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Resumen

Los procesos fisiolégicos que son llevados a cabo en un organismo deben ser finamente regulados
para su correcto desarrollo, supervivencia y respuesta a estrés ante su medio ambiente. Una via
regulatoria importante es a nivel de modificaciones de etiquetas quimicas que se escriben sobre los
RNAs, estas regulan su ciclo de vida, participando en su biogénesis, traduccion y degradacidn, entre
otros. Una de estas etiquetas es la metilacion en el residuo de adenosina en la posicién N-6, N6-
metiladenosina (m°®A). Participa de manera fundamental en la regulacién de procesos fisioldgicos
basicos para la vida como lo es el desarrollo embrionario. El knockout de METTL3, la cual contiene
la actividad catalitica de “escribir” a m°A per se en mamiferos, y sus homdlogos en diferentes
organismos provoca un fenotipo deletéreo, indicando su importancia. Para el presente proyecto se
analizd al homdlogo de METTL3 (PpMETTL3) en el musgo modelo Physcomitrella patens. Se
utilizaron lineas mutantes de los genes Ppmett/3 y Ppwtap, las cuales forman parte del grupo de las
escritoras. Para realizar en la presente investigacion, se utilizo tejido homogenado o proveniente de
protoplastos. Se estudiaron los procesos de desarrollo del protonema a nivel morfolégico y
molecular en condiciones control. Adicionalmente se evalud la respuesta a la gravedad y su
respuesta fototrdopica, complementando con el andlisis fototrépico de la mutante de mta de A.
thaliana. Se evalud a su vez, la respuesta a las auxinas exogenas, acido naftalenacético (NAA), acido
indolacético (IAA) y al inhibidor de auxinas acido a- (p-clorofenoxi) isobutirico (PCIB). También fue
examinada su respuesta morfoldgica y molecular a la fitohormona acido abscisico (ABA) y se
realizaron ensayos de deshidratacion para evaluar la respuesta al déficit hidrico. Finalmente, se
buscaron los transcritos metilados asociados a la via de sefializacion de auxinas, luz y ABA en la base
de datos de precipitados de m°®A provista por el Dr. José Luis Reyes Taboada (IBT-UNAM).

Palabras clave: m°A (N6-metiladenosina), metiltransferasa, Ppmetti3, Physcomitrella patens,
gravitropismo, fototropismo, auxina, Acido abscisico (ABA), deshidratacion.
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Abstract

All of the physiological processes that take place in an organism must be finely regulated in order to
achieve a correct development, survival and stress response. One important regulatory pathway is
through chemical labels that are written over the RNA strain. These chemical labels regulate its life
cycle, which includes, its biogenesis, translation and degradation, among others. One of these
chemical labels it’'s the methylation of the N-6 position of the adenosine residue N6-
methyladenosine (m°A). It has a key role in life fundamental physiological processes such as
embryogenesis. METTL3 knockout whom has the catalytic activity of “writing” m®A per se, causes a
lethal phenotype in mammals and other organisms, which points out its importance in the
organisms. For the present project we analyzed the METTL3 homologue in the moss Physcomitrella
patens (Ppmetti3). Mutant strains for the writers Pomett/3 and Ppwtap, were used and several
analyses were performed in order to characterize them. For this project we used tissue from
protoplasts and homogenated tissue. First, the growth of the protonema in control conditions was
evaluated through morphological and molecular analysis were performed. Subsequently
gravitropism and phototropism were tested, for better understandment of the later we analyzed
the phototropism from a mta mutant of A. thaliana. Then we evaluated the response of Pomett/3
mutant to diffenten auxins, indoleacetic acid (IAA), auxin naphthaleneacetic acid (NAA) and the
auxin inhibitor a- (p-chlorophenoxy) isobutyric acid (PCIB). Ppmett/3 mutant was also tested with
another plant hormone, abscisic acid (ABA) in addition to desiccation assays to evaluate its
molecular and morphological response to water deficit. Finally, multiple methylated transcripts
associated with the auxin, light, and ABA signaling pathway were searched in a m°fA
immunoprecipitated database provided by Dr. Jose Luis Reyes Taboada from IBT-UNAM.

Key words: m°®A (N6-metiladenosine), methyltransferase, Ppmett/3, Physcomitrella patens,
gravitropism, phototropism, auxin, Abscisic acid (ABA), dehydration.
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Introduccion

Los procesos fisioldgicos que tienen lugar en un organismo se regulan de manera fina a través de
diferentes vias, de manera que la vida pueda progresar a través de sus diferentes etapas del
desarrollo y reproduccion, ademas de poder responder a los diferentes estimulos de estrés
medioambientales o internos.

Un grupo de vias regulatorias importantes son a través de las etiquetas quimicas que modulan la
expresion génica en sus diferentes niveles: DNA, RNA y proteinas. La regulacion génica a través de
las modificaciones en DNA y proteinas han sido ampliamente estudiadas, encontrandose al dia de
hoy diversos ejemplos muy bien caracterizaos (Kouzarides, 2007; Krishna et al., 1993; Walker et
al., 2003). Por otro lado, las modificaciones internas sobre el RNA fueron descubiertas dos afios
después del descubrimiento de las etiquetas quimicas sobre el DNA por Cohn y por otro lado por
Davis y Allen, quienes, en 1957, identificaron el primer nucleétido de RNA modificado en levadura,
posteriormente conocido como pseudouridina (Cohn, 1960; Davis et al., 1956; Helm & Motorin,
2017; Littlefield & Dunn, 1958. Aun asi, no fue hasta afios recientes que se comenzd a explorar este
nuevo nivel de regulacién génica, gracias al descubrimiento en 2011 de la proteina “borradora” FTO
(del inglés: fat mass and obesity-associated protein) de la etiqueta m®A, dando lugar a la idea de que
este mecanismo de modificacion quimica podria ser dindmica, resaltando su importancia para la
regulacion génica (Helm & Motorin, 2017; Jia et al., 2011; Song et al., 2012). Esto aunado a la
creacion de novedosas tecnologias, como el desarrollo de la RIP-Seq (RNA Immunoprecipitation
Sequencing) permitiendo asi el estudio y analisis de RNAs modificados (Limbach & Paulines, 2017;
Song et al., 2012). Desde hace mas de 50 afios se han identificado alrededor de 150 tipos diferentes
de modificaciones quimicas (Helm & Motorin, 2017), que van desde metilaciones, deaminaciones,
tiolaciones, glicosilaciones, isomerizaciones, entre otras, las cuales ocurren en las diferentes
especies de RNAs, como lo son los messenger RNAs (mRNAs), ribosomal RNAs (rRNAs), transference
RNAs (tRNAs), small nuclear RNAs (snRNAs), spliceosomal RNAs (snRNAs), small nucleolar RNAs
(snoRNAs), small interference RNAs (siRNAs), micro RNAs (miRNAs), piwi RNAs (piRNAs)
longnoncoding RNAs (IncRNAs) y RNA virales (Jacob et al., 2017; Machnicka et al., 2012; Ontiveros
etal., 2019). Estas modificaciones son instaladas, removidas y reconocidas por diferentes grupos de
proteinas, jugando un papel importante en cada momento del ciclo de vida de los RNAs,
influenciando su arquitectura, promoviendo o interrumpiendo interacciones intramoleculares,
alterando el potencial de apareamiento entre bases, modificando su flexibilidad, alterando su carga,
modificando sus estructuras secundarias, entre otras. Alterando asi las interacciones con otras
moléculas, especialmente con proteinas (Roundtree et al., 2017; Boccaletto et al., 2018). Estos
pequeiios cambios moleculares tienen importantes consecuencias sobre el metabolismo celular y
fisiolégico. Algunos ejemplos son la resistencia a infecciones virales, el corte de los RNAs pequefios
inducido por estrés, la eficiencia y fidelidad de la decodificacién de los tRNAs, ademas de su correcto
plegamiento, estabilidad y localizacidon. También son parte de la regulacién de la biogénesis de los
rRNA. Regulan la respuesta inmune a la metilacion del tRNA y rRNA, ademas de su participacidon en
los procesos de splicing, entre otras. En los mRNAs tienen un rol en diversos procesos celulares, en
el desarrollo y en patologias (Machnicka et al., 2012; Roundtree et al., 2017; Boccaletto et al.,
2018). La localizacion, abundancia, distribucion y tipo de etiquetas varian dependiendo del tipo de
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RNA, del organismo y organelo, del ambiente fisiolégico y condiciones de crecimiento de la célula
(Machnicka et al., 2012).

Marco tedrico

La etiqueta m°A

Una de estas modificaciones, es la etiqueta N®-methyladenosina (m°®A), la cual fue descubierta en
1970 por investigadores que se encontraban caracterizando la estructura de 5°-CAP de los mRNA de
mamiferos (Yue et al., 2015). A pesar de ser la modificacidn interna mas abundante de los mRNAs
y de los IncRNAs (Roundtree et al., 2017) no fue hasta la creacién de m°®A-Seq (MeRIP-Seq) que se
comenzd a estudiar su distribucidn, abundancia y funcion biolégica en diferentes organismos
(Limbach & Paulines, 2017). Es una metilacién interna que ocurre en la posicion nimero 6 de la
adenina de los ribonucleédtidos diana (Figura 1). Esta modificacion estd altamente conservada, dado
gue se encuentra en los transcritos de todos los eucariotas como insectos (Drosophila
melanogaster), levaduras (Saccharomyces cereviceae), peces y mamiferos (Bokar, 2005; Bokar et
al., 1994; Wan et al., 2015). También se han descrito en plantas como el maiz, trigo, avena,
Arabidopsis thaliana y arroz (Yue et al., 2015; Luo et al., 2014). Igualmente se ha reportado en
bacterias, arqueas (Deng et al., 2015; Yue et al., 2015) y virus que infectan tanto animales como
plantas (Roignant & Soller, 2017; Yue, Liu, & He, 2015; Martinez-Pérez et al., 2017). Su abundancia
y posicidn al igual que en otras etiquetas van a variar entre diferentes especies, estados del
desarrollo, exposicidn a diferentes estimulos o diferentes érganos del mismo organismo (Schwartz
etal., 2014).

Figura 1. Posicion de m®A en un nucleétido (modificado de Tong et al., 2018).

Estad presente en una gran variedad de RNAs de eucariotas como en tRNA, rRNA, snRNA y IncRNA
(Yue et al., 2015; Zhong et al., 2008). Ocurre con una frecuencia de una a tres metilaciones por cada
MmRNA en mamiferos y ocurre cada 1,800-3,000 nucledtidos en RNAs no poliadenilados o
ribosomales (Bokar et al., 1994; Roundtree et al., 2017). La etiqueta es escrita en las secuencias
consenso G (m®A) C (~70%) o A (mPA) C (~30%), sin embargo, solo una fraccién de las secuencias
consenso se encuentran metiladas, lo que indica que existen factores adicionales que modulan la

15



metilacion de los RNAs (Bokar, 2005; Roundtree et al., 2017). En mamiferos se encuentra localizada
en los codones de paro, 3°UTR, dentro de exones largos y se ha documentado que la regién 5'UTR
se metila bajo condiciones de estrés por calor (Song et al., 2012; Zhou et al., 2015; Meyer et al.,
2015). En plantas, ademas de los sitios mencionados (excepto el sitio 5’UTR), también se encuentra
localizada cerca del coddn de inicio, esta topologia diferencial esta asociada a funciones especificas
del cloroplasto, indicando funciones especializadas Unicamente en plantas (Luo et al., 2014). Aun
asi, Wan y colaboradores no encontraron este patron de enriquecimiento hacia el codén de inicio
al analizar los patrones de m°A en A. thaliana y arroz (Wan et al., 2015).

Respecto a su funcion, al dia de hoy se sabe que estd implicada en el metabolismo de los mRNAs,
incluyendo su transcripcién, degradacidn, estabilidad, traduccion (Bi et al., 2019), exporte (Wan et
al., 2015), plegamiento y remodelacién estructural (m°®A switch), regulando asi su unidén con
proteinas (Guo et al., 2018; Liu et al., 2015; Spitale et al., 2015; Roost et al., 2015). La etiqueta m°A
le da un caracter hidrofdbico a los RNAs lo que podria estar favoreciendo su union a las cadenas
laterales hidréfobas de proteinas, contribuyendo a su interaccidén con el medio acuoso y provocando
su solvatacion (Roundtree et al., 2017). Estas alteraciones o regulaciones moleculares, tienen
consecuencias importantes en una amplia variedad de procesos fisiolégicos de los organismos
(Tabla 1).

. . o s . 6
Funciones fisiolégicas de m"A

Embriogénesis, apoptosis de células de mamifero, esporulacion en levadura,
reprogramacion y diferenciacién de células embrionarias.

Bokar, 2005

Regulacidn del ciclo circadiano en mamiferos y plantas Wan etal., 2015

Respuesta a estrés por calor en mamiferos Zhou et al., 2015

Influencia en la estabilidad, eficiencia de traduccion, traduccién independiente
del CAP a través del reclutamiento de elF3 (eukaryotic initiation factor 3) en Boccaletto et al., 2018;
ausencia de elF4E (Eukaryotic translation initiation factor 4E) en condiciones  [Meyeretal.,, 2015

de estrés por calor y promocién de la traduccién de RNAs circulares

Aceleracidn del procesamiento de los pre-mRNAYy el transporte de los mRNA en
Roundtree etal., 2017

mamiferos

Diferenciacidn entre diferentes érganos (raiz, flor y hoja) en A. thaliana Wan et al.,, 2015
Fertilidad en ratones Zheng etal., 2013
Reparacion del DNA dafiado por UV Roundtree etal., 2017
Funciones neuronales en D. melanogaster Wen etal., 2018
Regulacién de infecciones virales en mamiferos y plantas Martinez-Pérez et al., 2017

Regulacidn de las primeras etapas de la formacién del patrén corporal en

RaZicka et al.,, 2017
plantas y metazoos

Comportamiento Guo etal, 2018
Silenciamiento del cromosoma X en el desarrollo de mamiferos hembras Patil et al., 2016
Guo etal., 2018; Patil et

Mecanismo ancestral para la determinacién del sexo
al, 2016

Estabilidad de transcritos asociados a la respuesta a estrés de tipo salino,

. Anderson etal., 2018
para una correcta respuesta en A. thaliana.

Tabla 1. Funciones fisioldgicas de m°A en diferentes organismos.
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Magquinaria de metilacion m®A de los RNAs

La etiqueta mPA es dindmica y esto es gracias a un grupo de proteinas denominadas en su conjunto
“Magquinaria de metilacién de los RNAs”, la cual esta integrada por tres grupos proteicos, el primero
de estos son las escritoras (metiltransferasas), las cuales van a catalizar la adicidn de la etiqueta m°A
mediante un ataque nucleofilico (Sledz & Jinek, 2016). Después se encuentran las “borradoras”
(desmetilasas), las cuales van a catalizar la remocién de m®A por medio de una desmetilacién
oxidativa (Duan et al., 2017). Finalmente, se encuentran las “lectoras”, las cuales van a reconocer y
unirse al RNA metilado y van a mediar el subsecuente destino del RNA diana, que puede ser su
traduccidn, almacenamiento o degradacion. Esta maquinaria se encuentra localizada en el

nucleoplasma en plantas y mamiferos, y en el nucléolo en S. cerevisiae (RuZicka et al., 2017) con
excepcion de la mayoria de las lectoras. A continuacion, se describe brevemente cada grupo.

La primera proteina escritora se caracterizd en células HelLa en 1994 cuando se aislé un complejo
proteico de tres componentes, uno de estos, de 200 kDa tenia un sitio de unién a SAM (S-adenosil
metionina) en una subunidad de 70 kDa y otro de los componentes, de 875 kDa tenia afinidad por
los RNAs (Bokar et al., 1994). Mas tarde, en 1997 se aislé y purificéd a la subunidad de 70 kDa,
llamdandola MT-A70 (METTL3), siendo ésta indispensable para la metilacién de los transcritos (Bokar
etal., 1997). Desde entonces, se han caracterizado otros componentes que conforman el nicleo de
metiltransferasas, a pesar de que es METTL3 en mamiferos la que tiene la actividad catalitica per se
dado que une a SAM y ejecuta el ataque nucleofilico (Sledz & Jinek, 2016), necesita de la interaccidn
de las proteinas accesorias METTL14 y WTAP. METTL14 forma un heterodimero estable con METTL3
a través de una red de puentes de hidrégeno, funcionando como un andamio de uniéon al RNA
(Figura 2), aunque ambas tienen el dominio MTasa, en METTL14 no se encuentra funcional,
impidiendo asi su actividad como metiltransferasa (Wang et al., 2016; Sledz & Jinek, 2016). WTAP
también se une al heterodimero, pero con menor fuerza (Liu et al., 2014; Wang et al., 2016). En
afios posteriores se han descrito mas proteinas accesorias que componen el nudcleo de las
metiltranferasas, en la taba 2 se enlistan los diferentes homdlogos en diferentes organismos
modelo.

METTL3 N-terminal
Zn finger motifs

RNA substrate

METTL14

RNA binding groove

Figura 2. Heterodimero catalitico METTL3-METTL14 (SledZ & Jinek, 2016).

17



Las proteinas lectoras comparten un dominio YTH (YT521-B homology) altamente conservado, el
cual consiste de una caja o hueco hidrofébico aromatico, conformado por los aminoacidos
triptéfanoy tirosina presentes hacia el C-terminal, en dénde se une selectivamente a m°A por medio
de una interaccién hidréfoba (Patil et al., 2017). Una vez unidas al transcrito metilado, van a mediar
su destino final que, dependiendo la lectora en cuestién, puede mediar su degradacion como
YTHDF2 o su estabilidad y traduccién como YTHDF1 que interactta con la maquinaria de traduccién
(Wang et al., 2015). Ejecutando asi multiples funciones bioldgicas ya algunas mencionadas con
anterioridad. Se han identificado algunos representantes en diferentes organismos modelo,
enlistados en la tabla 2. Cabe resaltar que algunas proteinas de unién como elF3 no contienen
dominio YTH o por otro lado, pueden ser parte de la familia YTH, pero no presentar afinidad para
unirse a m®A como es el caso de Mmi1. (Patil et al., 2017; Meyer et al., 2015).

Las proteinas borradoras van a mediar una desmetilacion oxidativa de los transcritos etiquetados
(Duan et al., 2017), se han identificado algunas de estas en diferentes organismos modelo, las cuales
se encuentran enlistadas en la tabla 2.

Mamiferos | D. melanogaster |S. cereviceae | A. thaliana | P. patens
"ESCRITORAS"
METTL3 IME4 IME4 MTA PpMETTL3
PpMETTL14-1
METTL14 . KAR4 MTB PPMETTL14-2
WTAP FL(2)D MUM2 FIP37 PpWTAP
KIAA1429 Virilizer (Vir) - Virilizer -—-
- - SLZ1 --- -
HAKAI -—- - HAKAI -
- - - FKBP12 -
Zc3h13 (ratén) Xio - - -—-
Rbm15/15B Spenito (Nito) - - -
"BORRADORAS"
FTO — — 13 proteinas —
pertenecienetes a
la familia AlkB
ALKBHS5 (raton) -—- -—- (atALKBH1-10B) -
"LECTORAS"
Familia YTHDF Familia
(YHTDF1, YTHDF2, ECT(1-11)
YTHDE3) YT521-B, CG6422 | Mrb1, PHO92 Familia YTH
Familia YTHDC At4g11970,
(YTHDC1, YTHDC2) At_CPSF30
HNRNP - - - ---
elF3 - - - ---

Tabla 2. Componentes de la maquinaria de metilacion del RNA y sus homdlogos en distintos organismos modelo.

Ciclo de vida de P. patens

En P. patens el gametofito haploide es la fase dominante y es en esta fase donde la reproduccion
sexual comienza con la formacién de los gametos. En la fase diploide conformada por el espordéfito,
se forman las esporas haploides por medio de meiosis (Figura 3A) (Cove, 2005; Prigge & Bezanilla,
2010). Al germinar la espora, se desarrolla protonema Unicamente cloronematico (Figura 3B). Al
cabo de siete dias, se diferencia a partir del cloronema primario, otro tipo celular de P. patens,
conocido como caulonema (Figura 3D, 3B), esta transiciéon ademas de glucosa y luz, requiere de una
correcta sefializacion de auxinas (Jang &Dolan, 2011). A partir del caulonema primario formado, se
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diferenciarad el cloronema secundario, caulonema secundario o brotes a partir de sus células
subapicales (Figura 3C, 3D, 3E). (Jang & Dolan, 2011; Cove, 2005). El desarrollo de los gametos
femeninos llamados oosferas y los masculinos llamados espermatozoides o anterozoides tienen
lugar en los gametangios femenino y masculino llamados arquegonio y anteridio respectivamente
(Figura 3F). Una vez fertilizada la oosfera, crecera para formar un esporofito diploide que consiste
de un esporangio, en donde por medio de meiosis se formaran alrededor de 4000 esporas haploides
(Figura 3G) (Cove, 2005; Cubas, 2008; Estébanez et al., 2011; Prigge & Bezanilla, 2010; Van Gessel
etal., 2017).

Jang & Dolan, 2011

G

caulidio,

500 pm

Modificado de Prigge & Bezanilla, 2010

Figura 3. Ciclo de vida de Physcomitrella patens. A) Espora, B) Desarrollo de tejido cloronemdtico, C) Tejido
cloronemdtico, D) Tejido caulonemadtico, E) Brote, F) Estructuras reproductivas, arquegonios y anteridios, G)
Esporangio (Modificado de Prigge & Bezanilla, 2010).

El sistema multifilamentoso protonemal conformado por cloronemay caulonema, se desarrolla por
medio de divisiones de sus células apicales, las cuales siempre seran células madres que estaran en
constante division generando nuevas células subapicales (Cove, 2005; Vidali & Bezanilla, 2012). Las
células cloronemales (Figura 4A) son células mas cortas y anchas que las células del caulonema,
contienen una alta cantidad de cloroplastos completamente desarrollados y redondos, tienen una
division lenta, sus paredes celulares son perpendiculares al eje longitudinal del filamento. Las células
subapicales del cloronema también se dividen, pero muy raramente, no lo hacen mas de 2 veces
para producir ramificaciones del filamento cloronemal y se encuentran principalmente involucrados
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en los procesos de la fotosintesis. Las células del caulonema (Figura 4B) son mas largas y delgadas
que las del cloronema y contienen menos cloroplastos, los cuales se encuentran menos
desarrollados, siendo también mas elongados y delgados en comparacidn con el cloronema, sus
paredes celulares son oblicuas al eje longitudinal del filamento, tienen una division veloz similar a la
tasa de crecimiento de los pelos radicales en plantas vasculares, sus células subapicales se vuelven
poliploides conforme envejecen. Estan principalmente involucrados en la colonizacion del sustrato
y la adquisicién de nutrientes (Cove, 2005; Jang & Dolan, 2011; Menand et al., 2007; Vidali &

Bezanilla, 2012).

Figura 4. Diferencias morfoldgicas entre los dos tipos celulares de P. patens, A) cloronema, B) caulonema. (Modificado de
Jang & Dolan.2011)

Justificacion

El interés del presente proyecto se enfoca en la caracterizaciéon de la funcion del homdlogo de
METTL3 en el musgo modelo Physcomitrella patens, ya que se ha visto que el knockout de sus
homadlogos en otros organismos modelo presenta graves problemas del desarrollo y reproduccion,
por ejemplo, en células de mamiferos su knockout las induce a apoptosis (Fu et al., 2014; Bokar et
al., 2005). En D. melanogaster su knockout genera embriogénesis letal y su knockdown es semiletal
generando muy pocos adultos viables los cuales muestran una fecundidad reducida (Yue et al.,
2015). En S. cereviceae su knockout obstaculiza la esporulacién y retarda la entrada a meiosis (Clancy
etal., 200; Yue et al., 2015). En A. thaliana el knockout de MTA genera un estado de embriogénesis
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letal y la version knockdown, fenotipo obtenido por la expresién de MTA bajo el promotor de
expresion en embriogénesis ABI3, genera defectos en el desarrollo, como morfologia aberrante de
hojas, y una incorrecta respuesta al gravitropismo y estrés salino (Yue et al., 2015; Zhong et al.,
2008; Ruzicka et al., 2017; Arribas-Hernandéz et al., 2018; Anderson et al., 2018). Ademas, ya han
sido identificados algunos miembros de la maquinaria de metilacién de RNAs en P. patens, como lo
son algunas proteinas lectoras con dominio YTH y también algunas homologas del grupo de las
escritoras, Pomettl3, Pometti14-1, Pomttl14-2 y Powtap.

En los ultimos afios el musgo modelo P. patens ha surgido como un organismo importante para el
estudio de diversos procesos bioldgicos a nivel molecular, dado a su facil manejo en el laboratorio,
su tasa alta de recombinacién homologa, su genoma completamente secuenciado y la posicién clave
gue ocupa en el arbol de la vida de las plantas, justo en el punto de transicidn entre la vida acuatica
y terrestre de las plantas (Ruibal et al., 2013; Roberts et al., 2020). En el presente trabajo se utilizé
la linea silvestre (WT) y una mutante de Ppmetti/3 (SM1) para evaluar la funcién de Ppmeti3 bajo
diferentes condiciones de crecimiento y ensayos de estrés abidtico.

Hipotesis

La falta de la funcién de la metiltranferasa de adenosina de RNA, mta en P. patens (Ppmetti3)
provoca una desregulacion en diferentes vias importantes, como lo es la percepcion de la luz,
regulacién de auxinas y respuesta a estrés hidrico, afectando su correcto desarrollo y morfologia.

Objetivo general

Evaluar el efecto de la falta de funcion de Ppmetti3 en los procesos de desarrollo de P. patens, asi
como en la regulacién de auxinas, precepcion y respuesta a la luz y contencion del estrés hidrico.

Objetivos particulares

1. Caracterizar el crecimiento y desarrollo de la mutante SM1.

2. Analizar la expresion del conjunto de genes de diferenciacion protonemal (Pplri1, Pplri2,
PpRSL1, PpRSL2, PpSHI1, PpSHI2).

3. Caracterizar el desarrollo de la mutante SM1 en presencia de las auxinas IAAy NAA Yy la
antiauxina PCIB.

4. Evaluar la morfologia de la pared celular a través de su tincion con calcoflior de la
mutante SM1.

5. Evaluar la respuesta gravitrépica de la mutante SM1.

6. Evaluar la respuesta fototrdpica de la mutante SM1 y de las mutantes de RNAi, MTA6.9 y
MTA11.7 de A. thaliana en diferentes longitudes de onda.

7. Evaluar la respuesta morfoldgica a estrés de tipo hidrico y tratamiento con ABA de la
mutante SM1.
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8. Analizar la expresion del gen de respuesta a estrés hidrico Pplea3 en la mutante SM1 bajo
tratamiento con ABA.

9. Evidenciar la presencia de los transcritos involucrados en los procesos estudiados dentro
de ese trabajo usando la base de datos de RNAs inmunoprecipitados con anti-m°®A
proporcionada por el Dr. José Luis Reyes Taboada (IBT-UNAM).

Materiales y métodos

Material biolégico

Se utilizé la linea silvestre (WT) y la linea mutante del gen Ppmett/3 (SM1), las cuales fueron
proporcionadas por el Dr. José Luis Reyes Taboada del Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional Autonoma de México. La mutante SM1 fue generada mediante la tecnologia de CRISPR-
Cas9 en el laboratorio del Dr. Fabien Nogué, INRA, Francia.

Condiciones de cultivo

Se siguio el protocolo de cultivo para la manipulacidn del tejido, las condiciones de fotoperiodo y el
medio de crecimiento BCD descrito por David Cove (Cove, 2004; Cove 2009; Cove et al., 2012), tanto
para la linea WT como la mutante SM1. La temperatura utilizada en el laboratorio fue de 22°C. Para
todos los experimentos descritos se partio de tejido joven, de 7 dias de edad cultivado como se
describié con anterioridad para hacer los subsecuentes homogenados o protoplastos y montar los
ensayos.

Generacion de protoplastos

Se utilizé el protocolo establecido por David Cove (Cove, 2009), modificando Unicamente la
concentracion del coctel enzimatico Driselasa (Sigma-Aldrich) utilizada al 2% en lugar de al 0.5%. Los
protoplastos fueron transferidos del medio de recuperacion PRMB al medio de crecimiento BDC o

tratamientos a los 4 dias de recuperacion. Se siguid el protocolo de David Cove para la preparacion
de los medios de recuperacién PRMB y PRMT (Cove, 2004). Al medio PRMT no se le agregé agar.

Medicién del angulo de curvatura del protonema

Se midid en angulo de curvatura de las lineas WT y SM1 a los 5, 7, 9, 11 y 14 dias de desarrollo
utilizando Imagel para posteriormente compararlos.

Tratamiento con auxinas y antiauxinas

Los protoplastos de las lineas WT y SM1 después del 4 dia de su recuperacién en medio PRMB fueron
transferidos a medio BCD adicionado con &acido 1-naftalenacético (NAA) 10 pM. Para los
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tratamientos en tejido homogenado se adicionaron las auxinas NAA, IAA (acido indolacetico) a
concentraciones de 5 y 10 pM vy la antiauxina PCIB (acido p-clorofenoxiisobutirico) a
concentraciones de 5 y 10 uM desde el primer dia de su siembra. Adicionalmente se evalud la
combinacion de las auxinas NAA o IAA con PCIB para analizar el efecto inhibidor de este ultimo
anadiendo cada una a concentraciones de 5 o 10 uM tanto de la auxina como del inhibidor.
Finalmente se evalud la respuesta de ambas lineas Unicamente a los solventes donde se disolvieron
las auxinas (metanol para IAA y NAA) y la antiauxina PCIB (acetona) sin encontrar diferencias con
respecto al control (datos no mostrados).

Tincién de la pared celular con calcofltor blanco

Para realizar las tinciones de la pared celular, se utilizd la tincién fluorescente con Calcofluor White
Stain (Sigma-Aldrich). Se monto el tejido sobre un porta objetos y se afiadié una gota del reactivo
calcoflior y enseguida se clarifico con una gota de KOH al 10%. Se cubrié con el cubreobjetos y se
dejé reposar durante 1 minuto, finalmente se realizd la observacién bajo un microscopio (ZEISS,
AXIO Lab.A1), bajo un filtro cy5 640/30nm.

Ensayos de gravitropismo

Se utilizé tejido homogenado de WT y SM1, se sembraron 5 pl de tejido homogenado con agar al
0.1% sobre membranas estériles de celofan permeable de 5 mm de didmetro posicionadas sobre
medio BDC. Se dejaron crecer durante 7 dias en luz constante en posicién horizontal, después se
trasladaron a un medio BCD enriquecido con 0.5% de sacarosa y se dejaron crecer durante 30 dias
en completa oscuridad, tomando evidencia fotografica a los 10, 20 y 30 dias de desarrollo (Knight
& Cove, 1991).

Evaluacion de la respuesta a diferentes longitudes de onda de luz

Para ambas lineas WT y SM1 se sembraron 5 pl de tejido homogenado con agar al 0.1% sobre
membranas estériles de celofan permeable de 5 mm de diametro posicionadas de forma horizontal
en medio BDC. Se dejaron crecer durante 7 dias en luz constante, a partir de este punto se abordaron
2 metodologias diferentes:

1. Después de 7 dias de crecimiento en luz constante las membranas con tejido fueron
expuestas a luz roja, azul, blanca y oscuridad en medio BCD al 0.5% de sacarosa, asimismo
las placas fueron posicionadas en forma horizontal o vertical durante 30 dias, tomando
evidencias fotograficas a diferentes intervalos de tiempo (dias).

2. Después de 7 dias de crecimiento en luz constante las membranas con tejido fueron
trasladadas a medio BCD al 0.5% de sacarosa, asimismo las placas fueron posicionadas en
forma horizontal o vertical y todas fueron cultivadas en oscuridad a 25°C durante 25 dias.
Posterior a esto fueron expuestas a luz roja, azul, blanca y oscuridad durante 30 dias
adicionales, tomando evidencias fotograficas a diferentes intervalos de tiempo (dias).
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Tratamiento de luz en A. thaliana

Las semillas de las mutantes de RNAi de mta (6.9 y 11.7) se pusieron a vernalizacién en oscuridad
durante 4 dias, enseguida se les aplicd un pulso de luz blanca por 1:30h, para posteriormente
trasladarlas a los tratamientos con luz blanca, roja, blanca y oscuridad durante 4 dias, al final de los
tratamientos fue medido el hipocétilo de cada individuo mediante el programa Imagel para
compararlos.

Ensayos de estrés por acido abscisico (ABA) y deshidratacion

Para ambas lineas WT y SM1 se sembraron 5 pl de tejido homogenado con agar al 0.1% sobre
membranas estériles de celofan permeable de 5 mm de didmetro posicionadas sobre medio BDC.
Se dejaron crecer durante diez dias bajo las condiciones antes mencionadas de cultivo estandar.
Posteriormente las membranas fueron trasladadas a un medio enriquecido con ABA exdgeno a 10
UM, 50 uM y 100 uM durante 12 y 24 horas y 15 dias. Las muestras de tejido y evidencias fotograficas
fueron tomadas dentro de las 16 horas de luz del fotoperiodo.

Para la deshidratacion, después del tratamiento con ABA 10 uM durante 24 h o el tejido control sin
tratamiento, ambas lineas fueron deshidratarlas durante 24 h utilizando el protocolo de Khandelwal
etal., 2010. La deshidratacion fue monitoreada pesando el tejido a diferentes intervalos de tiempo.
Pasadas las 24 h se rehidrataron con 10 pl de agua destilada estéril y se colocaron en medio BCD
bajo las condiciones de cultivo estandar, finalmente se evalué la recuperacion de ambas lineas.

Extraccion de RNA total

Se realizd la extraccidn del RNA total utilizando el reactivo TRI REAGENT (ZYMO RESEARCH). El RNA
obtenido se solubilizdé en 30 pl de agua MQ o la misma cantidad de formamida al 50% incubando a
60°C, 15 minutos en agitacién. La cuantificacion fue realizada utilizando el equipo NANO-DROP
(Thermo Scientific) y la verificacién de la integridad del RNA por medio de electroforesis. Se
almacené a - 80°C.

Sintesis de cDNA a partir de RNA total

Antes de la sintesis de cDNA el RNA total se sometié a un tratamiento con RQ1 RNase- Free DNase
(Promega) para eliminar la contaminacion por DNA, utilizando el protocolo del fabricante. La sintesis
de cDNA se realizd utilizando la enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) siguiendo el
protocolo del proveedor.

Analisis por RT-qPCR

Se cuantificaron los mRNA utilizando la enzima iTaq Universal SYBR Green supermix (Bio-Rad). Los
analisis se realizaron en tres réplicas técnicas usando un equipo termociclador CFX96 Touch™ Real-
Time PCR (BioRad). Los genes de interés fueron normalizados en relacidén a la expresion del gen
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constitutivo Pp60S, utilizando el comparativo del nimero de ciclo cuantificado (quantification cycle,
Cqg), método AACq = (Cq, muestra — Cq, Pp60S)ZT X — (Cq, muestra — Cq, Pp60S)ZT Y, donde ZT X es
cualquier ZT Xy ZT Y representa 1X valor de expresidon del gen a medir normalizado con Pp60S. Los
oligonucledtidos utilizados se encuentran en la informacion suplementaria (TS. 1).

Analisis estadisticos

Se llevaron a cabo los analisis estadisticos utilizando Multiple t test y la construccién de las graficas
con el programa estadistico GraphPad Prism version 7.00.
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