los productos de PCR se realiz6 utilizando el vector pJET 1.2, el cual permite clonar
de manera directa productos de PCR sin necesidad de purificarlos. Este sisttma posee una
eficiencia del 99 %, las caracteristicas importantes que presenta este vector son: un promotor de
transcripcion T7, un gen letal el cual es interrumpido cuando se inserta ADN en los sitios de
clonacion, un casete de resistencia a ampicilina y sitios maltiples de clonaciony de restriccion.

La clonacion en este vector funciond como reservorio de nuestro producto de PCRy nos brindd
sitios de corte especificos con los cuales posteriormente se realizé una subclonacion en el vectorde
expresion pPROEXHT.

Tabla 5. Componentes y cantidades para las reacciones de ligacion.

Componentes Volumen
Buffer 10 X Tyl
Productos de PCR no purificados 1uL-0.15 pmol
pJET 1.2/bluntcloning vector (50 ng/uL) 1uL
Agua libre de nucleasa 6 uL
LigasaT4 1uL
Volumen total 10 uL

La reaccion de ligacion se realizé de acuerdo alos componentes y las cantidades mostradas en la
tabla 5y se dej6 incubando durante 2 dias a temperatura ambiente.

15.4.6 Subclonacion de los productos digeridos con Notl-Xbal en el vector pPROEX-HTc
(Addgen).

A partir de las clonas obtenidas en direccién 5°-3" de la transformacion en el vectorpJET 1.2 blunt,
se realizé la subclonacién en el vector pPROEX- HTc.

El vector pPPROEX-HT posee un promotor Tcr, un gen Lacl, un ori C, un gen f-lactamasa, casete de
resistencia a ampicilina y multiples sitios de corte.

Las digestiones se realizaron de acuerdo a lo siguiente: el ADN plasmidico y el vector pPROEX-HTc
fueron digeridos con las enzimas Notl-Xbal (Fermentas), de la digestidn del ADN plasmidico se
obtuvo el inserto, el cual se ligd en el vector pPROEX- HTc cortado con las mismas enzimas para
que la clonacion fuera dirigida.
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Para cada una de las digestiones se tomaron 43 L de ADN plasmidico, 2 uL de enzima Xbal y 5 pL
de buffer adecuado parala enzima, se dej6 incubando toda la noche, posteriormente se agregaron
2ul de enzima Notl, 10 uL de buffer adecuado paralaenzimay 38 pL de agua libre de nucleasas, la
reaccion se incub6 37 °C/4 h. Las digestiones se cargaron enun gel de agarosaal 8 % y se cortaron
las bandas correspondientes a los insertos, con la ayuda de una navaja estéril.

Los productos de ADN se purificaron con “High Pure PCR Product Purification Kit- Roche”, de
acuerdo con las indicaciones del fabricante. Posteriormente, las ligaciones se realizaron de acuerdo
con las cantidades indicadas en la tabla 5. La reaccion se llevd a un volumen final de 10 L, se
incubd a temperatura ambiente durante dos dias.

Tabla 6. Componentes y cantidades para las reacciones de ligacion

Componentes Volumen
Buffer 10X 1uL
Vector cortado y purificado(pPROEX-THc-Notl-Xbal) 1:3
Productos de digestion purificados
Agua libre de nucleasa 4L
Ligasa T4 1Tul
Volumen total 10 L

15.4.7 Purificacion de ADN (High Pure PCR Product Purification Kit- Roche).

Para purificar muestras de ADN, se realizé lo siguiente: el volumen de cada muestra se ajusté a 100
WL, se adicionaron 400 UL de Binding buffer, se mezcl6 la muestra con vortex y se centrifug6 por 10
s. Posteriormente, se insertd una columna dentro de un tubo colectory usando unamicropipeta se
transfirié la muestra en el centro de la columna, se centrifugd 30 s/8000 g, se desconect6 la columna
del tubo colectory se desechd el sobrenadante. Después se ensamblo la columnay se adicionaron
400 pL de Wash buffer, se centrifugd 30 s/8000 g, se desecho el sobrenadante, se volvié a lavar,
pero ahora con 300 UL de Wash buffer, se desechd el sobrenadante nuevamente y se centrifugé a
velocidad maxima por 1 min. Por dltimo, la columna se conectd a un tubo nuevo de 1.5mLy se
adicionaron 12 uL de Elution buffer y para colectar el eluido se centrifugd a 8000 g/1 min.

Para el caso de las purificaciones realizadas a partir de muestras de ADN en banda se realizé lo
siguiente: se pesolabanday porcada 100 mg de gel se agregaron 100 UL de Binding enhancer, se
calentd la muestra a 56 °C hasta que la agarosa se disolvié (no mas de 20 min). Después se
trasladd a un tubo nuevo y se realiz6 el proceso mencionado anteriormente para purificar ADN en
solucion.
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15.4.8 Analisis de restriccion enzimatica.

El ensayo con enzimas de restriccidn es muy importante ya que debemos aseguramos que el insero
se encuentre clonado de manera adecuada, es decir, se encuentre en direccion 5°-3" en el plasmido:
este proceso se llevo a cabo tomando 5 pL de ADN plasmidico, 1.5 UL de buffer especifico para
cada enzima utilizada, 8.3 pL de aguallibre de nucleasas y 0.2 L de enzima, la reaccion se incub6 a
37 °C/2 h.

15.5 Técnicas de transferencia genética.
15.5.1 Preparacion de células E. coli DH5a electrocompetentes (Green y Sambrook, 2012).

La preparacion de células electrocompetentes se realizé mediante un tratamiento con glicerol frio al
15 %. En este procedimiento se parte del cultivo de una colonia de E. coli DH5a en 25 ml de medio
LB, se incuba a 37 °C/250 rpm durante toda la noche; al siguiente dia se inocularon 250 mL de
medio LB con 12.5 mL del precultivo, se incubd a 37 °C/300 rpm hasta alcanzar una D. Ogoo de
aproximadamente 0.5-0.7. Una vez alcanzadala DO se trasladaron rapidamente a un bafio en hielo
durante 20 min, se dividio el cultivo en tubos estériles de 50 ml previamente puestos enun bafio con
hielo y se colectaron las células por centrifugacion a 4 °C/1000 g/20 min. A continuacién, se
decanté el sobrenadante y se lavo la pastilla suavemente con 50 mL de agua fria conayuda de una
pipeta, nuevamente se colectaron las células por centrifugacion a4 °C/1000 g/20 min, se decant el
sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 25 mL de glicerol frio al 10 %. Posteriormente se
repitio el procedimiento anterior, pero ahora se resuspendieron en 12.5 mL de glicerol frio al 10 %,
nuevamente las células fueron centrifugadas en las mismas condicionesy resuspendidas en 1mL de
medio GYT frio. Por ultimo, se resuspendieron y se realizaron alicuotas de 40 L las cuales fueron
almacenadas a -80°C hasta el momento de su uso.

15.5.2 Electroporacion de células E. coli DH5a electrocompetentes (Green y Sambrook,
2012).

Las ligaciones correspondientes a pJET-uRBM39, pJET-uSRF1 y pPROc-uSRSF1 fueron
infroducidas a las células de E. coli DH5a electrocompetentes por medio de electroporacion.

La electroporacion de las células se realizé de la siguiente manera. En un tubo de 1.5 ml se
colocaron 40 L de células electrocompetentes descongeladas con 4 L de laligacion (10 -100 ng)
se mezclaron y se encubaron en hielo 1 min; se trasladé el contenido a una cubeta de 0.1 cm, se
colocd en la cdmara y usando el MicroPulser- Bio Rad se pulso “Ec1”; se removi6 la cubeta de la
camara e inmediatamente se adiciond 1ml de medio SOC; se resuspendieron las células y se
trasladaron a un tubo de 15 ml, se incubarona 37 °C/1 h/225 rpm.
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Posteriormente, se sembraron en placas LB-ampicilina. Una placa se inoculé tomando el 10 % de las
células (100 pL de cultivo) y otra placa se inocul6 con el resto de las células con laayudade un asa
triangular de metal.

15.5.3 Preparacion de células E. coli DH5a competentes (Green y Sambrook, 2012).

Las células quimiocompetentes se prepararon de acuerdo con las siguientes indicaciones: se inici6
un precultivo de 5 ml de caldo LB inoculado con 1 UFC de E. coli DH5a (37 °C/12 h), conel cual se
inoculd un cultivo de 200 ml de caldo LB, se incub6 a 37 °C hasta alcanzar una DO 600 de 0.5, se
transfirié a tubos estériles de 50 ml previamente enfriados, se centrifugd 3000 rpm/10 min/4 °C, se
elimind el sobrenadante y se resuspendi6 la pastilla en 12.5 ml de CaClz 0.1 M. Esta mezcla se
almacend en hielo por 10 min, se centrifugd 3000 rpm/10 min/4 °C, se eliminé el sobrenadante, se
resuspendio la pastilla en 1 ml de CaCl2 0.1 M/Glicerol al 15 %. Las células se alicuotaron y
almacenaron a-70 °C para su uso posterior.

15.5.4 Transformacion de células E. coli DH5a competentes (Green y Sambrook, 2012).

La transformacién de las células se realizd de la siguiente manera: se tomaron 100 uL de células
competentes entubos de 1.5 mlenhielo y 10 pL de la ligacién, se incubd la mezcla 40 minen hielo,
se indujo choque térmico a42 °C/90 s, se transfirié en tubo a hielo durante 90 segundos, se agregé
750 pL de caldo LB, incubé 37 °C/40 min/300 rpm, se sembraron en placas LB-ampicilina. Una placa
se inoculé tomando el 10 % de las células (100 pL de cultivo) y otra placa se inoculé conelresto de
las células con la ayuda de un asa friangular de metal.

Esta metodologia se utilizé para realizar las subclonaciones de pPROc-uRBM39, pJET-uRNPS1 y
pPROCc-URNPS1.

15.6 Técnicas de Proteinas recombinantes.

15.6.1 Induccion de proteinas recombinantes con IPTG (pPRoEX-HT Procariotic
Expression System).

Para poderobtener las proteinas recombinantes inicialmente es necesario inducir su expresion. En
este caso, el vector que utilizamos posee un promotor hibrido Trp-Lac, por lo cual puede ser
activado en presenciade lactosa, sin embargo, debido a que necesitamos una expresion constante
es necesario utilizar IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido), el cual es un analogo de la lactosa
y posee laventajade no serdegradado. Estainduccidn se realiz6 inoculando un precultivo de 2 ml
de caldo LB-Amp con una UFC, incubando el cultivo 37 °C/200 rpm/12 h, después se transfirié 0.1
ml de precultivo en 10 ml de caldo LB-Amp el cual se incubd 37 °C/ 200 rpm hasta alcanzar una
D.0Os90 de 0.5-1.0. En este punto se tomd 1 ml correspondiente al tiempo 0, sin induccidn. Al resto
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del cultivo se adiciono IPTG a una concentracion final de 0.6 mM, se continud con la incubaciony se
tomaron alicuotas a la hora 1,2 y 3 después de la induccidn, se centrifugaron todas las muestras a
13000 rpm/1 min, se lavaron las células en 100 uL de PBS. En el caso de uRMB39 y uSRSF1 se
incubaron a temperatura ambiente/12 h, después de la induccidn, las alicuotas se resuspendieron en
volimenes iguales de buffer para muestra 2x [125 mM Tris-HCI (pH 6.8), 4 % (w/v) SDS, 20 % (v/v)
Glicerol, 0.01 % (w/v) azul de bromofenol, 5 % de B-mercaptoetanol], se hirvieron las muestras y
analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante.

15.6.2 Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida SDS (Miniprotean4 BioRad).

Para poder visualizar las proteinas inducidas se realizé una electroforesis en gel desnaturalizante de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Se utilizaron dos concentraciones diferentes con las siguientes
cantidades para el gel concentradory de separacion:

o Gel al 12 % para uRNPS1: 4 ml de poliacrilamida [1:29], 3.4 mL de agua, 2.5 ml de buffer
[Tris- HCI 1.5 mM] para el gel de separacion y 2.5 mL de buffer [0.5M Tris-HCI, pH 6.8] para
el gel concentrador.

e Gel al 8 % para uRMB39/ uSRSF1: 2.7 ml de poliacrilamida [1:29], 4.7 mL de agua, 2.5 ml
de buffer [Tris- HCI 1.5 mM] para el gel de separaciony 2.5 mL de buffer [0.5 M Tris-HCI, pH
6.8] para el gel concentrador).

En ambos casos para polimerizar se utilizaron 5 uyL de TEMED y 50 uL de APS al 10 % para el gel
concentrador, en cuanto al gel de separacion se agregaron 10 uL de TEMED y 100 uL de APS al 10
%.

Se cargaron 20 WL de las muestras en los pocillos, como patrdn de referencia se utilizé el marcador
para proteinas con un rango de 15-170 kDa (Page Ruler Fermentas). La electroforesis se corrié en
buffer Tris — Glicina (500 mM de Tris, 500 mM de Glicina) a 80 mV los primeros 30 min y
posteriormente a 100 mM durante 2 - 3 h, dependiendo del tamafio de la proteina a identificar.

15.6.3 Tincion de Geles de acrilamida con Coomassie.

Una vez terminada la electroforesis, se colocé el gel en un recipiente para inmediatamente ser
tefiido, se adiciond azul de coomassie (0.1 % de azul brillante de coomassie, 45 % de metanol y 10
% de acido acético) lo suficiente para cubrir la superficie del gel, se dejo incubando por 15 min a
temperatura ambiente en un agitador orbital. Se decant6 el exceso de colorante y se lavé con agua.
Para poder observar las bandas se adiciond una solucion para destefiir (10 % de metanol y 5 % de
acido acético) y se mantuvo durante 18 h en el agitador orbital a velocidad media.

15.7 Western Blot.

Las proteinas recombinantes obtenidas de la induccién se cuantificaron por medio del método de
Bradford y se corrieron en un gel de poliacrilamida al 8 % o al 12 %, dependiendo del tamafio de la
proteina de acuerdo a las especificaciones previamente descritas. Posteriormente se realizé la
transferencia a una membrana de PVDF (Millipore) previamente activada en metanol absoluto/ 5
min. La transferencia se realizé durante 16 h/30 mA, la membrana se bloqued con PBS/Casec [5 %]
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(Nestlé) con el anticuerpo monoclonal anti-His (Santa Cruz Biotecnology) a una dilucién 1:500 toda
la noche. Al dia siguiente se hicieron 5 lavados con PBS-Tween 0.05 % previos alaincubacion con
el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (goatanti mouse IgG-HRP), el cual se utilizé a una
dilucion 1:5000. Por ultimo, se reveld con luminol (Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrate- Millipore) y lamembrana se expuso a una placa radiogréfica para obtenerlaimpresiéonde
la sefal (Kodak). Laincubacién de lamembrana con el sustrato fue de 5miny la exposicién con la
placa fue de 30 s, la placa fue sumergida en solucion reveladora y fijadora (CARESTREAM dental)
por 15 sy lavada con agua corriente.

15.8 Ensayo de retardamiento

Los ensayos de retardamiento se llevaron a cabo utilizando aproximadamente 30 ug de la proteina
URNPS1, los cuales fueron incubados en 2 L de buffer de union BB 5X (50 mM HEPES-KOH pH
7.6, 40 mM MgCl2, 0.1 mM DTT, 0.5 mM EDTA, 50 % Glicerol), 2 ug de ADN de espermade salmén
(Invitrogen) y 25 ng de oligo biotinilado (Metodologia 5.9.1). Las mezclas se llevaron a un volumen
final de 20 pL y fueron incubadas durante 15 minutos a 4 °C, para permitir la formacion de
complejos.

Los complejos resultantes se analizaron en un gel nativo de poliacrilamida al 6 % (acrilamida-
bisacrilamida 29:1) en TBE 0.5X (445 mM Tris- Base, 445 mM acido borico, 10 mM EDTA) el cual se
corrié a 80 volts por 1 hora y media (en un carril se carg6 buffer de carga para poder monitorear la
migracidn) al ttrmino de la separacion electroforética el gel se transfirio a una membrana de nylon
previo equilibrio en buffer de transferencia (25 mM Tris-base, 192 mM pH Glicina 8.3), durante 15
minutos. La transferencia se realizdé en una cdmara de transferencia semi-seca Trans-blot semidry
(Bio-Rad) durante 45 minutos a 15 V. Una vez fransferidos los complejos RNA-proteina a la
membrana de nylon, éstos fueron detectados con el sistema Chemiluminiscent Nucleic Acid
Detection Module Kit (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las especificaciones del proveedor. La
membrana fue expuesta a una placa radiografica hasta que apareciera la sefial de los compuestos
formados entre el ADN y uRNPS1.

Nota. - Para preparar el gel se utilizaron 1.5 mL de acrilamida, 1 mL de TBE 5X, 7.3 mL de agua, 10
uL de APS y 1 uL de TEMED. Este gel vacio fue pre-corrido a 150 v durante 30 minutos en TBE
0.5X.

15.8.1 Marcaje de oligos con biotina

Se utilizaron dos oligos diferentes para realizar este ensayo, se nombraron como oligo 1y oligo 2
(CTT CTT CTT CCT TCT TCC TCC TTC TTC TTC y GAA (10 respectivamente).

Para llevar a cabo esta reaccion se empled buffer de TdT a una concentracion final de 1X; 10 uL de
oligo al 1 mM, Biotina -UTP a una concentracion final de 0.5 uM (Roche) y 0.2 U de enzima TdT
(fermentas); después de haberincubado la reaccién durante 30 minutos a 37 °C se agregaron 5 pL
de EDTA 0.5 para detener la reaccion; posteriormente se lavd con 50 uL de cloroformo: alcohol
isoamilico, se mezcld con ayuda de un vortex y se centrifugd durante 2 min a 1200 rpm, a
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continuacion se recuperd la fase acuosa con un volumenigual de etanol absoluto y 1 L de esperma
de Salmén, se dejo precipitar durante 30 min a 4 °C. Por ultimo, se centrifugd 10 min/1200 rpm, se
elimind el sobrenadante, se secd la pastillay se resuspendié en 20 uL de agua libre de nucleasas

Nota. - La transferasa terminal deoxinucleotidil (TdT) se diluy6 en buffer de reaccidn justo antes de
usar a una concentracién de 2 U/pL.
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16. RESULTADOS.

ESTUDIO DEPROTEINAS SRPUTATIVAS EN Ustilago maydis

16.1 Identificacion in silico de los homélogos para las proteinas SR reportadas para
humano, en el genoma de Ustilago maydis.

Inicialmente se hizo un compendio de las proteinas SR reportadas en la literatura para Homo
sapiens. A partir de esta busqueda se obtuvo un tfotal de 48 proteinas SR de humano
encontradas en la literatura y se analizaron sus caracteristicas generales, como la presencia de
dominios funcionales, dominios estructurales, tamafio, efc., las cuales se resumen enlatabla 7.

Tabla 7. Proteinas SR humanas y sus caracteristicas generales.

Proteinas SR

identificadasen | UniProt No Acceso Longitud Dominios funcionales Dominios
humano NCBI (aa) estructurales
1 SRSF1/ SF2/ASF Q07955 NP_008855.1 248 RRM1, RRM2 Reqién rica en G
Motivo de interaccién con SAFB1 Region rica en RS
2 SRSF2/SC35 Q01130 NP_003007.2 221 RRM Regién rica en G,
Region rica en RS
3 SRSF3/SRp20 P84103 NP_003008.1 164 RRM Region rica en RS
Motivo de interaccion con NXF1
4 SRSF4/SRp75 Q08170 NP_005617.2 494 RRM1, RRM2 Region rica en G
Region rica en RS
5 SRSF5/SRp40 Q13243 NP_001034554.1 272 RRM1, RRM2 Region rica en G
Region rica en RS
6 SRSF6/SRp55 Q13247 NP_006266.2 344 RRM1, RRM2 Region rica en G
Region rica en RS
7 SRSF7/9G8 Q16629 NP_001026854.1 238 RRM Region rica en RS
Dedo de Zinc CCHC
Motivo de interaccion con NXF1
8 SRSF8/SRp46 Q9BRL6 NP_115285.1 282 RRM Reqion rica en R
Region rica en RS
9 SRSF9/SRp30c Q13242 NP_003760.1 221 RRM1, RRM2 Reqion rica en G
Motivo de Interaccion con SAFB1 Region rica en RS
10 SRSF10/SRp38 0754% NP_473357.1 262 RRM Region rica en RS
1 SRSF11/p54 Q05519 NP_004759.1 484 RRM Reqion rica en G
Recion rica en RS
Region rica en R
12 SRSF12 Q8WXF0 NP_542781.3 261 RRM Region rica en RS
13 TRA-2 beta P62995 NP_004584.1 288 RRM 2 Regiones ricas en RS
14 TRA-2 alpha Q13595 NP_037425.1 282 RRM 2 Regiones ricas en RS
15 U1-70K P08621 NP_003080.2 437 RRM Reqion rica en R/D/E
Reqion rica en G
Reaion rica en R/D/E
Region rica en RS
16 Urp Q15696 NP_005080.1 482 RRM Region rica en RS

Dedo de Zinc C3H1tioo 1
Dedo de Zinc C3H11ipo 2

Region rica en E

40

——

'




ESTUDIO DEPROTEINAS SRPUTATIVAS EN Ustilago maydis

17 RNPS1 Q15287 NP_006702.1 305 RRM Reqién rica en RS
Motivos de interaccion con p110 Reqién rica en K
Motivo de interaccion con SRP54 Regién rica en R/IP
Motivo de interaccion con UPF2y
UPF3B
Motivo de interaccion con PNN 'y
exon omitido
Motivo de interaccion con SAP18
vACIN1
Motivo de interaccion con TRAZB y
de localizacién nuclear.
18 SRrp53 Q96lZ7 334 Hélice superenrrolladas
Region rica en RS
19 SRrp86 Q8WXA9 NP_631907.1 508 RRM Reqion rica en R/E/K/S
Region rica en RS
20 SRrp130 Q8TFO01 NP_001309341.1 805 3 hélices
superenrrolladas
Region rica en Q
Reqién rica en P
Reqién rica en S
Region rica en RS
21 SRrp129 Q99590 NP_004710.2 1463 Dedo de zinc tipo RING degenerado Region rica en R
Reaién rica en P
Region rica en RS
22 XE7 Q02040 NP_005079.2 695 RRM Reqién rica en R
Motivo de unién a la subunidad PKA- Region rica en RS
RI'v PKA-RII
Motivo de unién ala subunidad PKA-
Ria
23 RBM5 P52756 NP_005769.1 815 RRM1, RRM2, Region rica en RS
Dedo de Znc tipo RanBP2
Dedo de Zinc fipo C2H2 atipico
Parche-G
Motivo de interaccion con U2AF2
Motivo de interaccion con ACIN1,
SNRPB, SNRPN, SNRNP70y
SNRNP200
24 RBM23 Q86U 06 NP_001070819.1 439 RRM1, RRM2 Reqion rica en R
Region rica en A
25 RMB39 / Q14498 NP_909122.1 530 RRM1, RRM2, RRM3 Region rica en RS
HCC1/CAPER Motivo de interaccion con Jun
Motivo de activacion
Motivo de interaccion con ESR1y
ESR2
Motivo de interaccion con NCOAG
26 Proteina SR140 015042 NP_001073884.1 1029 RRM 3 Hélices
asociada a U2 Motivo SURP superenrrolladas
CID Region rica en RS
Regién rica
Reqion rica en P
Reqion rica en D
Region rica en E
27 DHX38/PRP16 Q92620 NP_054722.2 1227 Helicasa de union a ATP Region rica en RS
Helicasa en el C-terminal
Caja DEAH
28 DDX46/hPRP5 Q7L014 NP_055644.2 1031 Helicasa union a ATP Hélice superenrrollada
Helicasa C terminal Caia DEAD
Motivo Q
Region rica en R
29 SRm160 Q8IYB3 NP_005830.2 904 PWI Reqion rica en RS
Motivo de localizacion en matriz y Regién rica el P
( )|
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speckles
30 SRm300 QouQ35 NP_057417.3 27152 Motivo de unién a RNA Hélice superenrrollada
Redion rica en RS
Region rica en A
A HsWAP Q12872 951 Motivo SURP 1 Region rica en SR
Motivo SURP 2
32 PININ Q9H 307 NP_002678.2 "7 Motivo de interaccion con RNPS1 4 hélices
Motivo de interaccion con KRTS, superenrrolladas
KRT18 v KRT19 Reqion rica en E
Motivo de interacciéon con complejo Region rica en Q
PSAP Region rica en RS
Motivo de interaccién con PPIG
33 LUC7B1 QINQ29 NP_958815.1 371 2 heélices
superenrrolladas
Region rica en RS
34 Acinus QIUKV3 NP_055792.1 1341 SAP Reqion rica en E
Motivo de interaccién con RNPS1y Reqion rica en S
SAP18y formacion del complejo Reaién rica en RID/E/K
ASAP Region rica en RS
35 SR-A1 Q9H7N4 NP_067051.2 1312 Motivo de interaccién con el dominio Region rica en P
CTD de POLR2A Region rica en SR
Region rica en E
36 ZNF265 095218 NP_976225.1 330 Dedo de Zinc RanBP2-tipo 1 Region rica en RS
Dedo de Zinc RanBP2-tibo 2
Motivo de sefializacién nuclear
37 Prp22 Q14562 NP_004932.1 1220 Motivo S1 Redién rica en K
Helicasa de unién a ATP Region rica en RS
Helicasa en el C-terminal
Caja DEAD
38 U5-100k Q9BUQS NP_004809.2 820 Helicasa de union a ATP Region rica enR
Helicasa en el C-terminal Region rica en E
Motivo Q Region rica en RS
Caja DEAD
39 Prpdk Q13523 NP_003904.3 1007 Proteina cinasa Reqion rica en RK
Region rica enH
Region rica en RS
40 CrkRS QINYV4 NP_057591.2 1490 Proteina cinasa Region rica en A
Region rica en P
Region rica en RS
4 CDC2L5 Q14004 NP_003709.3 1512 Proteina cinasa Region rica en RS
42 CIR1 Q86X95 450 Motivo de interaccion con RBPJ Region rica en RK
Motivo de interaccion con RP9 Region rica en RS
Motivo de sefializaciéon nuclear
43 Cyclin L1 QIUK58 NP_064703.1 526 Ciclina like-1 Region rica en RS
Ciclina like-2
Cyclin L2 Q96S9%4 NP_112199.2 520 Ciclina like-1 Region rica en RS
Ciclina like-2
45 SR-cyp Q13427 NP_004783.2 754 PPlasatipo ciclopilina Region rica en RS
Region rica en RK
46 Proteina 27kDa Q8WVK2 NP_006848.1 155 Reaion rica en R
asociada a U4/U6 Region rica en RS
- U5 tri-snRNP
47 U2AF65 P26368 NP_009210.1 475 Motivo de interaccion con PRPF19 Region rica en RS
43 U2AF35 Q01081 NP_006749.1 240 Motivo RRM Region rica en RSG
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Segun la clasificacion mas reciente, las proteinas del grupo 1 (SFRS1, SFRS4, SFRS5, SFRS6, y
SFRS9) tienen dos dominios RMM, y el segundo dominio RRM tiene un motivo heptapéptido
SWQDLKD invariable y conservado evolutivamente. En contraste, las proteinas de los grupos 2
(SFRS12, y SR140) y 3 (SFRS2, SFRS3 y SFRS7) tienen un Unico dominio RRM vy carece del
motivo SWQDLKD (Manley et al., 2010); sin embargo, algunas proteinas contienen otro tipo de
dominios que permiten su interaccion con RNA, como es el caso del dominio PWIy los dedos de
Zinc. Como puede observarse de los datos mostrados en la tabla 7, otras proteinas SR identificadas
ademas de presentar dominios RRM poseen dominios de interaccién con ofras proteinas, por
ejemplo, la proteina SRSF7/9G8 que posee dominio de unién ala proteina NXF1 también conocida
como TAP, la cual esta implicada en la exportacion de ARNm del nucleo hacia el citoplasma en
humano (Herold et al., 2000), sin embargo, la caracteristica que comparten todas estas proteinas es
el dominio estructural RS. En este sentido cabe destacar que no entodos los casos el dominio se
encuentra en el extremo amino terminal, en ocasiones estos dominios pueden estar distribuidos a lo
largo de la proteina y pueden contener hasta dos dominios RS como es en el caso de la proteina
RNPS1, dominio que permite la interaccion entre proteinas (Long & Caceres, 2009). Es interesante
resaltar que en los dominios estructurales se evidenciaron no solo repetidos ricos enRy S, sino
también repetidos ricos en otros aminoacidos como A, E, D, RK| K, etc. Aunque de manera clasica
se considera que las proteinas SR presentan regiones ricas en ambos residuos, ahora se ha
observado que de manera individual los residuos de arginina o serina son susceptibles a sufrir
eventos de fosforilacion u otro tipo de modificacion postraduccional para activar cierta funcién de las
proteinas SR, porejemplo, algunos factores de splicing como SRSF1 (SF2/ASF) son fosforilados en
los residuos de serina, provocando que se concentren en las espiculas nucleares, estos hallazgos se
realizaron al observar la localizacidn de proteinas SR a las cuales se les habia eliminado el dominio
RS y proteinas SR completas (Rossi et al.,1996). Sin embargo, se necesitan realizar diversos
estudios para demostrar la funcionalidad de residuos particulares para la actividad de una proteina
SR especifica.

Una vez identificadas las proteinas SR reconocidas para humano, se realizé una busqueda del
homdlogo correspondiente en las secuencias anotadas en la base de datos para Ustilago maydis.
Los resultados obtenidos para esta comparacion se muestran en la tabla 8, en donde se resumen los
homologos identificados en U. maydis para proteinas SR reportadas en H. sapiens, mostrando el
porcentaje de identidad obtenido para cada péptido. En algunos casos, se encontré que un mismo
locus de U. maydis podia corresponder al homédlogo para mas de una proteina SR humana; dichos
casos se resaltan con coloren la siguiente tabla.
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Tabla 8. Secuencias homdlogas para proteinas SR de humanos en Ustilago maydis.

ProteinaSR | Tamaifioaa Locusen Identidad % Funcioén asignada
H. sapiens H. sapiens U. maydis
SRSF1 248 UMAG_02552 28/78 (36 %) Proteina hipotética
SRSF2 221 UMAG_02412 31776 (41 %) Proteina hipotética
SRSF3 164 UMAG_10162 33/89 (37 %) Proteina hipotética
SRSF4 494 UMAG_15022 76/190 (40 %) Factor de splicing, rico en
arginina/serina
SRSF5 272 UMAG_15022 711190 (37 %) Factor de splicing, rico en
arginina/serina
SRSF6 344 UMAG_10375 66/209 (32 %) Proteina hipotética
SRSF7 238 UMAG_01265 24/68 (35 %) Proteina hipotética
SRSF8 282 49/147 (33%) Nucleolina
SRSF9 221 UMAG_02469 311109 (28 %) Proteina hipotética
SRSF10 262 23/78 (29 %) Nucleolina
SRSF11 484 UMAG_04390 41/138 (30 %) Proteina hipotética
SRSF12 261 UMAG_00516 38/ 119 (32%) Proteina nucleolar 4
TRA 2 alfa 282 UMAG_10239 51/101 (50 %) Proteina fransformadora 2
TRA 2 beta 288 UMAG_10239 62/138 (45%) Proteina transformadora 2
SRrp86 508 UMAG_05363 2278 (28 %) Factor de splicing U2AF subunidad 65
kDa
SRp129 1463 UMAG_11405 12/30 (40 %) Complejo promotor del anafase
subunidad 11
SRrp130 805 UMAG_00275 12125 (48 %) ADN polimerasa
SRm160 904 UMAG_12176 69/128 (54 %) Proteina de la matriz con repetidos
serina/ arginina
SRm300 2752 UMAG_06397 58/164 (35 %) Proteina hipotética
SR-A1 1312 UMAG_05527 27/102 (26 %) Proteina hipotética
Sr-cyp 754 UMAG_06259 92/175 (53 %) U-snRNP putativa asociada a
cicloflina
SR140-U2 1029 UMAG_10477 184/719 (26 %) Proteina hipotética
27 kDa peptide 155 UMAG_04183 37/81 (46 %) Proteina 3 asociada a tri-snRNP
tri-snRNP- U4/U6. U5
U4/U6 - U5
RBM5 815 UMAG_02655 58/187 (31 %) Proteina hipotética
RBM23 439 UMAG_00164 101/283 (36 %) Proteina 39 de unién a ARN
RBM39/ HCC1 530 UMAG_00164 150/429 (35 %) Proteina 39 de unién a ARN
DHX38 o 1227 UMAG_04188 | 620/1236 (50 %) | Factor de splicing ATP dependiente de
PRP16 ARN Helicasa

——

44

'




ESTUDIO DEPROTEINAS SRPUTATIVAS EN Ustilago maydis

DDX46 1031 UMAG_01174 319/583 (55 %) ARN Helicasa dependiente de ATP
Prpdk 1007 UMAG_11912 191/347 (55 %) Proteina cinasa serina/treonina
Prp22 1220 UMAG_03936 | 696/1236 (56 %) ARN Helicasa dependiente de ATP
U1-70K 437 UMAG_04775 105/233 (45 %) Ribonucleoproteina pequefia nuclear
de 70 kDa
U5-100k 488 UMAG_10666 3241721 (45%) ARN Helicasa dependiente de ATP
Urp 482 65/166 (39 %) Factor de splicing U2AF subunidad 35
CrkRS 1490 UMAG_04925 138/302 (46 %) Subunidad akIfZaCinasa CTD
cDC2L5 1512 UMAG_04925 1441327 (44 %) Subunidad alfa Cinasa CTD
Cyclin L1 526 UMAG_10398 92/256 (36 %) Proteina hipotética
Cyclin L2 226 UMAG_10398 92/256 (36 %) Proteina hipotética
U2AF 35 240 118/212 (56 %) | Factor de splicing U2AF subunidad 35
U2AF65 475 UMAG_05363 171/367 (47 %) | Factor de splicingk?JZAF subunidad 65
XE7 695 UMAG_10161 471171 (27 %) Protein:Dh?potéﬁca
RNPS1 305 UMAG_03178 60/186 (32 %) Proteina de union a ARN con dominio
rico en serinas
Pinin 717 UMAG_02686 16/46 (35 %) Proteina hipotética
LUCT7B1 371 UMAG_10299 86/224 (38 %) Proteina hipotética
Acinus 1341 UMAG_00992 16/40 (40 %) MAP cinasa y fosfatasa
ZNF265 330 UMAG_02423 11/21 (52 %) Proteina hipotética

De las 48 proteinas SR reportadas para humano, encontramos el homologo respectivo para 45 de
ellas (94 %) en U. maydis (Tabla 8). En algunos casos, dos proteinas SR diferentes presentaban el
mismo homélogo en U. maydis, por ejemplo, TRA2 alfa y TRA2 beta. Estas observaciones sugieren
que la diversidad de proteinas en U. maydis es menor a la que se presenta en humano; sin
embargo, también indica que una misma proteina en un evento determinado pudiera llegar a suplirla
actividad de dos 0 mas proteinas y que podrian tener una funcién redundante en algunos casos.

Por otra parte, se observd que el porcentaje de identidad para los homologos identificados se
encuentra en el rango de 20-60 %. Los porcentajes de identidad més altos se observaron para los
homoélogos de las proteinas Prp22 (56 %), U2AF35 (56 %), Prp4 (55 %), DDX46 (55 %), SRm160
(54 %), Srcyp (53 %), ZNF265 (52 %), DHX38 (50 %) y Tra2 alfa (50 %). Sin embargo, los
porcentajes para los homologos de proteinas SR clasicas oscilan entre el 28 y 40 %. También se
observé que en los casos donde dos proteinas SR diferentes presentaban el mismo homologo en U.
maydis, los porcentajes de identidad para ambos casos son muy parecidos. Finalmente, para
algunos de los locus identificados se muestra ya una funcion putativa en la base de datos de U.
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maydis. Aunque la funcidén asignada no incluye la de ser factores SR, algunas de las funciones
descritas pueden serrelevantes en el metabolismo del ARN.

16.21 Identificacion de proteinas que contienen dominios RRM y RS caracteristicos de las
proteinas SR en la anotacion de genoma de Ustilago maydis

Ya que los primeros resultados solo se fundamentaron en el hecho de obtener los homélogos de
Ustilago maydis a partir de proteinas SR reportadas en humano, existia la posibilidad de que U.
maydis tuviera otras proteinas SR ademas de las que se pudieran compartir con humano. Para
resolver esta incognita y completar una busqueda exhaustiva que incluyera a todas las posibles
proteinas SR en el hongo, se realizé una segunda busqueda bioinformatica. Empleando este
abordaje se identificaron en la base de datos para U. maydis 60 proteinas que poseen dominios
RRM, para las cuales se identificd de forma manual si poseian ademas dominios ricos en residuos
de serina, arginina 0 ambos. En la tabla 9 se resume la informacion para las 60 proteinas
identificadas, incluyendo el nimero de dominios RRM que poseen, también se agrego la informacion
que corresponde a las regiones ricas en S, Ry RS; donde SR-amino, SR-carboxilo y SR-toda
significa que los repetidos SR se encuentran en el extremo amino, carboxiloo alo largo de toda la
proteina; de manera similar se indican las regiones ricas en Ry S. Estos datos sugieren que U.
maydis podria llegar a tener una gran variedad de estas proteinas cumpliendo diferentes funciones.

Tabla 9. Proteinas con dominios RRM y RS identificadas en la base de datos de Ustilago
maydis.

Dominio | Dominio S, R Dominio | Dominio S, R

Locus RRM oSR Locus RRM o SR
UMAG_00164.1 3 SR-amino UMAG_03178.1 1 S-carboxilo
UMAG_00254.1 2 S-carboxilo UMAG_03208.1 1 S-amino
UMAG_10966.1 2 SR-amino UMAG_10836.1 2 S-toda
UMAG_00516.1 6 UMAG_11084.1 1 S-toda
UMAG_00601.1 2 S-amino UMAG_03494.1 4
UMAG_00667.1 1 S-carboxilo UMAG_10477.1 1 SR-foda
UMAG_00716.1 2 UMAG_03724.1 2 R-carboxilo
UMAG_12111.1 2 S-carboxilo UMAG_03771.1 1 S-amino
UMAG_10793.1 1 SR-carboxilo UMAG_11511.1 1 SR-amino
UMAG_01182.1 3 S-carboxilo UMAG_03939.1 1 R-carboxilo
UMAG_01265.1 1 S-amino UMAG_03952.1 1 R-carboxilo
UMAG_01271.1 2 S-amino UMAG_04149.1 1 S-amino
UMAG_10239.1 1 SR-foda UMAG_04269.1 1 R-carboxilo
UMAG_01414.1 1 S-amino UMAG_04299.1 1 SR-foda
UMAG_01536.1 1 S-carboxilo UMAG_11148.1 1 SR-foda
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UMAG_02292.1 3 R-carboxilo UMAG_04390.1 1 SR-amino
UMAG_02346.1 4 UMAG_04398.1 4 SR-foda
UMAG_02401.1 1 R-carboxilo UMAG_10903.1 1 SR-foda
UMAG_02412.1 1 UMAG_04679.1 2

UMAG_02420.1 2 SR-carboxilo UMAG_10674.1 2 SR-carboxilo
UMAG_02469.1 1 R-carboxilo UMAG_04775.1 1 SR-foda
UMAG_10162.1 2 R-amino UMAG_04835.1 2 S-toda
UMAG_02472.1 2 S-amino UMAG_12284.1 1 SR-amino
UMAG_02552.1 2 S-toda UMAG_05363.1 3 SR-amino
UMAG_02609.1 1 SR-amino UMAG_11178.1 2 S-amino
UMAG_02696.1 1 S-toda UMAG_10723.1 2 S-carboxilo
UMAG_02881.1 1 UMAG_11591.1 1 S-toda
UMAG_12203.1 1 S-carboxilo UMAG_06090.1 1 S-toda
UMAG_02994.1 2 S-toda UMAG_06183.1 3 S-toda
UMAG_10375.1 4 SR-amino UMAG_06193.1 2 S-toda

Se encontrd que de las 60 proteinas con dominios RRM, 18 presentaban dominios SR notables,
mientras que 27 proteinas contenian repetidos de Serina; en menor cantidad se identificaron 8
proteinas que contenian repetidos de arginina y finalmente 7 proteinas con dominios RRM no
contenian ninguna region rica en estos residuos de manera aparente; de tal forma que en este
abordaje se obtuvieron 53 posibles proteinas SR en el genoma de nuestro modelo de estudio. De
manera adicional se identificé la localizaciéon de cada uno de los dominios encontrados para cada
uno de los homologos en U. maydis; es decir, se ubicd laregion en la cual se encontraban cada uno,
ya fuera en el extremo carboxilo, en el extremo amino o alo largo de toda la proteina.

En un intento poridentificara las proteinas SR que tuvieran una mayor posibilidad de ser funcionales
en U. maydis, se decidio realizar una correlacion global de los resultados obtenidos en ambos
abordajes para identificar a las proteinas SR putativas que presenten un mejor sustento. Al
correlacionar los dos abordajes empleados se llegé a un total de 15 coincidencias que fueron
identificadas por las dos metodologias empleadas y que podrian corresponder a proteinas SR
putativas, las cuales se muestran enla tabla 10.
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Tabla 10. Proteinas SR putativas en Ustilago maydis.

Locus en U. maydis Proteina SR en humano Score (Bits)
1 UMAG_02552 SRSF1 48.5
2 UMAG_02412 SRSF2 56.6102
3 UMAG_01265 SRSF3 44.2838
SRSF4 51.6026
4 UMAG_10375 SRSF5 51.2174
SRSF6 49.2914
5 UMAG_04775 U170K 129.413
6 UMAG_04149 SRSF7 42.743
SRSF8 59.6918
7 UMAG_06193 SRSF10 54999
8 UMAG_02881 SRSF9 45,8246
9 UMAG_04390 SRSF11 41.9726
TRA2B 2
10 UMAG_10239 TRA2a 11
SRSF12 51.6026
RBM23 150.984
1 UMAG_00164 RBM39 130.183
12 UMAG_02401 SRp86, SRIp508 135134
13 UMAG_03939 U2AF65 45.8246
14 UMAG_03178 RNPS1 53.9138
proteina SR140 asociada a
15 UMAG_10477 U2 162.925

Es importante destacar que a partir de esta correlacion de resultados se encontrd que las 15
proteinas obtenidas corresponden a proteinas SR clasicas o canonicas. Esta observacion nos
permite proponer que el estudio de cada una de estas proteinas arrojaria resultados importantes y
novedosos. Sin embargo, para continuar con este trabajo se eligieron solo tres de los quince
homologos identificados, para los cuales se procedi a la obtencién de las proteinas recombinante s
respectivas. Paradicho fin se eligieron los homélogos para las proteinas SRSF1, ya que es una de
las proteinas SR que méas ha sido estudiada, RBM39 que participa en mecanismos de NMD y la
proteina RNPS1 que forma parte de complejo EJC. Cabe mencionar que las proteinas SRSF2,
SRSF9, TRA2B, TRA2a, SRSF12 no se tomaron en cuenta porque poseen intrones en su secuencia.
Aunque este hallazgo resulta interesante porque existen diversos factores de splicing que contienen
infrones y cuya expresidn es regulada a su vez por splicing, en este caso en particularla presencia
de los intrones podria dificultar el desarrollo experimental y la obtencion de las proteinas
recombinantes planteada como objetivo de este proyecto.

Finalmente, a partir de esta correlacion se identificaron un total de 78 proteinas SR putativas en U.
maydis, las cuales presentan una estructura y organizacion variables. Aunque resulta interesante el
estudio y un andlisis a profundidad de estas proteinas, es necesario un frabajo posterior para
caracterizarlas funcionalmente.
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16.3 Comprobaciéon de los genes codificantes para las proteinas uSRSF1, uRMB39 y
uRNPS1 en Ustilago maydis y generacion de sus respectivas proteinas recombinantes.

16.3.1 Extraccion de ADN y amplificacion de fragmentos de ADN por medio de PCR.

A partir de los homologos identificados se eligieron unicamente a tres locus para los cuales se
obtuvieron las proteinas recombinantes uRMB39, uSRSF1y uRNPS1, correspondientes alos locus
UMAG_ 00164, UMAG_02552 y UMAG_3178 y se disefiaron los primers que amplificaron el marco
abierto de lectura completo (Metodologia 4.5.1).

EI ADN extraido de lacepa FB1 de Ustilago maydis (Metodologia 4.5.2), fue visualizado por medio
de una electroforesis en gel de agarosa (Metodologia 4.5.5) y se utilizé como templado pararealizar
las reacciones de PCR (Metodologia 4.5.3), obteniendo asilos siguientes amplificados mostrados en
la figura 9.

4000pb —p 4011 pb
2000 pb—» 1923 pb
594 pb

500pb —»

Figura. 9 Productos amplificados por PCR. Para la proteina uSRSF1, uRBM39 y uRNPS1 se obtuvieron
los amplificados de 4011 pb, 1923 pb y 594 pb, respectivamente.

16.3.2 Clonacion en el vector pJET 1.2.

Los productos amplificados por PCR se ligaron en el vector pJET 1.2 (Metodologia 4.5.6).
Considerando que el vector presenta un tamafio de 2974 pb y los amplificados para uRNPS1 (594
pb), URMB39 (1923 pb)y uSRSF1 (4011 pb), el tamafio total para cada construccion fue de 3568 pb,
4897 pb y 6985pb respectivamente. Una vez realizadas las ligaciones se electroporaron en células
de E. coli DH5 a electrocompetentes (Metodologia 4.6.1y 4.6.2) o bien se transformaron en células
quimiocompetentes de E. coli DH5 a (Metodologia 4.6.3y 4.6.4), segun seael caso.
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La clonacidn en este vector nos sirvid de reservorio para posteriormente realizar la subclonacion,
posteriormente se realiz6 la extraccién de plasmido (Metodologia 4.5.4) y las clonas obtenidas
fueron sometidas a un andlisis de restriccién (Metodologia 4.5.9), para saber si el inserto se
encontraba en la orientacién 5a 3.

Los mapas de restriccion, asi como las reacciones de digestion enzimatica que permitieron confirmar
la identidad de cada clona se muestran a continuacion para uSRSF1 (Fig. 10), uRBM39 (Fig. 11) y
uRNPS1 (Fig. 12).

A) B)
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S000pb  —p <— 4689 pb

pJET-uSRSF1

6965 bp 2000 pb N 2296 Pb

Figura10.Digestionde la construccion pJET-uSRSF1 con laenzimaBgll. A) Mapade la construccion
pJET-uSRSF1, se indican los sitios de corte de la enzima Bgll y el inserto uSRSF1 de 4011 pb. B)
Electroforesis en gel de agarosa al 1 %, se muestran las bandas de 4689 pb y 2296 pb correspondientes al
analisis restriccién, que indican la direccidn 3'- 5 'del inserto dentro del plasmido.
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Styl (1023)

3500 pb <4— 3589pb

pJET-uRBM39
4897 bp

1500 pb <— 1308pb

Styl (2331)

Figura.11Digestionde la construccion pJET-uRMB39 con la enzima Styl. A) Mapa de la construccion
pJET-uRBM39, seindica el sitio de corte de la enzima Styl, y el inserto uRBM39 de 1923 pb. B) Electroforesis
en gel de agarosa al 1 %, se muestran las bandas de 3589 pb y 1308 pb correspondientes al analisis de
restriccion, que indican la direccidn 3°-5"del inserto dentro del plasmido.
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3000 pb —> <«— 2935pb

pJET-uRNPS1
3568 bp

750pb —»
<4— 633 pb

Hindlll (1218)
500pb —»

Figura12.Digestionde laconstruccion pJET-uRNPS1 con laenzima Hindlll. A) Mapa de la construccion
pJET-uRNPS1, se indica el sitio de corte de la enzima Hindlll y el inserto uRNPS1 de 594 pb. B)
Electroforesis en gel de agarosa al 1 %, se muestran las bandas de 2935 pb y633 pb correspondientes al
analisis restriccion, que indican la direccidén 3°- 5 'del inserto dentro del plasmido.
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16.3.3 Subclonacioén en el vector pPROEX HTc.

Una vez obtenidas las clonas en orientacidén 5°-3" dentro del vector pJET se realiz6 la subclonacion
enel vector pPPROEXHT. Para poder realizarlo, primero se digirio el ADN plasmidico obtenido a partir
de 5mL de cultivo (Metodologia 4.5.4) para una clona de pJET previamente identificada por anélisis
de restriccion. Por otro lado, se digiri6 el vector pPROEx HTc de manera independiente. En ambos
casos, se utilizaron las enzimas Notl-Xbal para que la clonacion fuera dirigida. Posteriormente, tanto
el vector como el inserto fueron cortados de gel y purificados (Metodologia 4.5.8) para luego ser
ligados en una proporcion 1:3 (Metodologia 4.5.7).

Una vez realizadas las ligaciones, se electroporaron en células de E. coli DH5 a electrocompetente s
(Metodologia 4.6.1y 4.6.2) o bien se transformaron en células quimiocompetentes de E. coli DHS a
(Metodologia 4.6.3y 4.6.4), dependiendo de la construccion.

Posteriormente se realiz6 la extraccion de plasmido (Metodologia 4.5.4) y las clonas obtenidas
fueron sometidas a un andlisis de restriccion (Metodologia 4.5.9) para confirmar la correcta insercion
del fragmento en orientacién 5a 3". El mapa de restriccidn y los andlisis correspondientes se
muestran para uSRSF1 (Fig. 13), para uRBM39 (Fig. 14) y para uRNPS1 (Fig. 15), respectivamente.

A) B)

ExHis

Sacl (379)

»
o~
&
&
>
&
&
)

4000 pb
3500 pb

5039 pb
3786 pb

pPROC-USRSF1
8525 bp

A,
~ 7 ‘_:f”?pR promoter

5000

Sacl (4165)

Figura. 13 Analisis de restriccion de pPROc-uSRSF1 con la enzima Sacl. A) Mapa de la construccion
pPROc-uSRSF1,seindicael sitio de corte de la enzima Sacll. B) Electroforesis en gel de agarosaal 1 %, se
muestran las bandas de 5039 pb y 3786 pb correspondientes al analisis restriccidn, que indicanla direccién
3’-5'delinserto dentro del plasmido.
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Figura. 14 Analisis de restriccion de pPROc-uRBM39 con la enzima Sall. A) Mapa de la construccion
pPROc-uRBM39, se indica el sitio de corte de la enzima Sall. B) Electroforesis en gel de agarosa al 1 %, se
muestran las bandas de 5007 pb y 1730 pb correspondientes al analisis restriccion, que indican|a direccion
3'-5'delinserto dentro del plasmido.
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500 pb <— 443 pb

Figura 15 Analisis de restriccion de pPROc-uRNPS1 con laenzima BamHI. A) Mapa de laconstruccion
pPROc-uRNPS1, se indica el sitio de corte de la enzima BamHI. B) Electroforesis en gel de agarosa al 1 %,
se muestran las bandas de 4965 pb y 443 pb correspondientes al analisis restriccién, que indican la direccion
3’- 5'delinserto dentro del plasmido.
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16.3.4 Induccion de proteinas recombinantes (IPTG).

La clonacion en este vector nos sirvié como sistema de expresion ya que posee el gen Lacl, el cual
favorece la transcripcion de la proteina de interés en presencia de lactosa; en el laboratorio se utilizé
isopropil tigalactésido (IPTG) que es un andlogo de la lactosa no hidrolizable, el cual permitira
mantener una concentracion constante durante todo el experimento de induccion. Por otro lado, el
vector empleado permite la adicion de una cola de 6 histidinas en el extremo 5', esta caracteristica
es de sumaimportancia ya que favorece los procesos de purificacion de la proteina recombinante y
su identificacion mediante el empleo de anticuerpos. Para obtener las proteinas recombinantes se
probaron diferentes condiciones de temperatura, tiempo, presencia de ciertos osmolitos (sacarosa,
manitol) y concentracion de IPTG.

Una vez que se llevé a cabo lainduccion de las proteinas recombinantes uSRSF1 (Fig. 16), uRBM39
(Fig. 17) y uRNPS1 (Fig. 18 y Fig. 19), se verificé su produccién mediante una electroforesis en gel
desnaturalizante de poliacrilamida.

ON 4h si M

<+—— 180 kDa
<+—— 130 kDa

170 kDa —p

Figura16.ldentificacion en SDS PAGE de la proteina recombinante uSRSF1. Fotografia de SDS Page al
8 %: en el carril 1 se carg6 la induccidn después de toda un anoche (ON), la flecha indica la banda que
corresponde a la proteinade 170 kDa, en el segundo carril (4h) | induccién correspondiente a4 horas, en el
carril 3 (sfi) se cargd lamuestrasin induciry el ultimo carril (M) se encuentra el marcador de peso molecular;
pararealizar la induccion se utilizd una concentracion final de 0.3 mM de IPTG.
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|

le— 35kDa

S ¢ 40 kDa

Figura17.ldentificacion en SDS PAGE de
la proteina recombinante uRBM39.
Fotografia de SDS Page al 10 %, dondeen el
primer carril se muestra el marcador de peso
molecular (M), en el segundo carril se cargé
la induccidn correspondiente atodala noche
(ON) en la cual se observa una banda que
corresponde aproximadamente a 90 kDa, en
el ultimé carril se cargd lamuestrasininducir
(sfi); para realizar esta induccién se utilizd
una concentracion final de 0.3mM de IPTG.

Figura 18. Identificacion en SDS
PAGE de laproteinarecombinante
uRNPS1. Fotografia de SDS Page al
12 %, los primeros fres carriles
muestran la induccién de la proteina
después de tres horas (t= 3), con una
flecha se indica la banda de
aproximadamente 32 kDa, en el cuarbo
carril se carg6 la muestra sin inducir
(sfi) y por ulim6 se observa el
marcador de peso molecular (M); para
realizar esta induccion se utilizb una
concentracion final de 0.6 mM de
IPTG.

Para verificar la presencia de las proteinas recombinantes se realizd un Western Blot utilizando el
anticuerpo que reconoce la cola de Histidinas (Santa Cruz). Debido a la baja cantidad de proteina
obtenida de la induccién de uSRSF1y uRBM39 solo se realizd el Western para uRNPS1 (Fig. 19).
Se obtuvo la sefial que corresponde para una proteina de aproximadamente 32 kDa.
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Ctrl
uRNPS1 + s

,:‘:‘.‘J

Figura19.Western blot de la proteina recombinante uRNPS1. Enla fotografia el carril 1 se presenta la
sefial correspondiente a la proteina uRNPS1, como control positivo (+) se utilizd la proteina recombinante
uUUPF1 (37 kDa)y como control negativo (-) se utilizé el extracto total de E. coli DH5a.

16.4 Identificacion de secuencias de regulacion putativas de las proteinas SR en el genoma
de Ustilago maydis.

Primero se realizé una blisqueda de los sitios de unién reportados para las proteinas SR de humano
e inicialmente sélo se encontraron sitios de unién reportados para la proteina SRSF1. Sin embargo,
recientemente se reportaron los sitios de union para SR45, el ortélogo de RNPS1 en Arabidopsis
thaliana (Xing y cols., 2015) y debido a que esta era otra de las proteinas recombinantes obtenidas
en este trabajo, se decidid incorporar dichos sitios de union a nuestro estudio. Considerando que las
proteinas recombinantes uSRSF1y uRBM39 obtenidas se expresan en pequefias cantidades y son
proteinas de mayor tamafio, planteamos el empleo de la proteina recombinante uURNPS1 para los
ensayos de interaccion propuestos en este trabajo, ya que se expresaen mayor cantidad y podria
serde mejor manipulacién para dichos experimentos. En la siguiente tabla se muestran los sitios de
union reportados para las proteinas SRSF1y RNPS1, indicando los métodos mediante los cuales
fueron identificadas estas secuencias.

Tabla 11. Sitios de unién reportados para SRSF1y RNPS1.

Proteina SR Sitio de unién Método

SRSF1 de humano RGAAGAAC SELEX (Tacke et al., 1995)
AGGACRRAGC SELEX (Tacke et al., 1995)
SRSASGA SELEX funcional (Liu et al.,

1998)

UGRWG CLIP (Sanford et al., 2008)

Ortologo de RNPS1 en A.| GAGAGAGAGA

thaliana TCTCTCTCTC
CTTCTTCTTC RIP-Seq (Xing et al., 2015)
GAAGAAGAA

56

——
| —




ESTUDIO DEPROTEINAS SRPUTATIVAS EN Ustilago maydis

A partir de la informacién obtenida en la bibliografia y resumida en la tabla anterior, se realizo la

busqueda de las 4 secuencias blanco identificadas como sitios de unién para el ortélogo de RNPS1
enelgenomade U. maydis empleando el programa GenFinder.

Esta busqueda consistio en identificar cada una de las secuencias en los 6785 genes que posee

Ustilago maydis. Los resultados obtenidos a partir de dicha busqueda se presentanen la siguiente
grafica (Fig. 20).
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Figura20.Frecuenciade genes que muestran secuencias de pegado para RNPS1 en el genoma de
Ustilago maydis.En esta grafica se muestra el nimero de genes de U. maydis que presentaron secuencias
de unién paraRNPS1, con ayuda del Programa GenFinder (Hernandez- Pérez et al., en proceso).

A partir de los resultados mostrados en lafigura 20 se puede observar que 356 genes (5.24 % del
genoma) de U. maydis presentan secuencias blanco para RNPS1. Como se puede observar la
secuencia GAGAGAGAGA es lamenos prevalente al estar presente en sélo 24 genes de U. maydis.
El repetido TCTCTCTCTC se encontrd en 45 genes, mientras que la secuencia CTTCTTCTTC se
encontrd en 78 genes. La secuencia GAAGAAGAA, que corresponde a una secuencia blanco
caracteristica para proteinas SR resultd ser la mas abundante presentdndose en 217 genes de U.
maydis.

A partir de estos datos de disefaron los oligos para realizar los ensayos de retardamiento para la
proteina URNPS1.
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16.5 Analisis de interaccion de uRNPS1 in silico.

Porotra parte, se realizo el interactoma de la proteina uRNPS1, empleando la herramienta STRING.
Este programa realiza predicciones de interacciones entre proteinas; principalmente se basa en
extrapolar datos de interacciones reportados de proteinas que resultan homéloga a la proteina de
interés. Se identificaron las 20 interacciones principales predichas para esta proteina, las cuales se
muestran en lafigura 21.

Posteriormente, nos dimos la tarea de buscar los homdlogos en Homo sapiens para cada uno de
locus de U. maydis que formaban parte del interactoma. En la tabla 12 se muestran los locus
correspondientes alas proteinas de U. maydis con las cuales interactia uRNPS1 (locus UM3178.1),
asi como las proteinas putativas que corresponden a algunos de los locus. De manera adicional, se
muestra el porcentaje de identidad del factor identificado en U. maydis con el homélogo respectivo
en H. sapiens, asi como el tamafio de cada proteina de U. maydis. En color rojo se indican las
proteinas que forman parte del complejo de union exon-exén (EJC), aquellas proteinas que forman
el nicleo de NMD se encuentran de color amarillo y en color azul se muestran otras proteinas SR.
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Figura21.Interaccion de RNPS1 con diferentes proteinas. Se muestran lasinteracciones predichas para
RNPS1 (locus UM03178.1) con 20 proteinas, empleando la herramienta STRING. Las esferas representan
cada una de las proteinas, al lado se indica el locus al que pertenecen incluyendo el homélogo
correspondiente identificado para algunos blancos. El locus para RNPS1 en Ustilago maydis se encuentra
justo es el centro. Las lineas se emplean para representar la interaccidn, el grosor o intensidad de la linea
indica el grado de confiabilidad de lainteraccion dada la evidencia disponible.
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Tabla 12. Caracteristicas de las proteinas que interactian con uRNPS1.

Las identidades oscilan entre el 29 % y el 79 %, las proteinas que presentaron un porcentaje mayor
son UPF1 y EIF4A3 (79 %), EIF4A3BIS (74 %) SRSF9/SRSF11 (68 %) y MAGOH (67 %), todas
estas proteinas se encuentran formando parte del complejo de unién exon-exén (EJC), del
mecanismo de NMD'y del proceso de splicing, incluyendo otras proteinas SR.
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17. DISCUSION DE RESULTADOS.

17.1 Identificacion in silico de los homélogos para las proteinas SR reportadas para
humano, en el genoma de Ustilago maydis.

En este trabajo identificamos 45 homologos de proteinas SR de Homo sapiens contenidas en el
genoma Ustilago maydis, estos resultados fueron obtenidos por medio de la busqueda de proteinas
SR en la literatura y la identificacion de su homélogo utilizando un alineamiento de sus secuencias
aminoacidicas, empleando el Blast de la plataforma del NCBI (Tabla 8) Se conoce que algunos
componentes basicos de la maquinaria de splicing como los 5 snRNAs se encuentran conservadas
en levaduras de fision y mamiferos (Jurica & Moore, 2003). Sin embargo, respecto a los factores
auxiliares como proteinas SR se han identificado en menor cantidad, por ejemplo, el caso
Saccharomyces cerevisiae donde solo se hanidentificado tres proteinas SR, dentro de las cuales la
proteina NPL3, se encuentra llevando a cabo procesos de splicing (Kress et al., 2008). De acuerdo
con este abordaje se sugiere que probablemente el mecanismo de splicingenel hongo U. maydis
también es regulado por esta familia de proteinas y que se encentran en mayor abundancia, debido
principalmente ala presencia de intrones dentro de sus genes en comparacién con ofras levaduras
que debido ala ausencia de intrones, presentan también la pérdida en el splicing alterativo (Shen &
Green, 2006). Aunque todavia es necesario validar funcionalmente la participacion de estas
proteinas en la regulacion de splicing tanto in vitro como in vivo en el hongo, los hallazgos en este
trabajo sugieren que las proteinas SR putativas identificadas pueden tener una funcion en la
regulacion del splicing en U. maydis, como lo sugiere el interactoma de RNPS1, donde se observa
que esta proteina interacciona con proteinas SR U2AF35, SRSF9 - SRSF11 y Sm160, U2AF35
forma parte del spliceosoma, ya que es la subunidad pequefia que forma parte de U2AF junto con la
subunidad grande U2AF65 , este heterodimero se une directamente con el tracto de polipirimidinas,
sin embargo, la subunidad U2AF35 reconoce el sitio de empalme 3" (Wu et al., 1999).

Por otro lado, se ha demostrado al menos en H. sapiens que las proteinas SR tienen una
participacion también en el mecanismo de NMD (nonsense mediated mRNA decay) (Le Hir et al.,
2001), el cual consiste enladegradacién de ARNm generados por splicing que presentan codones
de paro prematuros, UTRs largos, etc. (Green et al., 2003; Mendell et al., 2004). En este sentido,
cabe destacar que en ocasiones los codones de paro prematuros son infroducidos cuando éstos se
encuentran localizados en un exdn o intrdn alternativo y que durante el proceso de splicing se
deposita alguna proteina SR sobre el ARNm, posteriormente dicha secuencia es arrestada por la
maquinaria de NMD y puede ser degradada (Twyffels et al., 2011). Por ofra parte, dentro de nuestro
grupo de trabajo se haidentificado que las proteinas que forman el nucleo del mecanismo de NMD:
UPF1, UPF2 y UPF3 (Andersen et al, 2000) también poseen homologos en U. maydis. En conjunto,
las observaciones referentes a los procesos de splicing y NMD indican que ambos procesos se
encuentran activos en el hongo y que éstos son mas parecidos a los procesos descritos en H.
sapiens que a los que se han demostrado para S. cerevisiae. La demostracion de que el
procesamiento del ARNm ocurre de manera muy semejante entre H. sapiens y U. maydis debera ser
abordado en otros estudios.
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17.2 Identificacion de proteinas que contienen dominios RRM y RS caracteristicos de las
proteinas SR en la anotacion de genoma de Ustilago maydis.

Por ofra parte, a partir del segundo abordaje también se identificaron un numero importante de
posibles factores SR, con un total de 53 proteinas putativas en Ustilago maydis (Tabla 9). En primera
instancia se realiz6 la busqueda de todas aquellas proteinas que tuvieran dominios RRM dentro del
genoma de U. maydis con ayuda de la base datos de Pfam, posteriormente se analizaron las
secuencias aminoacidicas para identificar las regiones ricas en residuos de arginina y serina. Se
identificaron 18 proteinas que poseian repetidos RS, esto es un hallazgo importante ya que la
presencia de proteinas SR candnicas indica la conservacion de estos factores en nuestro organismo
de estudio, esto coincide con ofros reportes donde se menciona la conservacion evolutiva y
estructural de esta familia de factores (Zahler et al., 1993). También se identificaron 27 proteinas que
contienen regiones ricas en Ser, de acuerdo con esto, si recordamos las proteinas SR sufren
eventos de fosforilacion en el dominio RS principalmente en los residuos de Ser, de tal manera que
estas caracteristicas brindan a la proteina mayor versatilidad, un ejemplo claro de esto es, la
capacidad que tienen algunas proteinas para trasladarse del nicleo al citoplasma acompafnando al
ARNm (Caceres et al., 1998; Cazalla et al., 2002), sin embargo, para que esta deslocalizacidn se
lleve a cabo la proteina SR debe estar en un estado hipofosforilado (Huang et al.,2004). Por el
contrario, para que estas proteinas regresen al nicleo es necesario que sean fosforiladas
precisamente en residuos de Ser por medio de SPK1 (cinasas de proteinas SR) o Clk/Sty (Shepard
& Hertel, 2009; Siebel et al., 1999), un claro ejemplo es la fosforilacion de la proteina Npl3 de S.
cerevisiae porla cinasa de proteinas SR, Sky1p, del mismo organismo; donde no solo se evidencio
la presencia de estos factores, sino también la habilidad de proteina para transportarse del nicleo
hacia el citoplasma (Siebel et al., 1999). De manera semejante, los residuos de R al ser metilados
provocan el arresto de proteinas SR en el niicleo como ocurre enel caso de laproteina SRSF1, la
cual es metilada en los residuos R93, R97 y R109, (Sinha et al, 2011). De acuerdo con nuestras
observaciones, es posible que las pro teinas SR putativas identificadas en el hongo podrian tener los
residuos necesarios para sufrir las modificaciones indicadas. Nuevamente, es necesaria la
demostracion experimental posterior que indique tanto que las reacciones son posibles, como que
los cambios de localizacion y de funcionalidad son posibles.

17.3 Comprobacion de la presencia de los genes codificantes para las proteinas SR:
SRSF1, RMB39 y RNPS1 en Ustilago maydis y generacion de la proteina recombinante
uRNPS1.

A partir de las 15 proteinas SR putativas obtenidas de la correlacion realizada con los resultados de
los dos abordajes anteriormente mostrados se decidio trabajar solo con tres locus UMAG_ 00164,
UMAG_02552 y UMAG_3178, que corresponden a los homélogos para las proteinas SRSF1,
RBM39 y RNPS1; SRSF1 es una de las proteinas SR mas estudiadas se encuentra involucrada

61

——
| —



ESTUDIO DEPROTEINAS SRPUTATIVAS EN Ustilago maydis

como activador de splicing (Wu & Maniatis,1993), en procesos de transporte nuclear (Serrano et al.,
2016) y actuando como regulador de procesos apoptoticos y proliferativos en distintos tejidos
(Anczukow et al., 2012); con respecto a RBM39 se ha identificado como supresor o activador de
splicing alternativo (Mai et al.,2016)y también se ha identificado su baja expresion en carcinoma de
pulmén de células pequefias (Bangur et al.,2002); por ulimo RNPS1 como se ha mencionado con
anterioridad forma parte del complejo de unién exdn-exony por lo tanto se encuentra involucrada
con mecanismos de NMD, por ofro lado, también se ha visto que brinda estabilidad a los transcritos
nacientes (Li et al., 2007). Con todo lo mencionado en este apartado podemos decir que, resulta
importante el hallazgo y generacion de estas proteinas en U. maydis. Como se observaen la figura
9, se obtuvieron los amplificados de cada uno de los locus correspondientes a las proteinas SR, esto
resulta importante ya que efectivamente U. maydis posee los genes que codifican para estas tres
proteinas SR putativas. Posteriormente, se llevd a cabo la clonacion y transformacién en células de
E. coliDH5a, conrespecto a esto se presentaron ciertas complicaciones, ya que las inducciones de
las proteinas recombinantes uSRSF1 y RBM39 no fueron tan evidentes, probablemente este
resultado se debe al hecho de haber utilizado un sistema de expresidn heterologo; cabe resaltar que
en ninguno de nuestros experimentos se utilizaron inhibidores de proteasas. Sin embrago, con
respecto ala proteina URNPS1 putativa se aprecia una mayor induccion, su presencia se corroboro
realizando un western blot utilizando el anticuerpo anti-His (Fig. 19). Obtener la proteina
recombinante esperada amplia la posibilidad de tener una proteina funcional.

Con la finalidad de seguir con este estudio las proteinas uSRSF1y uRBM39 ya no se utilizaron, sin
embargo, se plantea seguir trabajando con ellas en futuros estudios dado el gran potencial que
representan.

17.4 Busqueda de las secuencias de regulacion para proteinas SR en el genoma de
Ustilago maydis.

Para poder identificar los sitios putativos de regulacion para alguna de nuestras proteinas
recombinantes SR de Ustilago maydis, en primer lugar, se buscaron sitios de uniéon a ARN de las
proteinas SR reportadas, se encontraron sitios de unién para la proteina SRSF1, SRSF2 (Tacke &
Manley, 1997), SRSF5 (Tacke et al., 1997), SRSF3, SRSF7 (Cavaloc et al., 1999) y SR45 (RNPS1)
(Xing et al., 2015); posteriormente a partir de estos datos se decidié utilizar las secuencias de unidn
para la proteina SR45, que corresponde al ortélogo de RNPS1 en Arabidopsis thaliana, la razén por
la cual se decidié utilizar esta proteina, se debi6 a que su recombinante fue la que mejor se expresé
en nuestros experimentos. A continuacion, empleando el programa denominado GeneFinder
(Hermandez — Pérez et al., en proceso), se identificaron los sitios putativos de union para las
proteinas SR, para este caso en particular se buscaron las secuencias GAAGAAGA, CTTCTTCTTC,
TCTCTCTCTC y GAGAGAGAGA (Xing et al., 2015). Es importante recalcar que este programa se
encuentra alimentado con el genoma completo de U. maydis y los resultados que nos arroja
corresponden a la abundancia de la secuencia en el genoma, el nimero de genes que poseen la
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secuencia, asi como también el gen en el que se encuentra la secuencia, el nimero de veces que se
encuentra tal secuenciaenelgeny laposiciénenlacual se encuentrala secuencia dentro del gen.

A partir de los resultados mostrados en lafigura 16 se puede observar que 356 genes (5.24 % del
genoma) de U. maydis presentan secuencias blanco para RNPS1, no existen reportes en los cuales
se indique la abundancia de cada una de las secuencias de unién para RNPS1, sin embargo, estos
sitios blanco (Tabla 11) se identificaron en un total de 4361 transcritos derivados 4262 de los genes
de A. thaliana, estos transcritos son denominados como SARs (SR45-associated RNAs) (Xing et al.,
2015). Por otro lado, se encontrd que la secuencia con mayor prevalencia en el genoma de U.
maydis fue GAAGAAGAA vy fue identificada en 217 genes, se ha reportado recientemente que en
plantas el motivo GAAG es un elemento en cis muy importante involucrado en la regulacién del
splicing alternativo (Pertea et al., 2007; Thomas et al., 2012). La secuencia de GAGAGAGAGA a
pesar de poseer los mismos nucleétidos que la secuencia GAAGAAGAA, se encontrd en menor
abundancia con respecto a todas presentandose solo en 24 genes, estos resultados podrian
indicamos la especificidad que presentan de manera general las proteinas SR por este tipo de
secuencias, debido a que tanto la proteina TRA2 como SRSF10 se unen a motivos GAAGAA y
AGAGAAA respectivamente, resulta tener una gran similitud entre ellas (Tacke et al., 1998; Tacke et
al., 1997), En cuanto a las secuencias TCTCTCTCTC y CTICTTCTTC las cuales fueron
encontradas en 45y 78 genes respectivamente, podemos decir, que probablemente sean blancos
especificos para la proteina uRNPS1.

17.5 Interaccion de uRNPS1 con otras proteinas.

La proteina recombinante uURNPS1 se obtuvo a partir del amplificado de 594 pb que corresponde al
locus UMAG_03178, este amplificado se clond en primer lugar en el vector pJET1.2, el cual funciona
como reservorio para nuestro producto; posteriormente, se llevd a cabo una subclonacién en el
vector pPROEXHTc, para realizar este paso se realiz6 una doble digestion de la construccion pJET-
URNPs1 y el vector pPROEXHTc con las enzimas de restriccion Notl- Xbal, a continuacion se llevo a
cabo laligaciénde los productos obtenidos que dio lugar ala generacidén de la construccién pPROc-
URNPS1, ambas clonaciones se transformaron en células DH5a. A partir de esta construccion se
expresoé la proteina URNPS1 de 32 kDa; para la induccion se utilizé una concentracion final de 0.6
mM de IPTG, durante 3 horas, a 37°C en agitacién constante. La razdn principal porla cual se utilizé
la recombinante uRNPS1 para realizar todos los analisis anteriores parte del hecho de que, no se
logro la expresion esperada de las proteinas uURBM39y uSRSF1, las razones de este resultado son
variadas como se menciond anteriormente, se ufilizé un sistema de expresion heterélogo, en el caso
de la proteina uSRSF1 su tamafio era de aproximadamente 170 kDa, esto implica un mayor
desgaste de la célula bacteriana para sintetizar la proteina, no se utilizé ningun tipo de inhibidor de
proteasas, variables en el uso preferente de codones de paro del organismo, efc. Para futuros
ensayos se propone utilizar otro tipo de metodologias que confieran un resultado exitoso, sin
embargo, parafines practicos y para poder seguir con el trabajo estipulado se decidié dejar a un lado
estos problemas técnicosy trabajar con la proteina uRNPS1.
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Se conoce que la organizacion de los dominios y los procesos en los cuales se encuentraimplicada
la proteina RNPS1 se conservan en protozoarios, plantas, hongos, bacterias y metazoos (Califice et
al., 2012), este reporte nos brinda cierto grado de seguridad en cuando alo realizado a lo largo de
todo nuestro estudio. En el analisis del interactoma de uRNPS1 realizado con la herramienta
STRING se observé que varias de las proteinas con las que interactia se encuentran asociadas a
procesos de splicing, forman parte del complejo EJCy algunas otras corresponden a proteinas SR.
De manera general, se ha demostrado que la proteina RNPS1 en Homo sapiens estimulay regula el
splicing de los sitios 3" alternativos (Mayeda et al., 1999), también se ha observado en ofros estudios
que en A. thaliana 'y Drosophila malanogaster su homélogo para RNPS1 se encuentra jugando un
papel importante en el splicing alternativo (Aly e/ at., 2003; Ashton-Beaucage et al., 2010), de esta
manera se explica el hecho de que interactue con otras proteinas SR (U2AF35 y Sm160); también
se ha establecido que participa en la exportacion del ARNm del nucleo al citoplasma formando parte
transitoriamente del complejo de unién exén-exon (EJC) el cual es depositado después del empalme
de los exones y esta formado principalmente por las proteinas Y14, Magoh, elF4AIIL y MLN51
(Tange et al, 2005), en el interactoma realizado in silico en nuestro estudio, pudimos observar que la
URNPS1 putativa identificada tiene la capacidad de interactuar con los homélogos equivalentes en
Ustilago maydis para estas mismas proteinas a excepcién de MNL5; este mismo complejo se
encuentra inimamente asociado con mecanismos de NMD, por ejemplo, en el caso de D.
melanogaster se han identificado los homologos para las proteinas UPF1-3, SMG1, SMG5 and
SMG6 (Gatfield et al., 2003), de manera similar en estudios realizados por nuestro grupo de trabajo
se han identificado los homélogos para las proteinas UPF1 (Martinez- Montiel et al., 2016), UPF2 y
UPF3 (Martinez- Montiel., en proceso) , las cuales forman el nucleo de mecanismo de NMD,
reiterando la presencia de estas proteinas de acuerdo con las interacciones predichas en nuestro
ensayo in silico donde también se identificé que uRNPS1 interactia con las proteinas UPF1, UPF2
y UPF3 (Tabla 12). Nuevamente, estas observaciones sugieren que el homélogo de RNPS1 en U.
maydis puede tener una funcién semejante a la que se ha descrito para esta proteina en humano,
indicado por las reacciones de interaccion propuestas. Sin embargo, se requerira de evidencia
experimental adicional para validar dichas interacciones.
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CONCLUSIONES.

El 94 % de proteinas SR reportadas en Homo sapiens se encuentran presentes en U.
maydis.

De las 53 proteinas SR putativas con dominios RRM de U. maydis, 18 contienen dominios
SR candnicos, 27 poseen repetidos de Serinay 8 incluyen repetidos de Arginina.

Ustilago maydis posee 78 locus que corresponden a proteinas SR putativas.
En comparacion U. maydis posee mas proteinas SR que Saccharomyces cerevisiae.

La secuencia de unién para uURNPS1 es contenida en 356 genes de U. maydis, lo que
corresponde al 5.24 % de su genoma.

La secuencia de pegado GAAGAAGAA es lamas prevalente para uRNPS1, presentandose
en 217 genes de U. maydis.
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PERSPECTIVAS.

Completar los estudios de interaccién ARN-proteina para uRNPS1.

Realizar los estudios de interaccion proteina — ARN, utilizando las proteinas uRMB39 y
USRSF1 recombinantes obtenidas.

Analizar la estructura de los genes que contienen las secuencias de pegado de Ustilago
maydis.

Evaluar la funcionalidad de las proteinas SR recombinantes obtenidas mediante ensayos de
splicing in vitro.

Validar la funcionalidad en splicing de las proteinas recombinantes obtenidas en un sistema
heter6logo (células cancerosas en cultivo).
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