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I. INTRODUCCION

Las plantas frecuentemente se encuentran bajo condiciones ambientales
fluctuantes que pueden afectar su crecimiento, desarrollo y viabilidad. El estrés causado
por un déficit o exceso de las condiciones quimicas o fisicas ambientales se denomina
estrés abiotico. Las condiciones ambientales de tipo abidtico que danan a la planta son:
la sequia, las temperaturas extremas, la salinidad del suelo, el exceso de agua v la
cantidad de luz, entre otras (Bray el al, 2000).

ILA. Estrés hidrico

La planta sufre déficit hidrico cuando el proceso de la transpiracion excede a la
entrada de agua en la celula. Este fenomeno es un componente comun en varios
eslreses ambientales como son la sequia, la salinidad y las bajas temperaturas (Bray,
1807). La desecacion es un proceso normal durante algunas fases del desarrollo de la
planta como son: la formacion de la semilla y del polen (McCue, 1990; Thomashow,
1993). Como es el caso de la mayoria de las angiospermas, que en las ultimas etapas
de formacion de las semillas pueden tolerar una deshidratacion de los tejidos del
embrion en niveles de alrededor del 95% (Bray, 1997). Este mecanismo le permite a las
semillas tolerar factores ambientales adversos hasta que se presenten las condiciones
adecuadas para su germinacion.

El eslrés hidrico afecta el estado fisiologico y metabdlico de las plantas causando
maodificaciones bioguimicas, celulares y moleculares, que van desde el cerrado de
estomas en las hojas, la inhibicion del crecimiento, el aumento en la concentracion de la
fitohormona ABA (acido abscisico), hasta cambios en la concentracion de solutos en la
célula, lo cual tendra como resultado un cambio en su forma. Si la deshidratacion
continla, se& empiezan a afectar los componentes celulares, el volumen celular v la
forma de la membrana plasmatica cambian, hay un aumenio en la concentracion de
solutos, ruptura de los gradientes de potencial hidrico, pérdida de turgencia, pérdida de
la integridad de las membranas, separacion de la membrana plasmatica de la pared
celular, desnaturalizacion de proteinas, cambios en la actividad de enzimas, asi como
danos en las estructuras subcelulares (Bray, 19597).



El estrés por sequia induce la produccion de altos niveles de la hormona ABA,
cuyos niveles enddgenos aumentan no solo durante la embriogénesis tardia sino
también durante el crecimiento vegetativo en condiciones de estrés hidrico (Busk and
Pagés, 1998), lo que a su vez induce la activacion de un conjunio de genes de
respuesta al déficit hidrico (Bray, 1993).

Dentro de las funciones de ABA se encuentra regular del balance de agua vy la
tolerancia al estrés osmatico, ademas de promover el cerrado de los estomas, inhibe la
germinacion de la semilla, ya que evita que el embrién entre a la fase de crecimiento
manteniéndolo en una fase de latencia que se caracteriza por la ausencia de divisiones
celulares (Bawley, 1997, Filkenstein et al., 2002, Koomneef et al., 2002).

Dentro de la respuesta adaptativa para tolerar la falta de agua, en las plantas se
han seleccionado dos principales mecanismos: el escape y la tolerancia. Un ejemplo del
escape al déficit hidrico se presenta en las plantas que se desarrollan rapidamente en
la estacion lluviosa y producen semillas antes del periodo de sequia, como es el caso
de las plantas anuales que habitan en los desiertos. Otro ejemplo lo presentan las
plantas suculentas que previenen la peérdida de agua a traves de adaptaciones
morfologicas y fisiologicas como la formacion de cuticulas gruesas, el cerrado y
hundimiento de estomas, la reduccidn del area foliar, la presencia de tejidos
almacenadores de agua y el uso del metabolismo acido de las crasulaceas (CAM)
{(Ramanjulu and Bartels, 2002).

La tolerancia a la desecacion es la capacidad que tienen algunas plantas de
mantener su desarrollo en condiciones de déficit hidrico, es el resultado de un conjunto
de alteraciones fisioldgicas y bioguimicas a nivel celular y molecular, tales como
cambios en las propiedades fisicas de la pared celular, la sintesis de enzimas y
metabolitos anfioxidantes, la sintesis de proteinas protectoras de la maquinaria celular,
la compartimentalizacion de iones y el ajuste osmético (Ingram and Bartels, 1996). Por
ejemplo, la induccion de transferasas de lipidos en partes aéreas de la planta permite el
engrosamiento de la cuticula para reducir la pérdida de agua en condiciones de estrés,
como la transferasa de lipidos TSW12 de tomate que se expresa en respuesta a sal
(Torres- Schuman et al, 1992) y la PyLTP-24 de frijol, en respuesta a sequia y acido
abscisico (Colmenero-Flores et al., 1997).

I



El balance osmotico de una planta en condiciones de estrés salino esta
controlado por los transportadores de lones. En Arabidopsis el transportador HKT1
regula la entrada de Na' mientras que los antiportadores Na“/ H™ regulan su expulsidn,
por su parte, el antiportador AtNHX1 de la membrana de tonoplasto promueve el
almacenamiento de Na' dentro de la vacuola (Gaxiola et al., 1999). En condiciones de
estres es muy importante la proteccion y reparacion de la maguinaria fotosintética, en
Craterostigma plantagineum, las proteinas DSP22 y DSP34 (Desiccation Stress
Protein) inducidas por desecacion se localizan en los tilacoides del cloroplasto, v la
DSP21 se encuentra en el estroma. De acuerdo a su localizacion es posible que su
papel en respuesta a sequia sea la estabilizacion de las membranas tilacoidales vy la
participacion en mecanismos de reparacion y proteccién de proteinas (Schneider ef al.,
1993).

La resistencia o la sensibilidad al estrés depende de varios factores, entre ellos,
la especie, el genotipo, la etapa del desarrollo de la planta, asi como la duracion y la
severidad del estrés (Bray et al, 2000). Aunque a nivel molecular la sintesis de
proteinas disminuye durante el estrés, existe un grupo de genes cuya expresion se
induce bajo estas condiciones y se ha hipotetizado que la funcion de este grupo de
genes tendria un papel adaptativo de la planta al déficit hidrico (Ingram and Bartels,
1996).

lLA.1. Genes inducidos por déficit hidrico

El primer paso en la regulacion de la respuesta al déficit hidrico es la percepcion
de una senal la cual desencadena su transduccion y amplificacion que finaliza con la
activacion de un conjunto de genes implicados en la respuesta al estrés. Existen varios
estimulos por los cuales una célula vegetal puede sentir la pérdida de agua: la
disminucion o pérdida del turgor, los cambios en el volumen celular, la pérdida de la
tension de la membrana, el aumento en la concentracion intracelular de solutos y las
alteraciones en las conexiones entre la membrana plasmatica y la pared celular (Bray,
1997). Los cambios en el metabolismo v en el desamollo inducidos por el estrés son
producto de una serie de procesos que se desencadenan a partir de una alteracion en
la expresion génica (Ingram and Bartels, 1996).



Se han llevado a cabo analisis moleculares que han permitido identificar algunos
de los genes que son inducidos o regulados por estrés hidrico (Ingram and Bartels,
1996; Bray, 1997; Zhu et al., 1997).

El uso de microarreglos ha permitido identificar y analizar de manera global los
genes regulados por condiciones gue implican un déficit hidrico, como deshidratacion,
frio 0 concentraciones altas de sal, (Bohnert and Bressan, 2001; Kawasaki ef al., 2001;
Seki et al., 2001). Algunos de los genes gue se inducen por déficit hidrico son los que
codifican para proteinas altamente hidrofilicas como RD284, RD238 y proteinas tipo
LEA como ERD10, COR47y RAB18 (Seki et al., 2002).

Muchos estudios se han enfocado en la activacion transcripcional de genes, sin
embargo, existen evidencias que indican que los productos finales de la expresion
génica estan influenciados por mecanismos a nivel posttranscripcional que
increamentan la canfidad de RNA mensajero, promueven la traduccion y estabilizacion
de proteinas y alteran la actividad de enzimas o una combinacion de éstos (Bray et al.,
2000),

Los productos de los genes inducibles por estrés hidnco incluyen a proteinas que
participan en la tolerancia al estrés y protegen directameante a la planta contra el estrés
ambiental, como son: a) canales de agua, los cuales estarian involucrados en el
movimiento de agua a través de la membrana, b) enzimas requeridas para la biosintesis
de osmolitos protectores, p.ej. azucares, prolina y glicina-betaina, c) proteinas que
podrian proteger macomoléculas y membranas tales como las proteinas LEA, osmotina,
proteinas anticongelantes, chaperonas y proteinas de union a mRNA, d) enzimas de
detoxificacion, p.ej. glutation S-transferasa, catalasa, superoxido dismutasa, ascorbato
peroxidasa. Tambien se incluyen proteinas reguladoras, las cuales estarian
involucradas en la regulacion génica y en la transduccion de sefiales en respuesta al
estrés, como: cinasas de proteinas, factores de transcripeion con sitios de union a DNA
{DREB/CBF, bZip, MYC, MYB y “dedos de Zinc™), fosfolipasa C y proteinas sefalizantes
14-3-3 (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 1997).

A nivel de regulacion, los elementos de respuesta que actian en cis en los
promotores de genes que responden a estrés incluyen al elemento de respuesta a
acido abscisico (ABRE, ABA Responsive Element) v al elemento de respuesta a



deshidratacién (DRE/CRT, Dehydration-Responsive Element/C-Repeat) (Bray, 1997). El
alemento ABRE es una secuencia de B- 10 nucledtidos presente en los promotores de
genes inducibles por ABA gue comparten la secuencia consenso (CTACGTGGC, la
cual contiene el motivo palindromico ACGT. Se ha demostrade que este motivo
palindromico esta presente también en otros elementos reguladores, como la caja G,
implicada en la regulacidn de genes regulados por luz, auxinas, acido jasmanico y acido
salicilico. Se ha sugerido que los nucledtidos que flanguean el motivo palindrdmico de
la caja ABRE pueden ser importantes en la regulacion de la respuesta (Ingram and
Bartels, 1998). Los factores transcripcionales involucrados en la respuesta a ABA son
los de tipo MYC y MYB, que se sintetizan después de la acumulacion de ABA
endogeno. En Arabidopsis thaliana, los factores AtMYCZ y AtMYB2 actuan como
activadores ftranscripcionales en la induccion de la expresion génica en respuesta a
ABA y su sobreexpresion incrementa la tolerancia a estrés osmdtico (Abe ef al, 2003).

Aunque en muchos genes la presencia del elemento ABRE es suficiente para su
expresion mediada por ABA, en algunos genes se han caracterizado elementos
adicionales en cis denominados elementos acopladores (CE), que dan una mayor
especificidad de la respuesta a través de la union a diferentes factores transcripcionales
(Bray, 1997). El gen de cebada HVAZZ requiere del elemento acoplador CE1
(TGCCACCGG) y de un elemento ABRE para su regulacion por ABA; mientras que en
el gen HVA1, cuyo producto es una proteina LEA del grupo 3, requiere del elemento
CE3 (ACGCGTGTCCTC) (Bray, 1897).

En el caso de los genes cuyos productos se acumulan en respuesta a estrés
hidrico de manera independiente de ABA, se ha encontrado que la secuencia consenso
TA/GCCGACAT del elemento DRE/CRT se localiza en sus promotoras. El elemento
DRE se identificd por primera vez en el promotor de un gen de respuesta a sequia
(RDZ2594) en Arabidopsis thaliana que codifica para una proteina hidrofilica similar a las
proteinas LEA (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 1994; Shinozaki, 2003). Estos
factores transcripcionales comparten una region de 60 a 70 aminoacidos (dominio AP2)
el cual esta compuesto de dos médulos, uno de 20 aminocacidos basicos e hidrofilicos
en la regién amino (elemento YRG) y una secuencia en el extremo carboxilo que puade

formar una o-hélice anfipatica (elemento RAYD) (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki,



2000). La sobreexpresién del factor transcripcional DREB1A, otorga una marcada
tolerancia a deshidratacion, salinidad y frio en plantas de Arabidopsis thaliana (Kasuga
et al,, 1999). Por el contrario, la sobreexpresién de las proteinas DREB2 que se inducen
por deshidratacion no resulta en una mayor tolerancia al estrés (Liu et al., 1998)
probablemente debido a que se requieren alteraciones postranscripcionales para que
estas proteinas sean activas (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2000).

I.B. Proteinas abundantes de embriogénesis tardia

Algunos de los genes cuya expresion es inducida durante déficit hidrico son los
que codifican para las proteinas abundantes de la embriogénesis tardia o proteinas
LEA (del inglés: Late Embryogenesis Abundant). Estas proteinas fueron caracterizadas
por primera vez en algodén durante la etapa de desecacion de la semilla y
posteriormente, se aislaron de otras especies vegetales, agrupandolas en cinco familias
de acuerdo a la similitud estructural y homologia de secuencias (Dure, 1993; Galau et
al., 1986; Baker et al., 1988; Bray, 1993).

1 Germinacién ;
I
1 Maduracién de la semilia | I
I 1
..... . ABA ——
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Eam contenido de
............................. Ml s e AL LS T e
| .
Tardia  Semilla madura !
—
Desarrolio de la plantula
Embriogénesis
—

Fig. 1. Eventos que ocurren durante las diferentes etapas del desarrollo de la semilla. Los altos niveles de ABA
estan temporalmente correlacionados con el inicio de maduracién y con la prevencién de la germinacion precoz
durante la mitad del desarrollo del embrién. El transcrito de los genes LEA correlaciona con los niveles de ABA
(Skriver and Mundy, 1990; Ross and Quatrano, 1994; Arroyo, 2003).



Estas proteinas no s6lo se acumulan durante |a ultima etapa de la maduracion de
semilla (Galau ef al, 1986; Baker el al, 1988; Bray, 1993), sino que tambien se
expresan en tejidos vegetativos en respuesta a la deshidratacion (Bray, 1997; Ingram
and Bartels, 1996), en algunos casos, tanto los RNA mensajeros como las proteinas
pueden ser inducidas mediante la incubacion de semillas inmaduras y tejido vegetativo
con ABA (Galau et al., 1986, Ingram and Bartels, 1996; Close, 1997). La acumulacion
del mRNA de las proteinas desaparece una vez iniciada la etapa de germinacion (Galau
et al, 1986) (Fig.1). Durante el desarrollo normal de la semilla, la mayoria de las
proteinas LEA se localizan en todos los tipos celulares del embrion (Close and
Bray,1993, Roberts ef al., 1993, Goday et al.,1994).

En cuanto a su localizacion subcelular, las proteinas LEA se han encontrado
predominantemente en el citoplasma y nucleo de células meristematicas, vasculares y
provasculares, en cloroplastos, en cuerpos proteicos y amiloplastos, en mitocondrias de
careales en condiciones de estrés y en vacuolas (Mundy and Chua, 1988; Close and
Lambert, 1993; Goday ef al, 1994; Houde et al., 1995; Niogret ef al,, 1996; Artus et al.,
1996, Ndong et al, 2002; Rinne af al., 1999, Grelet et al., 2004; Borovskii ef al., 2000,
Heyen et al., 2002).

Actualmente se propone que las proteinas LEA son ubicuas en el reino vegetal,
incluso se han detectado proteinas LEA en helechos, musgos y algas como Chlorella
vulgaris (Oliver and Wood, 1997; Joh et al,, 1995). Ademds se han detectado proteinas
tipo LEA en organismos no fotosintéticos como en algunos nematodos, hongos y
bacterias (Browne et al, 2002; Goyal, et al, 2003; Roberts et al, 1988; White and
Yanofsky, 1993; Dure, 2001; Battista et al., 2001).

I.B.1 Caracteristicas estructurales y fisicoguimicas de las proteinas LEA

Las proteinas LEA son altamente hidrofilicas, con un alto contenido de
aminoacidos cargados como lisina, acido glutamico, ademas de treonina y glicina, no
poseen una estructura globular, pero si regiones con estructura flexible (“random coil”),
por lo gque son resistentes a la precipitacidn por efecto de altas temperaturas, ademas,
carecen o presentan porcentajes muy bajos de cisteina y triptofano (Dure ef al., 1993a).



En organismos como bacterias, levaduras (Garay-Arroyo et al, 2000) y
nematodos (Browne el al, 2002), se han encontrado proteinas con caracteristicas
fisicoguimicas similares a las LEA, por lo que se ha prepuesto que las proteinas LEA
forman parte de un grupo mas general denominado *hidrofilinas” que incluye proteinas
de organismos eucariontes y procariontes con las caracteristicas de poseer un alto
contenido de glicina (> 6 %) y un alto indice de hidrofilicidad (> 1.0) (Garay-Arroyo et al.,
2000). Se ha propuesto que algunas proteinas del tipo “hidrofilinas" podrian haber sido
seleccionadas como parte de un mecanismo adaptative que ayuda a maniener una
maquinaria traduccional funcional en un medio limitado de agua.

Existen numerosos esludios donde se han observado transiciones estructurales
en proteinas con estructuras flexibles por efecto de la temperatura, el pH y la presencia
de iones (Uversky, 2002). Se ha comprobado por métodos espectroscopicos gue una
proteina de soya de la familia LEA1 presenta transiciones de estructura flexible a una
conformacion de a-hélice en presencia de algunos solventes, asi como un incremento
en la conformacion de helice extendida conforme disminuye la temperatura (Soulages
et al, 2002). En otros organismos, también se han detectado transiciones en la
conformacion de proteinas en respuesta a estres, una proteina similar a las LEA de la
familia 3 (AavLEA1) en el nematodo anhidrobidtico Aphelenchus avenae cambia de su
estado nativo (sin plegamiento) a una estructura ordenada de a-helice y posiblemente
forma estructuras tipo “coiled coil” en respuesta a la desecacion (Goyal et al., 2003).

Tanto el patrén de expresion de las proteinas LEA en las fases de desecacion de
la semilla, su induccion en tejidos vegetativos expuestos a deshidratacion y sus
caracteristicas estructurales sugieren que pueden participar en la adquisicion de la
tolerancia a la desecacion al mantener estructuras celulares especificas o disminuir los
efectos de estrés manteniendo un requerimiento hidrico minimo (Dure, 1993; Cuming,
1999).

I.B.2 Clasificacion de las Proteinas LEA

Las proteinas LEA se agrupan en 6 familias o grupos de acuerdo a la homologia
en sus secuencias de aminocacidos (Buchanan et al, 2000). A pesar de no compartir
una homologia de secuencia significativa entre los diferentes miembros de las familias



de proteinas LEA, destaca la caracteristica en cada familia de ser altamente hidrofilicas
y de tener un alto porcentaje de glicinas.

Proteinas LEA del Grupo 1 (familia D-19)

Las proteinas LEA del grupo 1 se han encontrado en plantas y bacterias como
Bacillus subtilis (Stacy and Aalen, 1998). Estas proleinas tienen un peso molecular bajo
(9.9 -12.1 kDa) con la caracleristica de ser altamente homdlogas entre si. Se distinguen
por ser mas hidrofilicas que el resto (Fig. 2) v altamente conservadas a lo largo de la
secuencia proteica, poseen un dominio interno conservado de 20 aminoacidos:
GGOTRKEQLGEEGYREMGHK gue puede estar repetido hasta cuatro veces en la
sacuencia de la proteina (Esperlund et al.,1992).

La mayor parte de la conformacion de estas proteinas LEA es flexible con la
prediccion de pequefas o-hélices, lo que ha llevado a proponer que podrian
desempenarse como proteinas de union a moléculas de agua, minimizando asi la
perdida de esta (Fig. 2) (McCubbin and Kay, 1985, Roberts ef al, 1933), como
amortiguadores de hidratacion para regular los niveles de agua (Dure, 1993), o
interactuando con la superficle de macromoleculas para protegerias de |a
desnaturalizacién (McCubbin and Kay, 1985). También se propone que este tipo de
proteinas mantiene la mayor parte de su superficie disponible para la interaccion con
los solventes, lo gue constituye la base de la funcidén de las proteinas LEA durante el
congelamiento, desecacion y estrés osmaotico (Soulages et al,, 2002). Algunas proteinas
representativas de este grupo son Em1 y Em2 de trigo v sus homdlogos en Arabidopsis
thaliana, AtEmE y AtEm1 (Gaubier et al., 1993).
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Fig. 2. A) Perfil de hidropatia representativo para una proteina LEA del grupo 1 donde se aprecia el caracter hidrofilico.
B) Estructura secundaria flexible predicha de acuerdo a la secuencia de aminoacidos, lo que ha llevado a proponer que
dichas proteinas podrian desempenarse como proteinas de unién a moléculas de agua.

Proteinas LEA del Grupo 2 o dehidrinas (familia D-11)

Las proteinas de este grupo se han encontrado sélo en plantas, incluyen
miembros que responden a sequia, salinidad y a bajas temperaturas. Presentan
tamanos variables (14-150 kDa) y se caracterizan por tener una secuencia consenso
muy conservada de 15 aminodcidos rica en lisina EKKGIMDKIKELPG (segmento K),
que se localiza en el extremo C-terminal (Close, 1997). Se propone que esta secuencia
consenso les permite formar estructuras de o-hélices anfipaticas que pueden tener
interacciones hidrofdbicas con proteinas parcialmente desnaturalizadas y membranas.

Pueden contener regiones ricas en serinas fosforilables (segmento S) a lo largo
de su secuencia (Close, 1996). Algunas dehidrinas presentan como dominio
conservado el motivo (V/T)DEYGNP o segmento Y, el cual esta localizado cerca del
extremo N-terminal (Fig. 3). Mediante experimentos de inmunolocalizacion y
fraccionamiento celular se ha mostrado que las proteinas de este grupo se localizan en
nucleo y citoplasma (Goday et al., 1994). También se ha propuesto que estas proteinas
pudieran estabilizar macromoléculas bajo condiciones de estrés (Bray et al., 2000),
algunas de estas proteinas pueden participar en el transporte de iones a través del
floema, con preferencia por el Fe®* y por complejos de Cu?, Zn?*y Mn?* in vitro (Krlger
et al., 2002). En Arabidopsis thaliana existen 9 miembros de este tipo de proteinas.



Algunas proteinas representativas de este grupo son RAB17 (Responsive
Abscisic Acid) de maiz (Godoy et al., 1994) y la proteina D11 de algoddn (Galau and
Close, 1993).
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Fig. 3. A) Perfil de hidropatia representativo para una proteina LEA del grupo 2 donde se muestra su caracter
hidrofilico. B) Estructura secundaria predicha para las proteinas de este grupo que se caracterizan por tener una
secuencia consenso rica en lisina la cual se propone que forma estructuras de a-hélices anfipaticas y regiones ricas en
serinas fosforilables a lo largo de su secuencia.

Proteinas LEA del Grupo 3 (familia D-7)

Se caracterizan por tener dominios repetidos en tandem de 11 aminoacidos con
la secuencia consenso TAQAAKEKAGE, la cual puede estar repetida varias veces
(entre 5 y 13 veces) en la proteina, lo que hace que los miembros de esta familia
tengan tamafnos variables (Dure et al, 1993b). Se ha predicho que la secuencia
consenso puede formar o hélices anfipaticas y probablemente estas hélices formarian
dimeros intramoleculares que se unan a cationes y aniones como proteccion para la
célula en el estrés (Fig. 4) (Bray et al, 2000) y cuya existencia impediria la
precipitacién/cristalizacion de sales dentro de las células de tejidos que estan
destinados a desecarse hasta tener el 5% de agua (Dure et al, 1993a). Se ha
hipotetizado que la secuencia consenso podria contrarrestar los efectos daninos del
aumento en la fuerza ionica en el citoplasma durante la deshidratacion mediante la
formacion de puentes salinos con los aminoacidos de las proteinas altamente cargadas
(Baker et al., 1988). Un miembro de esta familia, la proteina WCS19, se han identificado
en el estroma del cloroplasto en trigo y centeno (Ndong et al., 2002).
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La secuencia consenso de 11 aminoacidos fué reconocida primero en plantas, y
se ha observado en una gran variedad de organismos, como los nematodos
Caenorhabditis elegans, Steinernema feltiae y Aphelenchus avenae, en las eubacterias
Haemophilus influenzae, Bacillus subtilis y Deinococcus radiodurans (Dure, 2001;
Browne et al., 2002). En Arabidopsis thaliana existen por lo menos 11 miembros de este
tipo de proteinas (Quiroz, 2003).
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Fig. 4. A) Perfil de hidropatia representativo para una proteina LEA del grupo 3 donde se muestra su caracter
hidrofilico. B) Estructura secundaria predicha para este tipo de proteinas, se predicen dominios repetidos en tandem de
11 aminodcidos con la secuencia consenso TAQAAKEKAGE, la cual podria formar a-hélices anfipaticas.

I;rotel'nas LEA del Grupo 4 (familia D-113)

Son proteinas ricas en glicinas, treoninas y alaninas (11 — 20 %) con un tamano
variable de entre 88-175 aminoacidos. En su extremo C-terminal se predice una
estructura flexible de longitud y secuencia variable, mientras que en su extremo N-
terminal se propone la existencia de una secuencia caracteristica conservada de 60 a
80 aminoacidos con una estructura ininterrumpida de o hélice (Fig. 5) (Dure et al,,
1993a).

En Arabidopsis thaliana se han encontrado 3 miembros de este tipo de proteinas,
AtLEA4-1, AtLEA4-2 y AtLEA4-5, cuyo transcrito se acumula por aplicacion de ABA,
sequia, NaCl, PEG vy frio (Olvera, 2005). En cuanto a sus funciones, por homologias
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con otras secuencias, se propone que podrian unirse a membranas 0 a proteinas para
mantener su integridad estructural (Bray et al., 2000).

Fig. 5 A) Perfil hidropatico representativo de una proteina LEA del grupo 4. B) Se predice que las proteinas de esta

familia tienen una estructura secundaria flexible en el extremo C-terminal y una a—hélice en su extremo N-terminal.

Proteinas LEA del Grupo 5

Son clasificadas como proteinas atipicas ya que no pertenecen a ninguna de las
familias antes descritas y no presentan el grado de hidrofilicidad ni la composicién
general de aminoacidos que caracteriza a los otros grupos de proteinas LEA (Galau et
al,, 1993). En sus perfiles de hidropatia presentan aminodacidos hidrofébicos, de aqui
que se les catalogue como atipicas y su posible funcion no ha sido determinada (Bray
et al., 2000). Dentro de esta familia se encuentran las proteinas de algodén LEAS y
LEA14 y otras proteinas relacionadas a éstas en otras especies. Son proteinas que
pueden acumularse abundantemente en las hojas de plantas estresadas.

I.B.2.1 Proteinas LEA del grupo 6: PvVLEA18

En frijol se ha encontrado una proteina de 82 aminoacidos con un peso
molecular de 8.8 kDa con caracteristicas similares a las de las proteinas LEA, a la que
se ha denominado PvVLEA18 (No. de acceso U72764). Colmenero-Flores et al (1997)
aislaron el cDNA de esta LEA de un banco de cDNA obtenido a partir del mRNA de
plantas de frijol sometidas a tratamiento con ABA y deshidratacion. El cDNA de la
PVLEA18 codifica para una proteina altamente hidrofilica que presenta una estructura

13



en su mayoria de “random coil” (Fig. 6). El transcrito y la proteina PvLEA18 se
acumulan en altos niveles durante la fase de desecacion de la semilla de frijol y
presentan una disminucion a niveles no detectables durante la germinacién; también se
detectan en tejidos vegetativos sometidos a estrés hidrico y en respuesta a la aplicacion
de ABA en plantas bajo condiciones normales de irrigacion (Colmenero-Flores et al.,
1997). En Arabidopsis thaliana se conocen tres proteinas que pertenecen a esta familia.

A pesar de que las proteinas LEA han sido asociadas con la deshidratacion y el
desarrollo de la semilla, la proteina PvLEA18 y su transcrito presentan una acumulacion
en las regiones de crecimiento de plantulas de frijol bien irrigadas, particularmente en
las células de la region de elongacion del hipocotilo (Colmenero-Flores et al., 1999), en
donde los potenciales hidrico y osmoético son mas negativos debido a la acumulacion de
osmolitos (azucares, hormonas, iones). Dicha acumulaciéon es importante para el
mantenimiento del crecimiento celular en las zonas apicales que se estan desarrollando
(Meyer and Boyer, 1972; Creelman et al., 1990; Nonami and Boyer, 1993). Estos
valores negativos estan relacionados con la generacion de un potencial hidrico que
asegura un flujo de agua a lo largo del hipocotilo (Nonami and Boyer, 1983).

El patrén de expresion se asemeja al de algunos genes de acuaporina de
plantas, los cuales se expresan principalmente en zonas de division y elongacion
celular, asi como también en la epidermis y las porciones mas jovenes del xilema
(Yamada et al., 1995; Barrieu et al., 1998; Chaumont et al.,1998).

Dominio hidrofilico

flexible

Fig. 6 A) Perfil hidropatico representativo de una proteina LEA del grupo 6. B) La estructura secundaria predicha para
las proteinas de este grupo es en su mayoria de “random coil".



I.B.2.2 Localizacién celular de la proteina PvLEA18

Experimentos de localizacion inmunohistoguimica usando anticuerpos dirigidos
contra la PvLEA18 mostraron que esta proteina esta presente en el nucleo y el
citoplasma de diferentes tipos celulares a lo largo del hipocotilo, incluso en condiciones
favorables de riego, aungue su mayor acumulacién se ha detectado bajo condiciones
de estrés hidrico (Colmenero-Flores et al., 1999). La mayor acumulacién de la proteina
se detecto en el cilindro vascular y tejidos epidermales, que son tejidos que pudieran
presentar valores mas negativos de potencial hidrico debido a que estan mas
expuestos a los cambios ambientales (Nonami and Boyer, 1983; Davies, 1988). Los
experimentos también mostraron que la proteina PvLEA1B se acumula en mayor
cantidad en el nicleo respecto a su localizacion en el citoplasma (Colmenero-Flores et
al., 1999).

La PvLEA18 se detectd en células de lgjido inmaduro de xilema y de raiz, en
particular, células de protoxilerna y tejidos meristematicos de raiz. A pesar de que se
desconoce el papel de esta proteina durante la xilogénesis, se piensa que su
acumulacion podria estar relacionada con el estado osmdtico de este tipo celular, ya
que se ha propuesto que se requieren de allas concentraciones de azucares, auxinas y
citocininas para inducir el desarrollo del xilema (Aloni, 1987).

Se ha visto que la proteina PvLEA1E es ubicua en plantas superiores ya que se
han encontrado secuencias homologas a la PvLEA18 en plantas gimnospermas y
angiospermas. Dado que la PvLEA1B presenta una secuencia proteica distinta al resto
de los grupos de proteinas LEA se ha clasificado como miembro de una nueva familia
que constituye al grupo 6 (Colmenero-Flores ef al., 1999). El hecho de que la proteina
PvLEA1B pertenezca a una familia distinta de proteinas LEA, indica gque podria
presentar una funcidn diferente a las conocidas, aungue su patron de expresion y
localizacion de la proteina durante condiciones de déficit hidrico es muy similar al de
otros genes LEA reportados (Mundy and Chua, 1988; Close and Bray, 1993; Godoy et
al., 1984; Houde et al, 1995; Ingram and Bartels,1996; Niogret ef al.,1996), ninguna
otra proteina LEA se habia encontrado durante el establecimiento de la semilla y en
crecimiento bajo condiciones dptimas de riego (Colmenero-Flores ef al,, 1989).
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I.B.2.3 Regulacion de la expresion del gen PvLEATS

Moreno-Fonseca and Covarrubias analizaron el patron de expresion del gen
PvLEA18 durante el desarrollo de la plantula en respuesta a déficit hidrico y tratamiento
con ABA en plantas fransgénicas de Arabidopsis thaliana, utilizando fusiones de las
regiones no traducidas del gen PvLEA78 al gen reportero GUS. Se observo que la
expresion de PvLEA18 en respuesta a deshidratacion es independiente de ABA y gue
la regidn 3' no traducida presenta un efecto incrementador de la expresion del gen
durante el desarrollo y deshidratacion, pero no en respuesta a ABA (Moreno-Fonseca
and Covarrubias, 2001).

Una ligera disminucion en la expresion de PvLEA18 se observa cuando las
plantas transgénicas tratadas con fluoridona (un inhibidor de la biosintesis de ABA) son
sometidas a deshidratacion, lo cual sugiere gue la respuesta del gen Pvieaid por
deshidratacion es predominantemente independiente de ABA (Moreno-Fonseca and
Covarrubias, 2001). También se determing que la regidn promotora de 2058 pb, usada
en las plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana, permite la expresion del gen
durante el desarrollo, en respuesta a deshidratacion y en respuesta a ABA (Moreno-
Fonseca and Covarrublas, 2001).

I.B.3 Posibles funciones de las Proteinas LEA

A pesar de que se han descrito algunas posibles funciones para las proteinas
LEA mediante su comparacion con proteinas de funcién conocida, la evidencia
experimental no ha permitide precisar sus funciones y papeles fisiologicos.

Algunas de las funciones propuestas para las proteinas LEA son el transporte de
metales a través del floema durante la etapa de desarrollo, el secuestro de iones, la
formacion de medios de hidratacion, la actividad molecular de chaperona y la proteccion
de proteinas y membranas celulares de los efectos daninos debido a la perdida de agua
(Dure, 1993; Close, 1996; Cuming, 1999; Bray, 1993, Danyluk et al.,1998; Krlger et al.,
2002).

También se ha sugerido que su conformacion no globular v &l marcado numero
de aminoacidos polares dentro de su estructura, permitirian la formacion de cubiertas
de agua alrededor de las macromoléculas o bien, que en condiciones de mayor
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deshidratacion, estarian formando una capa de “solvatacion™ con sus grupos hidroxilo
que interactuarian con los grupos de la superficie de otras proteinas, actuando como
reemplazadores de agua en lejidos sujetos a estrés hidrico (McCubbin and Kay, 1985;
Hoekstra et al., 2001).

La estructura flexible que presentan las proteinas LEA podria estar relacionada
con diversas funciones encontradas en proteinas no estructuradas que presentan zonas
de reconocimiento molecular de proteinas, de ligandos o de Acidos nucléicos; como
regiones que estabilizan y regulan complejos multiproteicos o bien como
sacuestradores de ligandos (Tompa, 2002).

Algunas proteinas LEA se comportan como crioprotectores en condiciones in
vitro (Kazuoka and Oeda, 1994; Houde et al, 1995; Bravo et al,, 2003), como en el caso
de la proteina LEA de chicharo, PsLEAmM, que actia como protector estructural de
enzimas de la matriz mitocondrial (Grelet et al,, 2004). La proteina LEA de maiz, DHN1,
experimenta cambios conformacionales cuando se une especificamente a vesiculas
lipidicas, lo que sugiere un papel en la estabilizacion de membranas durante el estrés
(Koag et al., 2003). Recientemente se ha observado que una proteina LEA del grupo 2
se une a calcio mediante un mecanismo regulado por fosforilacion (Alsheikh af al.,
2003). La proteina de trigo tipo LEA WCS19 es inducida en estrés por frio, se localiza
en al estroma de cloroplasto v sus niveles de acumulacion correlacionan con la
tolerancia a la congelacion que presentan diferentes cultivares de trigo (Ndong et al.,
2002). Danyluk et al (1998) reportaron la acumulacién de una dehidrina cerca de la
membrana plasmatica en condiciones de aclimatacion a frio en trigo, sugiriendo que
podria tenar un papel estabilizador de la estructura de membrana,

Investigaciones racientes se han enfocado en estudiar el papel de eslas
proteinas en el citoplasma deshidratado, en donde estarian confirfendo estabilidad
mediante la unidn con algunos azicares y la formacion de redes de puentes de
hidrogeno (Wolkers et al., 2001). Se han realizado ensayos in vitro de perdida de agua
v s& ha observado que las proteinas LEA tipo 2: DSP16 de Craterostigma plantagineum
y ERD10 de Arabidopsis thaliana son capaces de proteger las actividades de las
enzimas lactato deshidrogenasa (LDH) y malato deshidrogenasa (MDH) durante la
pérdida parcial de agua (Reyes ef al., 2005).



La correlacion entre los patrones de acumulacion de franscritos y proteinas en
condiciones de déficit hidrico y en particular, su acumulacion en fases del desarrolio de
la planta tolerantes a la deshidratacion como durante la formacion de semillas, sugieren
un papel en la tolerancia a la desecacion (Ingram and Bartels, 1996).

I.B.4 Ejemplos de plantas transgénicas que expresan proteinas LEA

Mediante el uso de plantas transgeénicas se ha obtenido evidencia experimental
que confirma &l papel protector de las proteinas LEA en presencia del estrés hidrico, ya
que permiten la expresion de los genes relacionados con sequia in vivo y por lo tanto,
han sido un excelente sistema para poder determinar la funcion y la tolerancia conferida
por las proteinas codificadas (Wu et al., 1999).

En plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresan la proteina
WCS19 de trigo se se observd un incremento significativo en la tolerancia al
congelamiento de lo que se sugiere un papel crioprotector de la proteina (Ndong et al.,
2002). Por microscopia electronica se ha observado que la proteina LEA tipo 2 de trigo,
WCOR410, se acumula en la vecindad de la membrana plasmatica de la célula en
condiciones de congelamiento y déficit hidrico, lo gue permite sugerir un papel
crioprotector previniendo la desestabilizacion de la membrana plasmatica que ocurre an
condiciones de deshidratacion (Danyluk ef al., 1998).

La sobreexpresion de la proteina de cebada HVA1, una proteina LEA del grupo
3, da resistencia a salinidad y sequia en plantas transgénicas de arroz (Xu ef al.,1996),
mientras que al sobreexpresarla en trigo, incrementa la productividad en biomasa y
eficiencia en el uso de agua bajo condiciones de estrés hidrico (Sivamani et al., 2000).

De manera semejante, la sobreexpresion en levadura de una proteina del grupo
2 (LE4) y de una proteina del grupo 4 (LE25) de tomate, le confieren resistencia a altas
concentraciones de MNaCl y KC| respectivamente, mejorando la tolerancia al
congelamiento (Imai ef al,, 1996; Zhang et al., 2000).

Sa ha observado la presencia de la proteina LEA del grupo 1 (Em) de trigo en
plantulas resistentes a desecacion (Ried and Walker-Simmons, 1993) y se ha visto que
cuando esta proteina se sobreexpresa en células de levadura confiere resistencia a
concentraciones altas de NaCl, KCl y sorbitol (Swire-Clark and Marcotte, 1998), Otros
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ejemplos de sobreexpresion de proteinas LEA incluye a las proteinas de trigo PMABO y
PMA1959, que confieren una mayor integridad a las membranas sometidas a estrés por
alta salinidad, asi como una acumulacion de biomasa y una mejor recuperacion
después de estar expuestas a tratamientos de sequia y alta salinidad (Cheng et al.,
2002). La expresion de otros genes de respuesta a estrés como el de respuesta a
desecacion, RD29A, el factor de transcripcion CORES v el de respuesta a frio COR15A,
cuando son activados por la sobreexpresion de un factor de transcripeion
(CBF1/DREB1A, CBF3), correlaclonan con la tolerancia a sequia, salinidad vy
congelamiento en Arabidopsis (Jaglo-Ottosen et al., 1998; Kasuga et al., 1999, Gilmour
et al., 2000), asi como con la tolerancia a sequia en trigo (Pellegrineschi et al., 2004).

Los ejemplos de sobreexpresion de proteinas LEA y su papel de proteccion
ante el estrés, sugieren que los productos de los genes LEA podrian actuar de manera
conjunta para incrementar |la tolerancia al deficit hidrico de las plantas.

I.C El transporte de proteinas al nicleo

Dado que la localizacion inmunohistoguimica indica que la PvLEA1B se localiza
en el nucleo, es importante conocer como s& da la comunicacion entre el nicleo vy el
citoplasma. La compartimentalizacidn es una caracteristica de las células eucariontes
que permite concentrar macromoléculas v metabolitos, asi como separar los diferentes
procesos celulares, creando microambientes especificos dfiles para controlar el frafico
de macromoléeculas y la regulacion de la transduccion de senales denfro de los
compartimentos celulares (Merkle, 2001).

La division de las células eucariontes en compartimentos nuclear vy
citoplasmatico presenta el problema de establecer como es que las macromoléculas
son selectivamente transportadas entre ambos compartimentos (Stewart ef al, 2001),

La existencia de dos compartimentos implica que muchas macromoléculas
deben ser intercambiadas rdpida y constantemente entre el nicleo y el citoplasma, de
manera que se garantice la regulacién y los posteriores eventos celulares (Merkle,
2001). Por ejemplo, todas las proteinas nucleares que son sintetizadas en los
ribosomas en el citoplasma deben ser importadas al nicleo, en tanto que los mANAS,
tRNAs y subunidades ribosomales deben ser exportadas del nucleo (Merkle, 2004).



El nucleo es el organelo caracteristico de las células eucariontes que contiene a
los cromosomas y es el sitio donde ocurren actividades metabdlicas fundamentales
como la replicacion del DNA, la transcripcion de genes, el procasamiento del RNA vy la
maduracion y ensamblaje de las subunidades ribosomales (Stewart et al, 2001).Se
encuentra rodeado por la envoltura nuclear la cual esta formada por dos membranas: la
externa y la interna, las cuales presentan distinta composicion proteica. La envoltura
nuclear es atravesada por miles de complejos de poros nucleares y es continua con la
membrana del reticulo endoplasmatico (Stewart et al, 2001).

Mediante estudios bioquimicos vy genéticos se ha mostrado que el mecanismo de
transporte nucleocitoplasmatico se ha conservado a lo largo de la evolucion (Gorlich
and Mattaj, 1996; Powers and Forbes, 1994; Koepp and Silver, 1996), desde levaduras
hasta plantas y mamiferos (Merkle, 2001).

I.C.1 Complejo del Poro Nuclear (NPC)

La comunicacion entre el nicleo y el citoplasma es un proceso selectivo
bidireccional que ocurre a través de una estructura proteica llamada complejo del poro
nuclear o NPC (Nuclear Pore Complex), la cual se encuentra embebida en la envoltura
nuclear. El NPC meadia el transporte entre el citoplasma y el nucleo (Feldherr and Akin,
1980) a traves de la formacion de canales de ~9 nm de diametro (Stewart ef al., 2001).

Cada NPC consta de una estructura octagonal de un anillo citoplasmico (dirigido
hacia el citoplasma) y un anillo nuclear (dirigido hacia el interior del nicleo), los cuales
eslan compuestos de ocho fibrillas y una estructura semejante a un cesto gque se
mantiene unida al anillo nuclear.

El NPC de eucariontes superiores tiene un peso de 125MDa y 120nm de
diametro en los anillos citoplasmico y nuclear (Stewart ef al.,, 2001, Reichelt et al., 1990;
Stoffler et al., 1999). Se estima que estdn compuestos de multiples copias de proteinas
llamadas nucleoparinas (Nups) con un numero aproximado de 500-1000 moléculas de
astas proteinas por cada NPC (Fig.7) (Peters, 2005; Rout and Blobel, 1993; Yang et
al.,1998), que actuan no solo como componentes estructurales del NPC, sino tambian
como sitios de anclaje e interaccion para los factores que transportan al nicleo (Gdérlich
and Kutay, 1999).



Cerca de un tercio de las nucleoporinas contienen dominios repetidos de
aminoacidos como fenilalanina y glicina: FG, FXFG 6 GLFG los cuales interaccionan
con los receptores del transporte nuclear permitiendo su translocacion al interior del
nucleo (Peters, 2005).

Anltiocitopiismico
- Mup214 42 Fas)
o / ——— Membrana nuclear externa

Hupé 2 complex (138 FGs)

m—— Membrana nuclear interna

138 nm Hupd 3% 128 FiGs

\ Cesta nuclear

Fig. 7 Estructura del complejo del poro nuclear (NPC). Se ilustran las estructuras que conforman el NPC, asi como
algunas de sus proteinas ricas en dominios de fenilalanina y glicina (FG) los cuales interaccionan con los receptores del
transporte nuclear (modificado de Peters, 2005).

I.C.2 Mecanismos de importacion nuclear

Los receptores de transporte nuclear son miembros de la superfamilia de
carioferinas-p (también conocida como importinas y exportinas de acuerdo a la
direccion en la cual los receptores transporten la proteina) encargadas del transporte de
proteinas y ribonucleoproteinas entre el nicleo y citoplasma (Mosammaparast and
Pemberton, 2004). La interaccién de la proteina que es transportada al nucleo con las
importinas estd mediada por GTPasas Ran de la familia Ras (Gérlich and Kutay, 1999,
Bayliss et al., 2000; Melchior and Gerace, 1998).

La GTPasa pequefia, Ran, actia como un switch molecular que modula las
interacciones carioferinas-proteina blanco, y con ello provee direccionalidad al
transporte nucleocitoplasmico (Weis, 2002). Ran es una proteina soluble que se localiza
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en el nicleo y citoplasma de células vegetales y de mamiferos intercambiandose
continuamente entre ambos compartimentos permitiendo la liberacion de la proteina
transportada (Merkle, 2004).

Un ciclo de importacion requiere que las importinas se unan a su proteina blanco
en el citoplasma, la liberen en el nucleo y regresen al citoplasma para iniciar otro ciclo
de importacién (Chi el al., 1995: Gérlich et al,1996; lzaurralde et al.,1997; Jakel and
Gdrlich, 1998; Rexah and Blobel, 1995, Siomi et al,1997; Hieda et al,1999). Las
exportinas operan en sentido contrario.

Todas las carioferinas interaccionan de manera transitoria con las nucleoporinas
conforme se mueven a través del NPC por medio de interacciones con dominios ricos
an fenilalanina y glicina de las nucleoporinas (Peters, 2005).

Existen dos mecanismos basicos de transporte de proteinas al nicleo: difusion
pasiva y transporte mediado por sefales de localizacion nuclear (NLS) gue son
secuencias cortas ricas en aminoacidos basicos (Bednenko et al., 2003).

El transporte por difusion permite el paso de pequenas moléculas como
metabolitos, agua, iones y proteinas de bajo peso molecular (pesos moleculares
menares a 30kDa) (Fig. 8). La difusion pasiva puede ser ineficiente conforme aumenta
el tamafio de la molécula, es extremadamente lenta para el caso de la albimina de
suero bovino (~-7nm de diametro, 68kDa), menos lenta para la ovalbumina (~-6nm de
diametro, 46kDa) y razonablemente rapida para proteinas de <20-30kDa.

Las proteinas “pequefias’, menores a 30kDa y ricas en aminoacidos basicos
pueden difundir facilmente a través del NPC, mientras que las moléculas de 60kDa
presentan una difusion ineficiente, su translocacion debe ser facilitada y por lo tanto
selectiva (Gasiorowski and Dean, 2003; Rabut and Ellenberg, 2001).

Contrastando con el transporte por difusion de moléculas peguenas, las histonas
y los tRNAs son proteinas menores a 20-30kDa gue normalmente atraviesan el NPC
mediados por transporte activo y por sefiales de localizacion nuclear (Goldfarb and
Breeuwer, 1990; Jakel et al., 1999; Gasiorowski and Dean, 2003; Arts et al, 1998,
Kutay et al., 1998; Zasloff, 1983).
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El transporte mediado por sefiales de localizacion nuclear, esta mediado
por miembros de la familia de transportadores de moléculas importina. El primer paso
en la importacion de una proteina que contiene una sefal MLS clasica es la union
especifica con el receptor citoplasmatico de la NLS, la importina o, la cual reconoce la
secuencia basica PKKKRKV vy actla como una molécula adaptadora uniendo a la NLS
de la proteina que sera importada con la proteina receptora importina [ la cual se une al
NPC y media la translocacion a traves del poro nuclear.

Estas sefiales de localizacion no se eliminan una vez que han sido importadas al
nucleo, como sucede en el transporte a cloroplasto, mitocondria y vacuola ademas de
que no dependen de una posicién determinada y puede haber un numero variado de
ellas dentro de una secuencia proteica (Keegstra, 1989; Harll and Neupert, 1980;
Chrispeels and Raihkel, 1992; Hicks and Raihkel, 1983, 1595).

El transporte mediado por NLS involucra su interaccion con los receptores
nucleocitoplasmaticos de la familia de las importinas que las translocan a través dal
NPC (Fig. 8) (Bednenko et al., 2003).

El NPC puede transportar selactivamenta particulas hasta de 26-28nm de
diametro por el mecanismo mediado por sefiales de localizacion nuclear, como las
subunidades de la DNA y RNA polimerasa (100kDa y 200kDa), las subunidades
ribosomales (1.4MDa y 2.8MDa) y algunas particulas virales (Pante and Aebi, 1995;
Davis, 19895; Whittaker and Helenius, 1998).

Panté and Kann caracterizaron estructuralmente particulas de oro recubiertas
con complejos de receplores de transporte-proteina transportada y las utilizaron en
ensayos de importacién para determinar el diametro funcional del NPC, encontraron
que las particulas de oro recubiertas con el complejo nucleoplasmina-importina ., con
un tamano de 165kDa y un diametro de -38nm, son fransportadas a traves del NPC
(Panté and Kann, 2002).
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Fig. 8 Mecanismos basicos de transporte de proteinas al nicleo. A) Difusién pasiva, este transporte permite el paso
de moléculas pequefias como metabolitos, agua, iones y proteinas de bajo peso molecular (pesos moleculares menores a
30 kDa); B) Transporte mediado por sefiales de localizaciéon nuclear (NLS) donde participan secuencias cortas ricas en
aminoacidos bésicos que permiten el paso a través del NPC, este tipo de transporte involucra la interaccién de las NLS de
las proteinas o RNAs con los receptores nucleocitoplasmaticos de la familia de las importinas que las translocan a través del
NPC (Modificado de Merkle, 2001).

Las NLS identificadas hasta ahora se clasifican en dos categorias: 1) NLS del
tipo del antigeno T del virus SV40 que posee la secuencia de aminoacidos basicos
PKKKRKYV (Kalderon et al.,1984; Lanford and Butel, 1984); y que se conoce como NLS
clasica, 2) NLS del tipo bipartita, que se caracterizan por poseer la secuencia
KRPAAIKKAGQAKKKK de la proteina nucleoplasmina de Xenopus laevis, que consiste
de 2-3 aminoacidos cargados separados por un grupo espaciador de 5 a 20
aminoéacidos (Robbins et al.,1991). Se ha sugerido que la sefial bipartita podria ser
considerada una NLS canénica (Dingwall and Laskey, 1991).
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Las proteinas que poseen tanto la NLS bipartita de nucleoplasmina como la NLS
tipo SV40 utilizan el mismo tipo de magquinaria de importacién mediado por la importina
o/ importina B (Gasiorowski and Dean, 2003). Para ambos tipos de NLS se han
encontrado variantes en muchas proteinas nucleares (Gasiorowski and Dean, 2003).

Dentro de los ejemplos de proteinas con NLS en plantas se encuentran el factor
de transcripcion R de maiz que posee tres tipos de NLS (entre ellas una secuencia tipo
SV40 y tres residuos de arginina continuos) necesarias para una localizacion nuclear en
ensayos transitorios en celulas de epidermis de cebolla (Shieh et al.,1993) y el factor de
transcripcion de maiz, Opaco 2 (OP2) que consiste de una secuencia bipartita y cuya
localizacion se ha obsarvado en al nucleo de maiz y células de tabaco transformados
transitoriamente (Varagona et al,1992). La proteina de choque térmico Hsp70
(Imamoto et al., 1992) y componentes proteicos involucrados en el procesamiento de
RMNA también son transportados al nicleo mediante NLS (Shi and Thomas, 1982).

Las proteinas ribosomales que participan en el procesamiento del mBNA, como
la snANP U2, son transportadas al nicleo por NLS v de manera semejante ocurre con
el transporte de la histona H1 (Jakel ef al., 1999). Se han identificado MLS tipo bipartita
en la proteina Nla (Nuclear Insartion) del virus de papa, este mismo tipo de sefales se
encontraron en las proteinas de Agrobacterium tumefaciens VirD2 y VirE2 (Howard et
al., 1992; Citovsky ef al., 1994; Camrington et al., 1991).

Ademas de estas secuencias, muchas otras NLS se han identificado, pero los
mecanismos de transporte de ellas no se han elucidado (Gasiorowski and Dean, 2003).

Por ejemplo, se ha identificado la secuencia M3 en la proteina heterogénea
nuclear RNP (hnANP) A1, GNYNNDSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYPAKPR
NQGGY, la cual no es una secuencia rica en aminoacidos basicos, pero funciona tanto
como sefal de importacidn, como de exportacion nuclear (Siomi and Dreyfuss, 1995).

Existen también proteinas que son importadas al nucleo que no poseen ni
dominios de unidn a importinas «, ni senales de localizacion nuclear pero que son
reconocidas por miembros de la familia de las importinas f (Garlich and Kutay, 1999),
entre ellas se encuentran las proteinas virales HIV Rav (Henderson and Percipalle,
1997), HIV Tat (Truant and Cullen, 1999), las proteinas ribosomales L23a, S7 y LS



(Jakel and Gorlich, 1998) y las proteinas relacionadas con la hormona paratiroidea
(Lam et al., 1999),

Algunas moléculas transductoras de senales como el factor nuclear de células T
activadas (NF-AT), se transportan al nicleo mediante asociaciones directas con las
proteinas del NPC, mientras que los transductores de senales como la p-catenina,
SMADZ2, SMAD3, SMAD4 y las cinasas ERK1 y ERK2, son transportadas al nucleo por
un mecanismo independiente de importinas, esto se debe a su habilidad para
interaccionar directamente con las proteinas del NPC sin la necesidad de las importinas
como proteinas transportadoras (Xu and Massague, 2004).

En la Tabla 1 se muestran diversas secuencias que actuan como NLS y los
receptores que participan en el mecanismo de importacion de proteinas al nucleo.

El segundo grupo de receptoras, estructuralmente distinto a las carioferinas-f, lo
forman las familia de los factores de exportacion nuclear (NXFs) que participan en la
axportacion de muchos mRNAs a través de sefales de exportacion nuclear (NES) que
s0n secuencias ricas en leucinas (Bednenko et al., 2003).

Ademas de ser la estructura a través de la cual ocurre la importacion de
proteinas al nucleo, el NPC podria tener un papel en la regulacion de este transporte,
ya gue la especificidad del importacion y exportacion de proteinas podria depender de
una alteracion en la expresion de las nucleoporinas, lo que permitiria tener diferentes
interacciones entra el NPC vy las carioferinas (Gasiorowski and Dean, 2003). Estudios in
vitro han revelado que la fosforilacion de las nucleoporinas regula la importacion de
proteinas pero no la exportacion de las mismas (Kehlenbach and Gerace, 2000).

El transporte nucleocitoplasmatico puede reguladarse de diversas maneras, tales
como el enmascaramiento de las senales NLS y NES por modificaciones
postraduccionales en las proteinas que seran transportadas (fosforilacion,
defosforilacion, acetilacidn y ubiquitinacion de residuos especificos) (Gasiorowski and
Dean, 2003), el enmascaramiento de las NLS y NES puede ocurrir también debido a
cambios conformacionales de la proteina (enmascaramiento intramolecular) o por
interacciones con otra proteina (enmascaramiento intermolecular) (Merkle, 2004). El
secuesiro de la proteina que sera transportada tambien es una manera de regular el



transporte al nicleo, asi como la modificacidn estructural de las carioferinas y la
modulacion de la funcion del NPC (Mosammaparast and Pemberton, 2004),

Un ejemplo en la regulacion del transporte nucleocitoplasmatico se encuentra en
el factor de transcripcién NF-xB de mamiferos (controla la respuesta inmune @
inflamatoria, la diferenciacion celular y la apoptosis) el cual se encuentra en un estado
inactivo cuando esta unido con la proteina inhibidora |xB en el citoplasma, la union con
asta proteina enmascara la NLS del factor NF-xB y evita que sea transportado el nucleo
(Fagerlund et al., 2005).

La importacion al nicleo de algunos factores de transcripcion esta regulado por
fostorilacion mas que por la asociacion con proteinas inhibidoras, por ejemplo, el factor
de transcripcion SW15 de levadura se imporia al nicleo solo en etapas especificas del
ciclo celular (G;), ya que SW15 es retenido en el citoplasma como resultado de la
fosforilacidon de residuos de serina adyacentes a la secuencia de localizacion nuclear.
La defosforilacion de estos sitios activa a SW15 en una etapa especifica del ciclo
celular y permite su translocacion al nicleo (Moll et al., 1991).



Tabla 1. Secuencias de localizacion nuclear (NLS) y receptores que participan en el mecanismo de importacién de

algunas proteinas y RNAs al nucleo. Se muestran diferentes tipos de secuencias que actian como NLS y las proteinas que

participan en su transporte.

RECEPTOR DE

REFERENCIAS

NLS FUNCION SECUENCIA TRANSPORTE
Kalderon et al., 1984
Shieh et al,1993
Proteinas con NLS clasica  Diversas funciones Monopartita PKKKRKV Complejo de importina
Monopartiita alfa/ importina beta
Robbins et al.,.1991
Proteinas con NLS bipartita Diversas funciones Bipartita Complejo de importina
Varagona et al.,1992
KRPAAIKKAGQAKKKK alfa/ importina beta
y senales ricas en lisina
U snRNA “Splicing” Cap m3G Complejo Snurportina- Palacios et al., 1996
importina beta
Huber et al., 1998
Subunidad de 70 Kda Replicacion No definida Complejo RIP alfa/imp beta  Jullien et al., 1999
de la proteina A de
replicacion
Dominic rico en aa
Histona H1 Estructura y funcién basicos Complejo Imp7/imp beta Jakel et al., 1999
de cromosomas
Palmeri and
Malim,1999
HIV-Rev Factores de exporte de RQARRNRRRRWR Importina beta
Truant and Cullen,
1999
HTLV-1-Rex RMNA viral
Palmeri and
HIV-1 Tat Factor viral de transcripcién _ Senfales ricas en arginina___ Importina beta Malim,1999
Rout et al.,1999
Proteinas ribosomales Traduccién Dominios ricos en arginina  Kap123p/Yrbdp
Schlenstedt et  al,
Kap121p/Pselp/lmp5 1997
Jakel and Gorlich,
Importina beta, Imp7, TRN1 1998
Ciclina B1 Ciclo celular aa entre 121-173 Importina beta Moore ef al., 1999
Hagting et al., 1999
El importe in vitro no
aa entre 1-161 requiere
factores solubles
rBNA 55 Traduccién Proteina ribosomal L5 Posiblemente Imp beta Murdoch and Allison,
1996
Proteinas SR “Splicing” Dominios SR TRN-SR Céceres et al., 1997
Dominio de unién a RNA Rosemblum ef  al,
Lhp1p [Sc] Biogénesis de los transcritos  de Sxm1p/Kap108 1998
de la RNA pol Ill 133 aa
Dominio de unidn a RNA
Np13p [Sc] Proteina hnANP de levadura  de Mtr10p/Kapi11p Pemberton et al., 1997
120 aa
Hog1p [Sc) MAP cinasa no caracterizada Nmd5d/Kap119p Ferrigno et al,1998
TFIIS [Se] Factor de elongacién de la no caracterizada Albertini et al., 1998
transcripcion de la RNA pol Il
TBP [Sc] Transcripcion no caracterizada Kap114p Pemberton et al., 1999
TFIA [Sc] Transcripcion no caracterizada Pdrép/Kap122p [Sc] Titov et al., 1999
Regulacion de la El importe in vitro no
Beta-catenina transcripcion no delimitada requiere Fagotto et al, 1998
en la transduccion de
senales factores solubles Yokoya et al., 1999

[Scl, Saccharomyces cerevisiae
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I.D Proteinas de fusién

Para visualizar la localizacion y expresion de las proleinas dentro de la células
usualmente son marcadas con proteinas reporteras, etiquetas antigénicas o detectadas
por anticuerpos especificos. Las enzimas ulillizadas como proteinas reporieras: [i-
glucuronidasa (GUS; Jefferson, 1987; Kertbundit ef al, 1991), no reflejan la localizacion
subcelular de la proteina a alta resolucion o en tiempo real debido a que son detectadas
indirectamenta a traves de sus productos cromogenicos de reaccion (Taylor, 1997).

Por &l contrario, la proteina verde fluorescente no presenta estas limitaciones
(Chalfie et al., 1994) ya que debido a su autofluorescencia y a sus variantes espectrales
es una herramienta sensible y conveniente para detectar moléculas en tiempo real en
levaduras, animales y plantas (Cubbit et al., 1995; Griesback et al., 2001; Niedenthal &f
al., 1996; Huh et al.,, 2003; Hanson and Kohler, 2001).

1.D.1 La Proteina Verde Fluorescente (GFP)

La proteina verde fluorescente de Aeguorea vicloria se ha convertido en un
marcador muy efectivo como un reportero en sistemas heterdlogos como Xenopus
(Martinez-Torres and Miledi, 2001) E.coli, Drosophila, levadura (Burd, 2000) y
mamiferos (Kanda et al,, 1998), asi como en el monitoreo de la localizacion y transporte
de proteinas en la célula (Stewart, 2001; Chalfie ef al, 1984; Wang and Hazelrigg,
1994; Olson et al, 1995). GFP es una proteina de 238 aminoacidos con un peso
molecular de 27kDa, que tiene la propiedad de emitir fluorescencia verde (Ama.=509nm),
bajo la excitacion de luz ultravioleta (Ama:=395nm) 0 luz azul (Ama=475nm), existen
ademas wvariantes naturales de la proteina (Heim et al,1994; Chalfie, 1985); la
fluorescencia de GFP es el resultado de un croméforo interno formado por la ciclizacion
catalitica post-traduccional de tres aminoacidos (Ser 85-Tyr 86-Gly 67) (Prasher et al.,
1992, Heim ef al,1994). La GFP tiene como ventajas una alta estabilidad termica y

resistencia a detergentes, pH alcalino, solventes organicos y proteasas, ademas de que
no requiere sustratos exogenos o cofactores para su fluorescencia, lo que permite
monitorear su expresion en células vivas, lo que contrasta con la necesidad de
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sustratos y cofactores para dar sefiales paositivas como en el caso de f-glucuronidasa
{GUS) (Jefferson, 1987) y luciferasa (LUC) (Ow et al., 1988).

GFP no presenta ningun tipo de toxicidad en plantas (Stewart, 2001) y su
caracteristica para emitir fluorescencia verde se preserva aun cuando se fusione una
proteina en su extremo amino o carboxilo terminal (Wang and Hazelrigg, 1994). Dentro
de las limitaciones del uso de GFP se encuentra el requenmiento de oxigeno y ATP, la
lenta formacion post-traduccional del cromoforo y la dificultad de distinguir su
fluorescencia del fondo fluorescente cuando no tiene una localizacion densa o es
altamente expresada (Zimmer, 2002). El uso de la proteina verde fluorescente como un
reportero en las plantas esta ampliamente documentado (Leffel et al., 1997, Haseloff
and Siemering, 1998) visualizandose en gran cantidad de tejidos como protoplastos de
naranja, Arabidopsis thaliana, maiz, arroz, trigo, manzana, tabaco, epidermis de cebolla
y tejidos de coniferas, asi como en nucleos celulares de diversas especies vegetales
como cana de azucar, lechuga, maiz y tabaco (Niedz ef al, 1995; Sheen et al.,1995;
Haseloff et a/.,1997; Davis and Vierstra, 1998; Hu and Cheng, 1995; van der Geest and
Petolino, 1998; Vain et al, 2000; Pang et al., 1996; Maximova ef al., 1998; Chiu af al.,
1996; Tian et al.,1997; Elliot ef al.,1999).

La fusion del gen de la proteina LEA AtRAB28 con GFP permitio identificar su
localizacion en el nucleo de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana y de células
transformadas de epidermis de cebolla (Borrel et al, 2002). Mediante fusiones de la
region codificante de GFP con SPY (SPINDLY, un represor de la via de transduccion de
giberelinas), se logro determinar su localizacion celular dentro del nucleo en celulas de
plantas (Swain et al, 2002). Las fusiones de fotorreceptores con GFP han permitido
determinar su translocacion de citoplasma a nucleo en respuesta a la estimulacion por
luz, determinando su localizacion nuclear (Kircher ef al., 2002).

Sandepp et al identificaron en mamiferos una NLS en la proteina colina
acetiltransferasa de 82kDa, la cual habian fusionado a la GFP y determinaron su
localizacion en el nucleo (Sandepp ef al,, 2003).

La deteccion basada en GFP tiene la ventaja de que las células pueden ser
visualizadas in vivo, lo que permite una imagen en tiempo real y evita la formacion de
artefactos, mejor aun, muchos tejidos vegetales son facilmente transformables y
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presentan poca autofluorescencia que pudiera interferir con la fluorescencia de GFP (la
autofluorescencia de la clorofila es roja), lo que permite detectar la fluorescencia de
GFP con una alta sensibilidad ante la excitacion con luz UV (Haseloff ef al.,1997). Las
imagenes obtenidas a partir de la fusion de proteinas con GFP pueden ser
interpretadas de manera mas confiable que las gque son obtenidas de tejidos tefidos por
meétodos inmunohistoquimicos, ya que no existe la incertidumbre de una penetracion
parcial o incompleta de los inmunoreactivos dentro del tejido (Ehrhardt, 2003).

El primer paso en la técnica que involucra el uso de GFP consiste en fusionar la
regicn codificante de la GFP con el gen que codifica para la proteina de interés (Gerdes
and Kaether, 1996), la GFP puede fusionarse al extremo amino o carboxilo de manera
que no afecte el funcionamiento normal de la proteina de interés (Gerdes and Kaether,
1996). A pesar del gran tamafo de GFP (238 aa comparado con los 9 y 10 aa de los
epitopos HA y myc respectivamente), se ha visto que las proteinas fusionadas con GFP
son funcionales (Cubbit et al, 1995). Mas aun, cuando la GFP se ha sintetizado, la
proteina fluoresce verde cuando se expone a luz UV (Kain et al, 1995).

La proteina verde fluorescente permite monitorear la localizacion de una proteina
de interes en la celula huésped in vivo, in situ y en tiempo real, de manera que es facil
determinar cuando la proteina viaja a traves de la célula (Hazelrigg ef al, 1998).

I.D.2 Marcado de epitopo

Otra manera de marcar proleinas es mediante del uso de epitopos, moléculas
antigénicas que son inmunoreactivas a un anticuerpo conocido. Se trata de una
herramienta muy util en la deteccion inmunolégica vy localizacion celular de proteinas in
vivo, asi como en la purficacion, la manipulacion y la deteccion de proteinas
recombinantes (Jarvik and Telmer, 1998). La fusion de proteinas involucra la insercion
en fase con el gen de interés de una secuencia coria especifica que codifica para un
epitopo conocido, posteriormente se expresa el gen fusionado en una célula huésped
adecuada y de este modo se puede purificar la proteina recombinante mediante el uso
de anticuerpos contra el epitopo (Bannon ef al.,2001).
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Una proteina marcada con un epitopo es un tipo especial de proteina de fusion
en la cual los aminoacidos agregados que oscilan entre 6-14 residuos, en principio, no
alterarian la actividad biolégica de la proteina y permitiria que se mantuviera su
estructura normal y funcidn (Jarvik and Telmer, 1998). Las caracteristicas de un epitopo
son el tamano pequefio y el reconocimiento especifico por un anticuerpo. Existe una
amplia variedad de epitopos que son utilizados: c-myc, FLAG, Hemaglutinina (HA),
Polihistidina (His6), proteina C de humano, proteina de la capside del fago T7, y Virus
de estomatitis vesicular (VSV-G), entre otros (Jarvik and Telmer, 1998). Algunas de sus
caracteristicas se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de los epitopos mas comunes. Se presenta el nombre y origen del epitopo y la
secuencia reconocida por anticuerpos especificos (modificado de Jarvik and Telmer, 1998).

Nombre epitopo No. de aa Origen Secuencia de aa
alfa tubulina 3 Secuencia C-terminal de proteina de lev adura EEF
B-tag 6 Proteina VP7 del virus "blue tongue" QYPALT
E-tag 13 Péotido sintdtico GAPVPY PDPLEPR
c-mye 10 proteina del gen c-my ¢ de humano EQKLISEEDL
FLAG 8 Péptido sintético DYKDDDDK
HA 9 Péptido de la proteina hemaglutinina de influenza humana YPYDVPDYA
Hisé o His10 64610 Polihistidina, une ligandos metdlicos por cromatografia de afinidag His g0
HSV 1 Péptido de la glicoproteina del virus simple del herpes QPELAPEDPED
Pk-tag 9614 Proteinas P/V del paramixovirus SV5 GLPIPNPLLGLDST
Proteina C 12 EDQVDPRLIDGK
7 1 Proteina de la cdpside del fago T7 MASMTGGQQAMG
VEV-G 11 Glicoproteina del virus de estomatitis v esicular Y TDIEMNRLGK

Los anticuerpos reconocen estos epitopos ya sea que se encuentren en la
secuencia interna de la proteina o en sus extremos, sin embargo, en muchas ocasiones
el reconocimiento depende de una localizacion especifica del epitopo (Jarvik and
Telmer, 1998). La mayoria de los epitopos poseen aminodcidos cargados, lo que podria
ser un incoveniente para la proteina blanco, ya que un epitopo con la carga inapropiada
o con demasiada carga causaria problemas en la estabilidad de la proteina (Jarvik and
Telmer, 1998).

Las proteinas que han sido fusionadas a un epitopo son detectadas utilizando el
mismo tipo de métodos que se emplean con los anticuerpos especificos para proteinas
tales como: Western blot, inmunoprecipitacion, ELISAs, inmunofluorescencia,
microscopia inmunoelectronica, entre otras (Harlow and Lane, 1988). Dentro de las
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ventajas de esta técnica destaca el hecho de que la fusidn del epitopo permite el
astudio de la funcion original de esta proteina en el interior de la célula; permite obtaner
informacion acerca de proteinas dificiles de purificar o demasiado parecidas a oftras
proteinas para poder ser distinguidas in wivo, es una técnica rapida y facil donde
pueden utilizarse epitopos multiples si es necesario, ademas el uso de anticuerpos
especificos del epitopo evita que haya reacciones cruzadas; ofra ventaja importante es
que tanto las proteinas como los complejos proteicos formados pueden ser purificados
(Jarvik and Telmer, 1998). El marcado de epitopo resuelve el problema de la
redundancia genética, al permitir un estudio separado de los miembros de una familia
de proteinas relacionados inmunolégicamente (Ferrando ef al., 2000).

Una caracteristica importante del marcado de proleinas con epitopos es que se
trata de una forma especifica para purificar a la proteina de interés; tanto la
cromatografia de inmunoafinidad como la inmunoprecipitacion son los dos métodos de
purificacién mas empleados (Brown et al,1995; Koblan et al,,1995; Laize et al.,1997;
Nillson et al.,1997; Pathak and Imperiali, 1997, Connolly ef al., 1994; Dear et al,, 1997,
Henis et al., 1994; Le Maout et al,1997; Mende et al,1995; Nakagawa et al 1996;
TerBush and Movick, 1995). Por inmunopreciptacion se han purificado proteinas como
la chaperona BIP (immunoglobulin heavy-chain binding protein) del reticulo
endoplasmico lumenal (Murray et al, 1995), el factor de inicio de la transcripcion
especifico de la RNA Pol |, RRNS (Keys et al., 1996), factores asociados a la proteina
de unién a la caja TATA (TAF) (Poon et al.,1995) y la nucleoporina RATZ2p (Heath et al.,
1985), entre oftras.

Igualmente, se ha monitoreado el trdfico a través del Aparato de Golgi de la
sintasa GD3 (Martina ef al,, 1998), de PKCe (Lehel et al, 1996) y la fragmentacion del
Golgi (Yang and Storrie, 1999), asi como los movimientos de muchas proteinas a traves
de los compartimentos celulares.

El uso del marcado de epitopo ha permitido determinar la localizacion subcelular
de las bombas de protones AHA3 y AHA2 en Arabidopsis (De Witt et al,, 1996; De Witt
and Sussman, 1985) y del gen de resistencia Cf-8 en plantas de tabaco transgénico
(Piedras et al, 2000); monitorear la estabilidad de los productos de los genes de
resistencia APM1 (Boyes et al, 1998), purificar a la subunidad AtSKP1/ASK1 de los



complejos ligasa de ubiquitina implicados en el control de la senalizacion por auxina, en
la determinacion de la identidad de los organos florales y en la meiosis en Arabidopsis
(Gray ef al., 1999; Samach et al.,, 1999; Yang and Storrie, 1999; Zhao ef al., 1998). Con
asta técnica también se demostrd la formacion de complejos in vivo de AKINB2, un
ortdlogo de las subunidades B de las cinasas Snf1/AMPK, con las subunidades
cataliticas de las cinasas AKIN10 y AKIN11 en Arabidopsis (Ferrando et al., 2001).

En C.slegans se detectd el colageno tipo IV en las membranas basales
faringeas, intestinales y de las gonadas mediante el marcado con epitopo del gen emb-
9 (Graham et al, 1997); en Drosophila se determind la funcidn de los dominios
individuales de la proteina DLG al expresarla fusionada con el epitopo FLAG en
animales silvestres y en mutantes nulas (Hough &t al., 1997).

El analisis de los animales y plantas transgenicos que expresan proteinas
fusionadas a epitopos permite conocer cudles son los tejidos y los tipos celulares en los
que se expresa la proteina de interés, asi como también son un indicativo de donde se
localiza la proteina dentro de la celula (Jarvik and Telmer, 1998).

Experimentos de localizacion inmunohistoquimica usando anticuerpos dingidos
contra la PvLEA18 mostraron gue esla proteina se encuentra en el nucleo y el
citoplasma de diferentes tipos celulares en el hipocotilo, en condiciones favorables de
riego y con mayor acumulacion bajo condiciones de estrés hidrico. Los experimentos
también mostraron que la proteina PvLEA1B se acumula en mayor cantidad en el
nucleo respecto a su localizacion en el citoplasma (Colmenero-Flores ef al., 1999),

Para profundizar en la caracterizacion de la PvLEA1E y en el analisis de su
posible funcion se propone la siguienta:
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HIPOTESIS

La localizacion subcelular de la proteina PvLEA18 cambia en respuesta a la

limitacion de agua y su transporte depende de una posible sefial de localizacion

nuclear.

Para contrastar la hipotesis, se plantean los siguientes:

ETIV S

1. Corroborar la localizacion nuclear de la proteina PvLEA18 de frijol mediante una
fusion con la proteina verde fluorescente.

2. Determinar si el estrés por deshidratacién puede modular la localizacion
subcelular de la proteina PYLEA18.

3. Evaluar el efecto de la fitohormona ABA sobre la localizacion subcelular de la
proteina PvLEA18.

4. |dentificar las regiones responsables en el transporte de la proteina PvLEA18 al
nucleo.

Para alcanzar los objetivos generales descritos se pretende cumplir con los
siguientes:



OBJETIVOS PARTICULARES

1) Determinar la funcionalidad de la posible sefal de localizacion nuclear
contenida en la proteina PvLEA18 en el transporte al nicleo.

a) Construir fusiones de los genes PvLEA18 y PvLEAT8DEL con la proteina verde
fluorescente bajo control del promotor 355.

b) Realizar ensayos de expresion transitoria en epidermis de cebolla mediante
introeduccion por biobalistica de las fusiones PvLEA18:.GFP-GUS, PvLEA1BDEL:.GFP-
GUS y GFP-GUS.

¢) Evaluar el efecto del ABA sobre la localizacion subcelular de la proteina PvLEA1B en
epidermis de cebolla.

2) Obtencion de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que expresen de
manera estable las fusiones PVLEA18::GFP-GUS y PvLEA18DEL::GFP-GUS bajo
regulacion del promotor 355.

a) Determinar la localizacion subcelular de la fusiones PvLEA18:GFP-GUS vy
PvLEA1BDEL::GFP-GUS mediante la deteccidn de fluorescencia en raices de plantas
transgenicas.

b) Ewvaluar el efecto del ABA vy el estrés osmatico sobre la localizacion subcelular de la
PvLEA18 y PvLEA1BDEL en plantas transgénicas.

3) Obtencion de plantas transgénicas que expresen de manera estable las
fusiones PvLEA18::HA y PvLEA18BDEL::HA bajo control del promotor 355.

a) Construir fusiones de los genes PvLEA18 y PvLEA1BDEL con el epitopo de
hemaglutinina (HA).

b) Determinar la localizacion celular de la PvLEA18 y PVvLEA18DEL por fraccionamiento
celular y deteccion inmunoldgica de las proteinas y del epitopo HA.

6



Il. MATERIALES Y METODOS

ILA MATERIAL BIOLOGICO

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia crecidas a 24°C
durante cuatro semanas en el sustrato Metro-Mix (Metro-mix 200, Scotts) estéril, con un
fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas oscuridad. Las plantas se regaron una vez por
semana con solucion nutritiva conteniendo por litro [10ml de KNO5 1M, 5mi de KHaPO,
1M, 4ml de MgSO; 1M, 4ml de Ca(NOs): 1M, 5ml de Fe-EDTA [etilendiaminotetracetato
de hierro} y 2ml de solucidn de micronutrientes [HisBO; 70uM, MnCl; 14uM, CuS0,
0.5uM, ZnS0O; 1pM, NaMoO, 0.2uM, NaCl 10uM, CoCl; 0.01uM] (Somerville and
Ogren,1982).

Esterilizacion de semillas de Arabidopsis thaliana

Para el crecimiento de plantas en condiciones esteriles 20mg de semillas se
incubaron en 600pl de agua estérii en un tubo eppendorf a 4°C por 30 minutos.
Posteriormente, las semillas se centrifugaron 20s a 14,000 rpm y se trataron con 200ul
de etanol absoluto por 1 minuto; nuevamente se centrifugaron los tubos por 20s para
quitar el etanol y a cada tubo se le anadid 200ul de una solucion de cloro comercial al
40% (Clorex, Goza Comercial) y triton 0.02% (Sigma-Aldrich), las semillas se agitaron
durante 5-10 minutos y se centrifugaron por 20s para guitar la solucion. Las semilias se
lavaron seis veces con 600ul de agua esteril y con el agua del dltimo lavado se
estratificaron a 4°C durante toda la noche, antas de sembrarias.

Tratamiento de plantulas transgénicas utilizando polietilenglicol (PEG) y acido
abscisico (ABA)

Para el tratamiento con PEG o ABA las plantas se crecieron en medio MS (sales
MS 4.3g/l [Murashige and Skoog, 1962], sacarosa 10g/l, MES 0.5g/l, fitoagar 6.5g/1; a
pH 5.7) solido por dos semanas, posteriormente se transplantaron de 20 a 25 plantulas
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a placas de microtitulacion de 2cm de diametro que contenian 3ml de medio MS liquido
en cada pocillo, las condicionas utilizadas fueron PEG al 25% (PEG-8000, Research
Organics) & 50uM de ABA (Sigma-Aldrich) y como control se usé medio MS.

Las cajas contenian un soporte de tela plastica para mantener el contacto de la
raiz con el medio liquido. Se incubaron en el cuarto de crecimiento a 25°C y con
agitacion constante durante 24 horas (Van der Weele et al., 2000).

El PEG se utiliza en estudios de déficit hidrico en plantas para inducir
deshidratacion al disminuir el potencial hidrico de la solucion nutritiva en la que se
encuentran; en tanto que la aplicacion exogena de ABA imita los efectos de la
deshidratacidn.

Cepas bacterianas

En todos los experimentos se utilizé la cepa de E. coli XL1 Blue, los plasmidos
se introdujeron por transformacién por el método de calcio (Mandel and Higa, 1970) v
las bacterias transformadas se seleccionaron en medio LB adicionado con 100pg/ml de
ampicilina (Sigma-Aldrich) a 37°C.

Para la transformacion de las plantas se uso la cepa de Agrobacterium
tumefaciens GVZ2260. Esta cepa se transformd mediante electroporacion con los
plasmidos binarios pCambia 1301 y 1304 (Hajdukiewicz et al,1994) y las fusiones
PvLEA18::HA, PvLEA18DEL::HA, PvLEA18::GFP-GUS y PvLEA1BDEL::GFP-GUS. Las
bacterias transformadas se seleccionaron a 28°C, en medio LB adicionado con
100pg/ml de rifampicina (marcador cromosomal) y 50ug/ml de kanamicina (marcador
dal plasmido Ti). La integridad de las construcciones en Agrobacterium tumefaciens
fueron confirmadas por digestiones enzimaticas de cada plasmido.

I.B OBTENCION DE PLANTAS TRANSGENICAS

Preparacion de las Plantas para la Transformacion

Para los experimentos de transformacion se usaron 5 macetas con 5 plantas
cada una de Arabidopsis thaliana de 5 a 6 semanas de edad que fueron decapitadas
para originar mas inflorescencias. Cada una de las macetas se cubrid con una malla
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para sostener el sustrato durante la infiltracion. Terminada la infiltracion, las plantas se
llevaron al cuarto de crecimiento, sin ser regadas y protegidas de la evaporacion
mediante una cublera de plastico durante 3 dias.

Transformacion de Arabidopsis thaliana por el Método de Infiltracion

Se selecciond una colonia de Agrobacterium tumefaciens transformada con cada
uno de los plasmidos (pC1301, pC18HA, pCi8DELHA, pC1304, pCH18GFP vy
pCH1BDELGFP) con la cual se inocularon 1.5L de medio de cultivo LB con kanamicina
(50ug/ml} v rifampicina (100pg/ml), se incubd durante 16 horas a 28°C en agitacion
(200 rpm). Cuando el cultive alcanzé una densidad entre 1.2-2.0 unidades de densidad
optica (D.O. 600nm) (Spectrophotometer DU 640, Beckman), se centrifugd a 10,000
rpm (rotor JA-14, Beckman) durante 15 minutos, la pastilla se resuspendidé en 1L de
una solucion estéril de sacarosa 5% y detergente silwet L-77 0.05% a temperatura
ambiente. Esta suspension bacteriana se vacid en un recipiente de acrilico
especialmente disefado para la transformacion por infiltracidn con Agrobactenum
tumefaciens, donde se colocaron las macetas en posicion invertida, de manera que las
plantas quedaran sumergidas en el medio de infiltracion durante 5 minutos con
aplicacion de vacio (Clough and Bent, 1998).

Despues de la infiltracion las plantas se lavaron con agua estéril para quitar el
exceso de medio y se colocaron en charolas de la manera descrita anteriormente para
conservarse con riego continuo hasta la produccion de semilla (generacion Ty).

Seleccion de Plantas Transgénicas

Las plantas transgenicas de la generacion T, se seleccionaron an medio MS
complementado con higromicina (agente selector de los plasmidos empleados) (Sigma-
Aldrich, 50pg/ml), para evitar contaminacion por Agrobacterium tumefaciens se utilizo
una solucion comercial del antibidtico claforan (400pg/mi).

La primera cosecha de las plantas transformadas por infiltracion se denoming
semilla T, Las semillas estériles T; de cada transformacion se distribuyeron sobre el

medio de seleccion utilizando 100yl de agarosa 0.1% con higromicina y claforan. Las
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cajas de seleccion se mantuvieron tres dias a 4°C para romper el estado de latencia de
la semilla y después se transfirieron al cuarto de cultivo a 24°C con un fotoperiodo de
16 horas luz/8 horas oscuridad. Despues de dos semanas en medio selectivo, las
plantulas resistentes a higromicina (plantas Ty) se trasplantaron al sustrato metromix
para su crecimiento y produccion de semillas que se cosecharon individualmente
(semilla T,). Las semillas T, se sembraron en medio de seleccién a razén de 3 cajas
con 100 semillas cada una. De las plantas resistentes a higromicina (plantas Ts)
obtenidas de esta siembra se trasplantaron 15 plantas al sustrato metromix para su
crecimiento y posterior cosecha de la semilla T.. El resto de las plantulas fué congelado
y pulverizado en presencia de nitrdgeno liquido antes de ser guardado a —70°C para su
posternior utilizacion en experimentos subsecuentes.

PCR de las plantulas transgénicas

La presencia del transgén en las plantas Tz y planta silvestre se analizd mediante
una reaccidn de PCR. El tejido pulverizado de 5 plantas de 2 semanas de edad se
homogenizd en 400ul de buffer de extraccion (Tris 200mM, NaCl 250mM, EDTA 25mM,
SDS 0.5%), se centrifugd por 1 minuto a 14,000 rpm y se transfirio el sobrenadante a un
tubo nuevo. El DNA se& recuperd por precipitacion con 300ul de isopropanol vy
centrifugacion a 14,000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente, la pastilla
recuperada se lavo con etanol al 70%, se secd en presencia de vacio por 5 minutos y
se resuspendio en 25yl de agua bidestilada. Se tomaron 2pl de muestra y se hizo una
reaccion de PCR en un volumen final de 20pyl utilizando los oligos MEX5: 5'-
CCTTCTAGATGGAGAAGGAGAAAAAG-3', MEX5SDEL: 5'-CCCTCTAGAATGACAGAG
AGTGAACAA-3 y MEX3: S5-TTTCCATGGACTTGTGATTAGTGGCACC-3' para
amplificar la secuencia de los genes PvLEAT18 y PvLEAT8DEL vy los oligos GUS1: 5'-
AATGCGGGCAACGTCTGGTATCA-2' vy GUS2: 5-GGTGTTCGGCGTGGTGTAGAGC-
3' para la amplificacion del gen GUS.
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I.C MICROSCOPIA
Microscopia de fluorescencia

Para la visualizacion de la actividad de GFP, los tejidos de cebolla v de las
plantulas transgénicas se colocaron sobre portacbjetos con agua y se examinaron al
microscopio con optica de Nomarsky DIC y fluorescencia (Nikon Eclipse EG00, Japan)
utilizando el filtro GFP-LP (Chroma Technology Corp.), con un paso de luz de excitacion
de 480/40nm, un espejo dicromatico de 505nm y un filtro bamrera de 510nm, la luz
ultravioleta fué provista por una lampara de mercurio de 100W (Nikon, Japan).

Microscopia confocal

Los tejidos de cebolla y las plantulas transgénicas se colocaron sobre
portaobjetos con agua y se observaron en el microscopio confocal LSM 510 Meta (Carl
Zeiss, Jena, Germany) de la Unidad de Microscopia Confocal del Insfituto de
BiotecnologiaUNAM, utilizando una longitud de onda de 488nm vy el objativo
PlanMNeofluar 40X,

Ensayo de viabilidad de epidermis de cebolla

Se colocaron 10 secciones de 1cm® de epidermis sobre medio MS y se
monitored su integridad a las 0, 24 y 48 horas después de ser colocadas en medio MS
0 MS complementado con ABA 50uM.

Las epidermis se tineron con azul de tripano para detectar células muertas por
coloracion azul, y con diacetato de fluoresceina (FDA), para detectar células vivas por
fluorescencia verde.

Transformacion de epidermis de cebolla por biobalistica

La epidermis de cebolla se cortd en fragmentos de 1cm® gue se colocaron en
medio MS sdlido en cajas de Petri. Se utilizaron 3ul de DNA (Sug/ul) de los plasmidos
pC1304, pCH18GFP y pCH18DELGFP se precipité sobre 50ul de particulas de
tungsteno (Bio-Rad, 1.1um de didmetro) utilizando 50ul de CaCl: (Baker) 2.5M y 20ul
de espermidina 0.1M (Sigma). La mezcla se centrifugo 10s a 10,000 rpm, se elimind el
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sobrenadante y se hicieron 2 lavados de la pastilla con 500ul de etanol absoluto. Por
ultimo, la pastilla se resuspendio en 60l de etanol y se sonico por 10s antes de aplicar
la muestra sobre las membranas acarreadoras (Klein ef al., 1988).

El bombardeo se realizo en la Unidad de Cultivo y Tejidos Vegetales del Instituto
de Biotecnologia/UNAM utilizando un acelerador de particulas bajo condiciones de
vacio de 28 mm de Hg, presion de helio de 700psi y 6cm de distancia al blanco.

Después del bombardeo, los tejidos fueron incubados a 24°C durante 48 horas y
analizados por microscopia. Se bombardearon dos cajas de cada construccion y cada
una de ellas recibid dos disparos como medida para aumentar la eficiencia de
transformacion.

Tratamiento de epidermis de cebolla utilizando ABA 50uM

Después de ser bombardeadas, las epidermis fueron colocadas sobre medio M3
durante 24 horas, para después ser tratadas durante otras 24 horas en medio MS
adicionado con ABA S0uM. Después del tratamiento, las epidermis se colocaron en
agua cobre el portaobjetos y fuaron observadas en el microscopio confocal.

Tincion de nucleos con DAPI

Los nucleos de las células de la raiz de las plantulas transgénicas se visualizaron
mediante tincidn con 4'-6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma-Aldrich). Las plantulas se
incubaron durante 5 minutos en 2ml de una dilucion 1:300 de una solucion de DAPI a
10 mg/ml, posteriormente se colocaron en agua sobre un portacbjeto y se observaron al
microscopio de fluorescencia usando el filtro UV-2A (Chroma Technology Corp.), con un
paso de luz de excitacion de 330-380nm, un espejo dicromatico de 400nm y un filtro
barrera de 420nm.

Ensayo histoquimico de GUS

Se siguid el protocolo descrito por Jefferson (1987). Brevemente, plantas
silvestres y plantas T de cada una de las lineas transgénicas se colocaron en el buffer
de reaccion de GUS (NaH:PO, 100mM pH 7.0, EDTA 10mM pH 8.0, KsFe(CNJs 0.5mM,
KaFe(CN)s 0.5mM, Triton X-100 0.1%, 50mg/ml de X-Gluc (Research Organics) en
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DMSO) por 3 minutos en presencia de vacio (para permifir una mejor penetracion de la
solucion) y se incubaron en oscuridad a 37°C toda la noche.,

Al otro dia, se retird la solucion y se hicieron dos lavados de las plantas con agua
destilada estéril, posteriormente se agregd una solucidn para fijar la actividad de GUS
(&cido acético:formaldehido:etanol 40%, 5:5:90) v s& incubd 20 minutos a temperatura
ambiente. Para quitar la clorofila del tejido se hicleron varios lavados de 20 minutos
cada uno con una serie de diluciones de etanol desde el 50% hasta el 90%, finalmente
s& anadio glicerol 50% a las muestras y se observaron al microscopio estereoscopico
(Nikon, Japan).

I.D CONSTRUCCIONES

I.0.1 Obtencién de la construccion PVLEA18::HA y PYLEA1BDEL::HA

Se amplificé la region codificante del cDNA de la PvLEA1B con los
oligonucledtidos MEXS: 5'-CCT-TCTAGA-TGGAGAAGGAGAAAAAG v MEX3: 5-TTT-
CCATGG- ACTTGTGATTAGTGGCACC-3, usando una clona del cDNA de la PvLEA1B
como templado, La version de la PvLEA1B sin los primeros seis aminoacidos
(MEKEKK) se obtuvo mediante una reaccion de PCR utilizando los oligonucledtidos
MEX3: 5-TTT-CCATGG-ACTTGTGATTAGTGGCACC-3 y MEXS5DEL: 5-CCC-
TCTAGAATGACAGAGAGTGAACAA. El oligonucledtido MEX3 posee un sitio de corte
para Neol y 3 nucledtidos de proteccion que ayudan a mantener la integridad del sito de
corte de la enzima durante la reaccion de PCR, los oligonucledtidos MEXS5 y MEX5DEL
tienen un sitio de corte Xbal ademas de 3 nucledtidos de proteccion.

Los productos de la amplificacion de la PvLEAT8 y PvLEA18DEL se clonaron en
el sitio EcoRV del plasmido pBluescript KS+ (Stratagene) generandose los plasmidos
pLEA18 y pLEA18DEL, el pKS+ posee un sitioc de clonacion multiple (MCS), un
promotor de [-galactosidasa y un gen de resistencia a ampicilina como marcador de
seleccion.

El DNA de estos plasmidos se aisld (Birnboim, 1983) y se verificod el mapa de
restriccion de cada uno con digestiones EcoRl-Hindll v Hindll-Ncol. Posteriormente,
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ambos plasmidos se secuenciaron en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del
Instituto de Biotecnologia/UNAM.

Para la fusion de la PvLEA18 y PvLEA18DEL con el epitopo de Hemaglutinina
(HA) se usd el plasmido pPILY (Ferrando et al., 2000), que posee duplicado el promaotor
de expresion constitutivo y fuerte del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) 355; un
sitio de clenacion multiple; la secuencia de HA; la secuencia del intron IVZ2, que impide
&l procesamiento del vector por Agrobacterium fumefaciens; el terminador de nopalina
sintasa (Nos) v el gen de resistencia a ampicilina como marcador de seleccion en
bacteria (Fig.11). Los plasmidos pLEA18 y pLEA1BDEL se clonaron en el sitic Hindlll-
Neol del plasmido pPILY para generar las construcciones p18HA y p1BDELHA,
confirmandose su identidad por digestion con Xbal y Nofl. Para la generacion de
plantas ftransgénicas se uso el plasmido binario pCambia 1301 (Hajdukiewicz et
al.,1994), que cuenta con las secuencias especificas del borde izquierdo y del borde
derecho del T-DNA necesarias para la integracidn del gen en las células vegetales,
posee tambien el promolor 355; el promotor de B-galactosidasa; un sitio de clonacién
multiple; el terminador de nopalina sintasa (Nos) y el gen de resistencia a higromicina
como marcador de seleccion en planta. Fuera de la region del T-DNA hay otro
marcador para seleccidn de bacteria en kanamicina, ademas el gen GUS que sirve
como un marcador adicional de seleccion.

Los cDNAs de la PvLEA18 y PvLEA18DEL de los plasmidos p1BHA vy
p18DELHA se subclonaron como un fragmento Kpnl en el plasmido binario pC1301
obteniendose los plasmidos pC18HA y pC18DELHA, cuya identidad y orientacion de los
fragmentos se confirmd por digestion con Hindlll v EcoRl (Fig.12).

Il.D.2 Obtencion de las fusiones PvLEA18::GFP-GUS y PvLEA1BDEL::GFP-GUS

Se amplificd la region codificante del cDNA de la PvLEA18 usando los
oligonucledtidos  HOS1:5-CCTCCATGAGAAGGAGAAAAAGAC-3' y  HOS2:5-
TATAGATCTTTGTGATTAGTGGCACCA-3', que llevan en los extremos los sitios de
corte para las enzimas Ncol y Bgll respectivamente, ademas de 3 nucledtidos de
proteccion.



Para obtener una version de la PvLEA18 sin los primeros seis aminodcidos
(MEKEKK), se utilizaron los oligonucledtidos HOS3:5'-CCTCCATGGCAGAGAGTGAAC
AAGGGAAAG-3', que lleva un sitio de corte para Neol y HOS2: 5-
TATAGATCTTTGTGATTAGTGGCACCA-2'. Los productos de la amplificacidon se
clonaron en el sitio EcoRV del plasmido Bluescript KS+ (Stratagene) y la integridad de
la secuencia se comprobd mediante las digestiones con Bgll-EcoR! de los plasmidos
obtenidos pH18 y pHi1BDEL (Fig.17). Finalmente, la identidad se confimd por
secuenciacion en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de
Biotecnologia/lUNAM.

Para la expresién en epidermis de cebolla y en plantas, los plasmidos pH18 y
pH1BDEL se cortaron y clonaron en el sitio Neol-Bghl del plasmido binario pCambia
1304 (Hajdukiewicz ef al.,1994), el cual posee la region codificante de GFP (mGFP5)
(Siemering et al,1996) en fase con el gen reporterc GUS, ademds, posee las
secuencias especificas del borde izquierdo y borde derecho del T-DNA necesarias para
la integracion del gen en las células vegetales, el promotor CaMV 355; el promotor de
P-galactosidasa; un sitio de clonacion mualtiple (MCS), el terminador de nopalina sintasa
(Mos) v el gen de resistencia a higromicina como marcador de seleccion de planta,
fuera de la region del T-DNA hay otro marcador para seleccion de bacteria en
kanamicina.

Los plasmidos quiméricos obtenidos pCH18GFP y pCH1BDELGFP tienen el
extremo amino de la region codificante de GFP fusionado al extremo carboxilo de la
PvLEA18 o PvLEA1BDEL bajo la regulacion del promotor 355. Los plasmidos se
analizaron por digestion enzimatica con EcoRl-Bgll y EcoRl-Ncal v se confirmo que no
existieron rearreglos o modificaciones despues de la clonacion (Fig. 18).

ILE AISLAMIENTO DE RNA

Se exirajo RNA total de 20 plantulas fransgenicas T; de 4 semanas de edad
crecidas en medio MS-higromicina las cuales fueron pulverizadas en mortero en
presencia de nitrogeno liquido. El pulverizado se homogenizo en 1ml de Trizol (TRIzol,
Life Technologies) vy el homogenizado se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente,
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se agregaron 200ul de cloroformo y se mezclo vigorosamente, se centrifugo a 12,000
rem por 15 minutos a 4°C para recuperar la fase acuosa que se colocd en un tubo
eppendorf, para precipitar el RNA se agregaron 500ul de isopropanol y se incubd toda
la noche a -20°C.

Al otro dia se centrifugd a 12,000 rpm por 5 minutos a 4°C, se recupero la pastilla
y s@ lavd con etanol al 75%. Se dejo secar la pastilla y se resuspendid en 20ul de agua

bidestilada. La cantidad de RNA se cuantificd por su absorbancia a 260 y 280nm en
espectrofotometro.

Andlisis del RNA por "Northern-Blot”

Para analizar los niveles de RNA mensajero se utilizo la técnica de Northern-blot
(Lehrach et al, 1977). Se separaron aproximadamente 15ug de RNA total en geles de
agarosa al 1.2% en presencia de formaldehido (2.2% final). Se hicieron dos lavados de
los geles de 30 minutos cada uno utilizando SSC 10X (NaCl 1.5M, citrato de sodio 150
mM). Posteriormente el RNA tué transferido por capilaridad en condiciones semi-secas
(Kempter et al, 1991) a membranas de nylon (Hybond-N*, Amersham Pharmacia
Biotech). El RNA se fijo a las membranas con luz ultravioleta (UV Stratalinker 1800,
Stratagene) antes de tefirse con azul de metileno 0.03% (BioRad) en acetato de sodio
0.5M pH 5.2, para verificar la transferencia realizada. La membrana se prehibridd a
55°C econ buffer PSE (SDS 7%, fostato sodico a pH 7.2 0.3M y EDTA 1mM) (Church
and Gilbert, 1984) y posteriormente se agrego la sonda marcada en 10 ml de PSE y se
dejé hibridando toda la noche a la misma temperatura, Los lavados se hicieron a 55°C
con una solucion de SDS 0.1% y SSC 0.1X. Por dltimo, las membranas marcadas se
usaron para exponer una pelicula Kodak X-Omat a -70°C.

Marcaje de la sonda

El fragmento de DNA de la sonda de interés (PvLEA 18, PvLEATBDEL o GUS) se
separo en geles de agarosa al 2% y se aislo siguiendo las instrucciones de Gene Clean
(Stratagene). E| DNA se marco radioactivamente usando el meétodo descrito por
Feinberg and Vogelstein (1983) utilizando (o-"“P) dCTP, Este método se basa en la
utilizacion de una mezcla al azar de hexanucledtidos que actian como iniciadores para
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la accion del fragmento Klenow de la DNA polimerasa lo que resulta en una
incorporacion de nucledtidos radioactivos en la sonda de manera mas eficienta.

ILF AISLAMIENTO Y ANALISIS DE LAS PROTEINAS SOLUBLES
Extraccion de proteinas solubles

La extraccion de proteinas solubles de semilla de frijol y de plantas transgénicas
de 4 semanas de edad se realizd utilizando acido tricloroacético (TCA). El tejido de 20
plantas se congeld en nitrdgeno liquido, se homogenizd en un mortero frio usando el
buffer Tris 20mM pH 7.5 y NaCl 10mM y se centrifugd a 14,000 rpm a 4°C durante 15
minutos. Se recuperd el sobrenadante, se afadid TCA hasta una concentracion final del
10% y se dejo precipitar a 4°C toda la noche. Al otro dia se centrifugd a 14,000 durante
15 minutos a 4°C, se recuperd la pastilla y se le hicieron dos lavados con acetona al
100% fria, dos lavados con acetona al 80% y dos lavados con agua bidestilada. Se dejd
secar la pastilla y se resuspendid en 20ul de buffer de Laemmli (Laemli, 1970). La
cuantificacion de proteina se realizé por el método de Bradford (BioRad) utilizando
como referencia una curva estandar de albumina de suero bovino.

Se separaron 20pug de proteinas de cada muestra por electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS al 15% (Laemli, 1970). Las proteinas separadas se visualizaron
mediante tincion con azul de Coomasie (R-250, Research Organics) al 0.25%.

Con la finalidad de impedir que la proteina PvLEA18 (-20kDa) se saliera del gel
durante la electroforesis, el extracto de semilla de frijol se coloct en el gel de manera

desfasada en tiempo respecto a los extractos de las plantas transgénicas gue poseen la
proteina de fusion (102kDa), es por esto que el peso detectado de la proteina PvLEA18

en el Western blot no corresponde con su peso esperado.

Inmunodeteccion de la PVLEA18 y PVLEA18DEL por ensayos tipe "Western- Blot”

Para la inmunodeteccion de la proteina PvLEA18 y PvLEA18DEL se hicieron
ensayos tipo Western blot (Towbin at al, 1979). Después de la electroforesis, las
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proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond-C extra, Amersham)
por el método de transferencia semi-seca (Towbin et al, 1979) durante 1 hora a 200
mA, con buffer de transferencia (glicina 0.19M, Tris-HClI 25mM, metanol 20%). La
transferencia se verificd por tincidn reversible con rojo de Ponceau S (0.2 % en acido
acetico) (Aebersold et al, 1987). Las membranas se bloguearon en TBS (Tris 20 mM
pH 7.5, NaCl 150 mM) con bloqueador (Boehringer) al 0.5% por 2 horas a temperatura
ambiente con agitacion basculante. La membrana blogqueada se incubo toda la noche a
4°C con un anticuerpo de conejo policlonal dirigido contra la proteina PYLEA1S a una
dilucién de 1:500. Al dia siguiente se hicieron 3 lavados de la membrana de 5 minutos
cada uno con TBS-bloqueador al 0.5%. Posteriormente, la membrana se incubd durante
dos horas con un anticuerpo (dilucién 1:2000) de cabra dirigido contra las IgG's de
conejo acoplado a fosfatasa alcalina o peroxidasa (ZYMED) en el caso de revelar por
luminiscencia. Terminada la incubacion con el segundo anticuerpo, la membrana se
sometic a 3 lavados de 5 minutos con TBS. Finalmente, se hizo un lavado de la
membrana con el buffer de fosfatasa alcalina (Tris-HCI 0.1M pH 9.0, MgClz 5mM, NaCl
0.1 M) por 5 minutos, para el revelado se usd un sistema con una solucion con el
sustrato para la fosfatasa alcalina (ZYMED) BCIP 10X y NBT 10X. La reaccion se
detuvo lavando con agua destilada. El tratamiento que se le did a la membrana para
revalar por luminiscencia fué agregar 1ml del sustrato de la peroxidasa (SuperSignal
West Pico, Pierce) e inmediatamente exponer una pelicula Kodak X-Omat a
temperatura ambiente y en la oscuridad durante 1, 3 y 5 minutos antes del revelado.

II.G AISLAMIENTO DE NUCLEOS

Se aislaron nucleos de ejes embrionarios de semilla de frijol utilizando el metodo
descrito por Goday ot al (1994). Se molieron 300mg de ejes embrionarios en un mortero
en presencia de nitrogeno liquido, el pulverizado fué homogenizado en el buffer de
aislamiento (Tris-HCI 20mM pH 7.8, sacarosa 500mM, MgCl: 5mM, KC| SmM, glicerol
50%, Tritdn X-100 0.1%, p-mercaptoetancl 7mM, PMSF 0.5mM). Los restos celulares
se removieron por filiracion a traves de una membrana de nylon de 100nm,
posteriormente los nucleos fueron recuperados por centrifugacién (120-140g, 10min.
4°C) y resuspendidos en 400 pl de buffer de aislamiento. En el segundo paso de
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purificacion se agregaron a los nicleos resuspendidos 4 volimenes de un buffer con
Percoll (Sigma) (Percoll B0%, sacarosa 0.44M, Tris-HCI 25mM pH 7.6, MgCl: 10mM) y
se centrifugaron a 120-140g por 30 min a 4°C sobre un colchon de sacarosa 2M (Fig.
35).

La integridad de los nucleos aislados se confirmd mediante tincion con DAPI y
observacion al microscopio de fluorescencia a 350nm. Durante el proceso de
purificacion de nicleos se tomaron alicuotas de la fraccidén soluble o citoplasmatica
(fraccion S1), de la primera pastilia de nicleos (pastilla N1), de la fraccion enriquecida
de nucleos (fraccion N2) y de la fraccion de los nucleos recuperados después de los
lavados (fraccion N3). De astas fracciones se obtuvieron extractos proteicos mediante
precipitacion con TCA hasta una concentracion final del 20%. Estos extractos se
analizaron por Western blot utilizando el anticuerpo inmunopurificado dirigido contra la
PvLEA1B.

Il.LH ANALISIS BIOINFORMATICO

Deteccion de posibles sefales de localizacion nuclear (NLS) en la proteina
PvLEA18

Para detectar sefiales potenciales de transporte a nicleo se utilizé el programa
PSORT (http://'www.psort.org). Este programa toma la informacion de la secuencia de
aminoacidos para analizarla y reportar la posibilidad de que dicha proteina se localice
en determinado compartimiento celular. PSORT utiliza tres algoritmos distintos para
detectar posibles NLS. El primero de ellos hace una busqueda en la secuencia para
detectar NLS clasicas como la del antigenoc T de SV40 (PKKKRKYV) o la NLS bipartita
(KRPAAIKKAGQAKKKK). Para identificar una NLS tipo SV40 se buscan patrones de 4
residuos basicos (K o R), de 3 residuos basicos (K o R o H), o de una prolina seguida
de 3 residucs basicos; para las senfales bipartitas, se hacen busquedas de 2 residuos
basicos, 10 residuos espaciadores y otra region con al menos 3 residuos basicos (Nakai
and Kanehisa, 1992). El segundo de los algoritmos hace una discriminacion entre
proteinas nucleares y proteinas citoplasmicas de acuerdo al porcentaje de aminoacidos
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basicos en la secuencia, el algoritmo considera que las proteinas nucleares son
genaralmenta ricas en aminodcidos basicos y que si la suma de argininas vy lisinas es
mayor al 20%, entonces la proteina tiene altas posibilidades de ser nuclear (Reinhardt
and Hubbard, 1998).

El tercer algoritmo se basa en clasificar a la proteina de acuerdo al criterio del
vecing mas cercano ("k nearest neighbor classifier”) en donde se hace una comparacion
de la proteina con una base de datos de proteinas nucleares de levadura de acuerdo a
SuU composicion de aminoacidos y reporta un determinado porcentaje de probabilidad de
que la proteina sea nuclear (Horton and Nakai, 1997).



lil. RESULTADOS

LA PREDICCION DE POSIBLES SENALES DE LOCALIZACION SUBCELULAR DE
LA PROTEINA PvLEA1B

Se llevd a cabo un andlisis bioinformatico de la proteina PvLEA18 utilizando el
programa de prediccion celular PSORT (www.psort.org) para determinar si en su
secuencia existen sefiales de localizacion subcelular que permitieran explicar la
localizacidn en nucleo y citoplasma reportada por Colmenero-Flores et al (1999).

Al llevar a cabo este analisis se encontrd que:

(1) Debido al porcentaje de aminodcidos basicos que posee la proteina PvLEA18
(13.4%) no puede ser catalogada como una posible proteina nuclear ya que para esto
se necesita un contenido de aminoacidos basicos de por lo menos el 20%.

(2) No se detecta ningun tipp de secuencia de localizacion nuclear (MNLS)
candnica.

(3) Sin embargo, el programa detecta un valor significativo (65%) de probabilidad
de una posible localizacion nuclear cuando se compara la PvLEA18 contra una base de
datos de proteinas nucleares de levadura (Horton and Nakai, 1997).

A pesar de gque la proteina PvLEA18 no posee una NLS canonica, al llevar a
cabo una inspeccion de la secuencia proleica, se detectd que en los primeros 6
aminoacidos de su extremo amino, hay una secuencia con caracteristicas de una NLS
(MEKEKK). Esta secuencia es similar a la encontrada en la DNA topoisomerasa | de
humano vy levadura (PKKIKTE), la cual se ha demosirado es la responsable de dirigir a
esta proteina al nacleo (Alsner &t al., 1992).

Para probar la hipotesis de que la secuencia MEKEKK podria corresponder a un
tipo de NLS y ser la responsable del transporte al nucleo de la proteina PvLEA18, se
llevaron a cabo los siguientes experimentos:
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a) La expresion y localizacién subcelular de la proteina completa (PVLEA18B) v
una version truncada de sus primeros 6 aminoacidos (PVLEA18DEL), ambas
fusionadas al epitopo de hemaglutinina (HA) en plantas transgénicas.

b) La expresion y localizacion subcelular de la proteina PvLEA18 y su forma
truncada fusionada a la proteina GFP en plantas transgénicas y en epidermis
de cebolla.

c) Determinacion de la localizacion de la proteina PvLEA1B mediante
anficuerpos dirigidos contra esta proteina en fracciones subcelulares.

En las Figuras 9A y B se resume la estrategia desarrollada para la obtencion de las

fusiones de la forma silvestre y truncada de la proteina PvLEA18 con GFP-GUS (Fig.
9A) y con el epitopo de hemaglutinina (Fig. 98).
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Fig. 9 Diagrama general de la estrategia para la obtencién de las construcciones usadas en este trabajo.

A) Obtencién de las fusiones de la PvLEA18 y PvLEA18DEL con el epitopo HA, B) Obtencién de las fusiones de la PvLEA18 y
PvLEA18DEL con la Proteina Verde Fluorescente (GFP-GUS). C) La secuencia completa de la PvLEA18 consta de 246 pb
que codifican para una proteina de 82 aminoécidos. La NLS propuesta se muestra resaltada .La secuencia PvLEA18DEL no
posee la posible NLS y consta de 228 pb que codifican para una proteina de 76 aminodcidos, esta clona se obtuvo a partir del
disefio de oligonucieétidos que permitieron iniciar la traduccién de la secuencia en un codén de metionina sustituyendo a la
treonina adyacente a la ultima lisina.
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11.B OBTENCION DE PLANTAS TRANSGENICAS EXPRESANDO LAS FUSIONES
DE LA PvLEA18 Y PvLEA18DEL CON EL EPITOPO DE HEMAGLUTININA (HA)

l11.B.1 Obtencién de las fusiones PvLEA18::HAy PvLEA18DEL::HA

Para la obtencion de la fusion de la regién codificante PvLEA18 y PvLEA18DEL
con el epitopo de hemaglutinina se amplificaron los marcos de lectura abierta que
codifican para la proteina PvLEA18 y PVLEA18DEL por PCR con los oligonucleétidos
indicados (ver Materiales y Métodos). Los fragmentos de DNA obtenidos se clonaron
en el sitio EcoRV del plasmido pKS+ para obtener las clonas pLEA18 y pLEA18DEL
respectivamente. La construccion de estos plasmidos se comprobé mediante un
analisis de restriccién con las enzimas EcoRI-Hindlll y Hindlll-Ncol; cuando los
plasmidos se cortaron con las enzimas EcoRI-Hindlll se detecté un fragmento de 250
pb y la doble digestion con Hindlll-Ncol liberé un fragmento de 260 pb, los dos
fragmentos obtenidos corresponden al tamafio esperado del inserto predicho por el
mapa de restriccion para ambos plasmidos (Fig. 10). Ademas, se secuencio el inserto
de los plasmidos pLEA18 y pLEA18DEL para verificar su identidad.

A h s B /—\ Loc

Amp R Hind I - . Ming

MEXS5 ~Xba | MEXSDEL ' —Xba |

PLEATS PLEA18DEL
MEX3. . —Ncol MEX3 | oo
\ \
EcoRI EcoRi

‘#"tf':j‘ "f

500 pb —p»

300 pb

PLEA1B

PLEA1BDEL

Fig. 10 Mapas de restriccién de los plasmidos pLEA18 y pLEA18DEL

Los plasmidos se obtuvieron de la clonacién del cDNAs de la PvLEA18 y PvLEA18DEL en el sitio EcoRV del plasmido pKS+.
Las digestiones enzimaticas con EcoRl- Hindlll y Hindlll-Ncol liberan un fragmento de 250 pb y uno de 260 pb respectivamente,
los fragmentos obtenidos corresponden al tamafio esperado predicho en el mapa de resfriccion para ambos plasmidos. Las
flechas indican los tamafios de los fragmentos obtenidos y el de un marcador de peso molecular.
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Los cDNAs PvLEA18 y PvLEA1BDEL se clonaron en el sitio Hindll-Neol del
plasmido pPILY (Ferrando et al., 2000) para obtener la fusidn en fase con el epitopo de
hemaglutinina (HA), generandose los plasmidos p18HA y p18DELHA (Fig. SA y 11A).

Las construcciones de los plasmidos p18HA y p1BDELHA se verificaron
mediante digestiones enzimaticas con Xbal y Nofl. La digestion con la enzima Xbal
liberd un fragmento de 260 pb que corresponde con el tamano de los cDNAS de la
PvLEA18 y PvLEA1BDEL. La digestion con la enzima Nofl liberd un fragmento
aproximado de 1.7 kb que abarca la region desde el doble promotor 355, el cDNA de la
PvLEA18 (o PvLEA1BDEL) fusionado al epitopo HA y el terminador Nos (Fig. 118, C.)

El casete que contiene &l doble promotor 355, al cDMNA de la PvLEA18::HA o
PvLEA1BDEL::HA y el terminador Nos (Fig. 11B), se transfirid como un fragmento Konl
al plasmido binaric pCambia1301 (Hajdukiewicz ef al. 1994), generandose los
plasmidos pC18HA y pC18DELHA (Fig.12A y B) que se utilizaron para transformar por
electroporacion la cepa A. fumefaciens empleada en la transformacion de plantas de
Arabidopsis thaliana por infiltracion.

Las construcciones de los plasmidos binarios se verificaron mediante las
digestiones enzimatficas con EcoRl y Hindlll. La digestion del plasmido pC18HA con la
enzima EcoRl liberd un fragmento de 1.5 kb que corresponde al tamano del promotor
doble 355, la secuencia de la PvLEA18 y la secuencia del epitopo HA. La digestion con
EcoRl del plasmido pC18DELHA liberd un fragmento de ~300 pb que corresponde a la
secuencia del terminador Nos. La digestion de ambos plasmidos con Hindlll liberd un
fragmento de 900 pb (Fig.12C).

Los pldsmidos binarios contenidos en Agrobacterium tumefaciens se aislaron y
con ellos se realizé un analisis de restriccion para confirmar su  integridad,
posteriormente se utilizaron para la transformacion de Arabidopsis thaliana.
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Fig. 11 Mapas de restriccién de los pldsmidos pPILY, p18HA y p18DELHA

A) Plasmido pPILY. Este vector posee el promotor constitutivo fuerte del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) 35S
repetido dos veces, la secuencia nucleotidica del epitopo HA; el terminador de nopalina sintasa (Nos) y el gen de
resistencia a ampicilina como marcador de seleccion en bacteria. Los sitios de corte de las enzimas se indican en el

mapa.

B) Los plasmidos p18HA y p18DELHA se obtuvieron de la clonacién del cDNA de la PvLEA18 y PVLEA18DEL en los

sitio Hindlll-Ncol del plasmido pPILY.

C) Los productos de las digestiones enzimaticas con Xbal y Nofl liberaron fragmentos de 260 pb y 1700 pb
respectivamente, el tamafio de los fragmentos corresponde al predicho en el mapa de restriccion para ambos

plasmidos.

Las flechas a la izquierda indican los tamafios del marcador de peso molecular (MW) y las flechas a la derecha
indican el tamafio aproximado de los fragmentos obtenidos en la digestion enzimatica.
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Fig. 12 Estructura del pldsmido binario pCambia 1301 y de los plasmidos pC18HA y pC18DELHA

A) Estructura del plasmido binario pCambia 1301. Dentro de las secuencias del borde izquierdo y del borde
derecho se encuentra el promotor constitutivo fuerte CaMV 35S, el gen GUS, el terminador de nopalina sintasa
(Nos) y el gen de resistencia a higromicina como marcador de seleccién en planta. Fuera de los bordes esta el

gen de resistencia a kanamicina como marcador de seleccion de bacteria.

B) Los plasmidos pC18HA y pCH18DELHA se obtuvieron de la subclonacién en el sitio Kpnl del plasmido binario

pCambia 1301 del casete que inicia en el promotor doble 35S hasta el terminador Nos.

C) Digestién de los plasmidos pC18HA y pC18DELHA con las enzimas EcoRl y Hindlll. De la digestion del
plasmido pC18HA con EcoRl y Hindlll se obtuvieron dos fragmentos, uno de 1500 pb y otro de 800 pb,

respectivamente. De la digestién del plasmido pC18DELHA con EcoRl y Hindlll se obtuvieron fragmentos de
300 pb y de 900 pb, respectivamente. El tamafio de los fragmentos corresponde con el predicho en el mapa de

restriccion. Las flechas a la izquierda indican los tamafios del marcador de peso molecular (MW) y las flechas a
la derecha indican el tamafio aproximado de los fragmentos obtenidos en la digestion enzimatica.



lll.B.2 Seleccion de plantas transgénicas que poseen las fusiones PVLEA18::HA y
PvLEA18DEL::HA

La transformaciéon de plantas mediada por Agrobacterium tumefaciens con el
plasmido binario conteniendo la fusion PvLEA18::HA y PvLEA18DEL::HA se realizd por
infiltracién de plantas de Arabidopsis con las cepas de Agrabcaterium portadoras de las
construcciones pCH18HA, pCH18DELHA vy el plasmido binario pC1301. La seleccién de
las plantas transgénicas se llevd a cabo con las semillas obtenidas en la primera
cosecha de las plantas transformadas (semillas To) en medio MS con higromicina. De
las plantas que se transformaron con el vector pC1301 se recuperaron 9 plantas
resistentes a higromicina (plantas T1) mientras que de las plantas transformadas con las
construcciones pC18HA y pC18DELHA se obtuvieron 5 plantas resistentes al antibiético
por cada construccion. En la Tabla 3 se muestra el nimero de lineas resistentes a
higromicina para las tres construcciones y el nimero de plantas que expresaron GUS,
que se utiliza como un marcador adicional de seleccion que posee el vector binario
pC1301. Para la realizacion de los experimentos que se describen posteriormente se
utilizaron plantas de la generacién To.

Tabla 3. Lineas transgénicas conteniendo las fusiones PVLEA18::HA y PyLEA18DEL::HA recuperadas por seleccién
con higromicina. Se muestra el nimero de lineas independientes obtenidas a partir de las plantas transformadas, asi como el
numero de plantas que poseen el transgén verificado por PCR y las plantas que expresan GUS.

Construccién  No. Plantas No. SemillaT, No. Plantas No.Plantas que No.Plantas que No. Plantas que
transformadas sembrada HygR T, poseen el transgén poseen el transgén | expresan GUS
PvLEA18 (PCR) gus (PCR)
pC1301 20 10000 9 9 9
pC18HA 20 10000 5 5 5 4
pC18DELHA 20 10000 5 5 5 5

lIl.B.3 PCR de plantulas transgénicas

Para confirmar la presencia de los transgenes en las plantas seleccionadas por
su resistencia a la higromicina se hicieron reacciones de PCR utilizando DNA de
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plantas transgénicas y silvestres con los oligonucledtidos correspondientes (ver Mat. y
Met.). En las 5 lineas que poseen la fusion PvLEA18::HA (lineas independienies HAZ,
HA3, HA4, HAS y HAB) se detectd un producto amplificado de alrededor de 300 pb, el
cual confirma la presencia del fransgén en las 5 lineas de plantas recuperadas, ya que
corresponde al tamano esperado de la PvLEA18 y no se observd ningun fragmento en
la muestra de la planta silvestre que se usé como control negativo (Fig. 13A).

De manera similar, en las 5 lineas transgénicas que poseen la fusion
PvLEA18DEL::HA (lineas independientes DEL3, DEL4, DELS, DELY y DELB) se detectd
un producto de amplificacién ~300 pb que corresponde al transgén y cuyo tamano
commelaciona con el tamano de la PYLEA1BDEL utilizada como control positivo, mientras
que en la planta silvestre no se detectd ningun producto de amplificacion (Fig. 13B).

Los oligonucledtidos GUS1 y GUS2 se emplearon para amplificar una region de
400 pb de la secuencia del gen GUS el cual se encuentra en el plasmido binario como
un marcador adicional de seleccion. La secuencia de GUS se ampiifico por PCR y se
detectd en las lineas HA2, HA3, HA4, HAS y HAB vy en las lineas DEL3, DEL4, DELS,
DELY y DEL8 mientras que en la planta sivestre no se detectd producto de
amplificacion (Fig. 13C). Control positivo de GUS se utilizo la planta C14-1 gue contiene
el plasmido binario pC1301 con la secuencia del gan GUS.

lll.B.4 Ensayo histoquimico de GUS (p-Glucuronidasa)

Debido a que el plasmido binario pC1301 posee de forma separada el gen de
GUS bajo el promotor 355 en el T-DNA, se llevd a cabo la deteccion histogquimica de
GUS en las lineas transgénicas obtenidas. En todas las lineas transgénicas se detectd
el transgén GUS (Fig. 13C) con excepcion de la linea silvestre, sin embargo, los niveles
de expresion fueron variables dependiendo de la linea analizada. Por ejemplo, de las
plantas transgenicas que poseen la fusion PvLEA18:HA solamente se observo
expresion de GUS en las lineas: HA3, HA4, HAS y HAB (Fig.14A), mientras que en las
plantas con la construccion PvLEA1BDEL::HA la expresion de GUS se detectd en todas
las lineas, pero con diferentes niveles de exprasidn, desde un nivel muy bajo (DEL3),
hasta un nivel de expresion mayor (DELE, DELY y DELB) (Fig. 14A). En las plantas
transgénicas que expresan las fusiones PvLEA18:HA y PvLEA18DEL::HA bajo el
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promotor constitutivo se observa una mayor acumulacion de GUS en el tejido vascular
(Fig. 14B).
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Fig. 13 Detecchdn por PCA de la presancis de |os iransgenes PyLEATS: HA, PyLEATSDEL:HA y GLUS en plantas
transgenicas de Arabidopsis thatang

A) Sedelecd un producio amplficado do alrededor de 300 pb @0 s § lineas quo posesn la fusidn PYLE&TA::HA
(HAZ, HAZ HAL, HAR y HAGL El lamafio ool products cormesponda con gl tamans de la regon oodscants de la
FYLEATB. En la planta advesire no 58 cbasred ningon fragmanta,

B} En @s 5 limas transpénicas que poseen la fusion PyLEATBDELHA (DEL3. DEL4, DELE. DELY v DELS) 58
detechd un producio o8 ampliicacadn -300 pb que corresponde al transgén Coma conlrol pasitvg 88 ulilind &
fragmento amplificads de la PYLEATBEDEL mieniras que an la planta silvesie no se delectd ningun praducho de
mmpldicacicon

€} S dedectd un producto de ampldicacitn del gen GLES do 200 ph en todas las lneas transgdncas v en el contro
pasitivo C14-1 de GLUS, an la planta silvesite no 58 detecit producto da amplficacin
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C14-1 DEL3 DEL4 DEL8 DEL7 DELB

Fig. 14 Expresién de GUS en las plantas transgénicas que poseen la fusién PvLEA18::HA y PvLEA18DEL::HA

A) En las plantas transgénicas que tienen la fusién PvLEA18::HA se observa que GUS presenta diferentes niveles
de expresién entre las lineas. En la linea HA2 no hay expresién de GUS mientras que en las lineas HA3, HA4,
HAS y HAG la expresion de GUS es evidente, con una mayor acumulacién en HA3, HA5 y HA6. En las lineas
con la fusion PvLEA18DEL::HA se aprecia que hay una expresién variable de GUS en todas las lineas, siendo
muy baja en las lineas DEL3 y DEL4. Las plantas C14-1 (GUS) y la planta silvestre se utilizaron como controles.

B) Amplificacién de una hoja de las plantas HA6 y DEL8 donde se aprecia una mayor expresién de GUS en el
tejido vascular.

I1I.B.5 Determinacion de los niveles de transcrito de PvLEA18::HA y
PvLEA18DEL::HA en las plantas transgénicas

Al analizar los niveles de mRNA de la PvLEA18::HA por "Northern-blot" se
detectd transcrito en plantas de las lineas HA3, HAS y HAB, en la linea HA6 se detectd
un nivel de transcrito ligeramente superior al resto y en la linea HA4 es posible que el
nivel del trascrito fuera demasiado bajo para poder ser detectado, en la planta silvestre
no se detecté el transcrito (Fig. 15A). Se detect6 transcrito de PvLEA18DEL::HA en las
lineas DEL3, DEL4, DEL6, DEL7 y DELS8 de las cuales la linea DEL7 presenté un nivel
mayor al resto; la linea HAG se utilizé6 como control positivo y en la planta silvestre no se
detecté mensajero (Fig. 15B).
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Fig.15 Northern blot de las plantas transgénicas llevando la fusién con HA

A) Plantas transgénicas con la fusion PVLEA18::HA. En las lineas HA3, HA5 y HAG se detect6 el transcrito
de la PVLEA18, en la linea HA6 se observé el mayor nivel de mRNA. No se detect6 transcrito en las lineas
HA2 y HA4 y tampoco en la planta silvestre.

B) Plantas transgénicas que poseen la fusion PvLEA18DEL::HA. Se detect6 el transcrito de la PvLEA18DEL
en las lineas DEL6, DEL7 y DEL8 de las cuales la linea DEL7 presenta un nivel de transcrito ligeramente
mayor al resto de las lineas, mientras que en las lineas DEL3 y DEL4 se aprecia un nivel menor de transcrito,
La linea HA® se utilizé como control positivo y la planta silvestre como control negativo.

Como control de carga se muestra el rRNA 28S tefiido con bromuro de etidio (C, D) y la membrana tefida con azul
de metileno después de la transferencia (E, F).

ll.LB.6 Deteccion de las proteinas PVLEA18 y PVLEA18DEL en plantas
transgénicas

Después de analizar los niveles de transcrito en las plantas transgénicas se
procedié a determinar los niveles de proteina recombinante, para lo cual se llevaron a
cabo experimentos tipo “Western-blot” utilizando anticuerpos policlonales dirigidos
contra la proteina PvLEA18 o anticuerpos policlonales dirigidos contra el epitopo HA.

Las proteinas se extrajeron utilizando SDS al 5%, sin embargo, los anticuerpos
dirigidos contra la PvLEA18 y contra el epitopo HA no detectaron la proteina
posiblemente por actividad proteolitica sobre el extracto. Para evitar dicha degradacion,
se aislaron proteinas solubles con el método de fenol y precipitacién de proteinas
solubles con TCA al 20%. Utilizando nuevamente los anticuerpos dirigidos contra la
PVLEA18 y contra el epitopo HA no fué posible detectar una sefial especifica en
ninguno de los extractos de plantas transgénicas. Se utilizé el método de revelado por
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luminiscencia en sustitucion del revelado con fosfatasa alcalina, debido a que permite
detectar cantidades minimas de proteina e intensificar su sefal.

La PvLEA18 si se detectd en los controles positivos ufilizados (extracto de
semilla de frijol y proteina recombinante de bacteria) (Fig. 16A,B). Un resultado similar
se& obtuvo al llevar a cabo el mismo analisis en las plantas transgénicas DEL3, DELS4,
DELS, DEL7 y DELB (dato no mostrado).

Tampoco fué posible detectar la proteina recombinante al realizar el mismo tipo
de analisis sobre las lineas transgénicas obtenidas usando anticuerpos dirigidos contra
el epitopo HA (dato no mostrado).

— ikl

Fig. 16 Wesiern blot ¢e plantas iransgénicas gue possan ka fuskin PYLEATE:HA

A}  Ewxiracios de proisinas sclubles de ks inoas fransganicas HA2, HAJ, HA4, HAS y HAG en un gal SDS-PAGE
15% lafidas con azul de Coomasss. Se observa que i canidad de proledina en 1odos los exiractos &S la misma.

B) Westem-bigt 48 los exdractos de prateings solubles de fas plantas de las linsas ransgénicas HAZ, HAZ, HAS,
HAS y HAB reveladn por luminiscencia. La PYLEATB nd se dalectd en los axiracios de plnkas Irarsgeénicas, pent i
fum detectada en los exiractos de semilla de injol y de la proleing recombnanis de bacieria. La senal conespondsanio
& ln prodeina PyLEA 1B mussira un iamafio de 20&0a
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.C EXPRESION TRANSITORIA EN EPIDERMIS DE CEBOLLA DE LAS
PROTEINAS PvLEA18 Y PvLEA1BDEL FUSIONADAS CON LA PROTEINA VERDE
FLUORESCENTE

lll.C.1 Obtencion de las fusiones PvLEA18::GFP-GUS y PvLEA1BDEL::GFP-GUS

Para lograr la fusion del cDNA de la PvLEA18 y PvLEA18DEL con la regitn
codificante de GFP se amplificaron por PCR los marcos de lectura que codifican para la
PvLEA18 y |a version carente de sus primeros 6 aminoacidos utilizando los cligos HOS
{(Mat. y Met.). La amplificacién de estos cDNAs se llevd a cabo de tal manera que al
clonarlos en el plasmido binario pCambia 1304 (Hajdukiewicz ef al, 1994), quedaran en
fase con la fusion GFP-GUS. Los fragmentos obtenidos se clonaron en el sitio EcoRV
del vector pKS+, generando los plasmidos pH18 y pH18DEL (Fig. 9A y 17A). Mediante
un analisis de restriccion con Bglll-EcoRl se comprobd la construccion de los
plasmidos pH18 y pH18DEL. Para ambos plasmidos se obtuvo un fragmento de 280 pb
producto de la doble digestion con Bgll-EcoRl1 (Fig. 17B), dicho fragmento corresponde
al tamaiio predicho en el mapa de restriccion para los dos plasmidos (Fig. 17A). Para
corroborar la identidad de la secuencia de los cDNAs, los plasmidos generados pH18 y
pH18DEL se secuenciaron, confirmandose la ausencia de cualquier cambio o rearreglo
en |a secuencia,
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Fig- 1T Mapas de mesiriccidn de los plismidos pHi8 y pH1EDEL

A) Los plésmides pH18 ¥ pHIBDEL & generaron a partir de |8 clonachin del cDMNA de ta PYLEATS ¥ PYLEATBDEL &n
&l st Ecofy del vesior plS+.

B} La digestién enzimica con Bgll-ScoRl de ambos plsmidos liberd un fragmento ds 280 pb que comespoands con e
famafa predicha & o Mapa o resrccion.



FPara obtener los genes guiméricos PvLEA18::GFP-GUS y PvLEA1BDEL::GFP-
GUS, los plasmidos pH18 y pH18DEL se digirieron con las enzimas Ncol-Bgll y el
fragmento liberado de 260 pb se subclond en el sitioc Ncol-Bgil del plasmido binario
pC1304 (Fig.18A). De esta manera se obtuvo la fusion extremo carboxilo terminal de
las proteinas PvLEA18 v PvLEA18DEL con el extremo amino terminal de la  fusion
GFP-GUS (Fig.18B), generandose de esta forma los plasmidos binarios pCH18 vy
pCH18DEL. Para determinar que eran correctas las construcciones se llevd a cabo una
analisis de restriccion con EcoRl-Bgll y EcoRl-Ncol. Al cortar el plasmido pCH18 con
EcoRl- Bgll se libero un fragmento de 1.07kb; la digestion del plasmido pCH18DEL con
EcoRl-Neol y EcoRl-Bgll generd dos fragmentos, uno de aproximadamente 800pb y
otro de 1.07kb (Fig.18C). Los fragmentos obtenidos después de las digestiones
corresponden con el tamano de los fragmento esperados de acuerdo al mapa de
restriccion para los dos plasmidos (Fig.18B). Los plasmidos pCH18 y pCH18DEL se
utilizaron tanto para expresion transitoria en epidermis de cebolla, como para la
obtencion de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que expresan la proteina de
maneara estable (Fig. 9).

lll.C.2 Transformacion de epidermis de cebolla por bombardeo

Antes de llevar a cabo el bombardeo se determind la viabilidad de las células de
epidermis de cebolla. Con azul de tripano las celulas muertas se observaron tenidas de
azul y con diacetato de fluoresceina (FDA) las células vivas presentaron fluorescencia
verde, se enconird que las células mantenian su integridad a las 0, 24 y 48 horas
después de ser sembradas en medio M3 (Fig.19).

El sistema de transformacion transitoria de epidermis de cebolla (Alium cepa) se
utilizé debido a gue las monocapas de la epidermis son faciimente transformables por
bombardeo y el gran tamano de estas células facilita el monitoreo de la localizacion
subcelular de GFP al microscopio, ademas de que no hay fluorescencia de ofros
cromdforos (clorofila). El andlisis de la fluorescencia es hecho in vivo y la visualizacion
del nucleo no requiere de tinciones adicionalas.
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Cuando las células de cebolla se transformaron con el plasmido conteniendo la
fusion GFP-GUS (pC1304) la fluorescencia de GFP se localizd en el citoplasma, el cual
se encuentra en el espacio entre la pared celular y la vacuola (Fig. 20A).
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Fig. 18 Mapas de restricciin del plismido binario pC1304 y de los plismidos pCH1E y pCHISDEL

A} Mapa de resiricoion del plismido bnario pCambla 1304 que poses las secusncias especifices del borde irguierdo y
darecho necesariss para la inbegracisn del T-DMA. Los bordes izquisrde y derecho se ancusnivan fangueando al
promalor consdfutive fuere 355 del virus del mosaico de k& coliflor (CalV); 1a regein codifcants de la gip fusonada en
fase con al gen GUS el ierminador de nopalina sintesa (Mos), un sifo de clonsciin midlliple (MCS) ¥ o gen de
resistands § Mgromedng coms marcedor de selsccisn de plants, Fusra da la region ded T-DMA se localiza of gen de
resislencia a ksnamicing en bacteria. La subclonacitn de la PYLEA1S y PYLEABOEL fus en los sitios Neol-8pil

B Mapas de resinccidn de los plismides pCH18GFP y pCH1 BDELGFF que possen las fusiones PyLEATACGFP-GLUS v
PeLEATBDEL GFP-GLIS

G} Fragmsenio de 1076 pb oblenide de In digeston ded plismido pCH1BGFP con EcoRi-8gdl. Las digesiones FoaRl-Neo |
¥ EcolRi-Bgil del plismide pCH1BDELGFP iberaron fragmenios de 802 y 107 pb, respectivamenie

Las Sschas & la derecha indican los iamafos de les ragmenics oblenddes de (s dgosidn y ias de la wouerda el de ios
marcadores de pesa molecular.
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Fig. 18 Ensayo de viabilidad de spidermis de cebolla

Las céiulas manSernen su wiabilidad después de estar en el medio M3 durante 0, 24 y 48 hra. no se
obsarvan células teflidas por o arul de tripasna lo que indica la susencin de células muertas y las clulss con
Pucrescencia verde por @l FDA indican su viabididad, A |8 derscha s musstran confroles de células muertas
{efidas con arFul de ipano kas cuales Ao pressnlsn luorescencia con FDA, indicands giss Sah oklilas misanas

En el caso de las células transformadas con la fusion PvLEA18::GFP-GUS
{pCH18) la proteina se localizd en el citoplasma y alrededor del nicleo, en este ultimo
la fluorescencia fué muy intensa a su alrededor, lo que dificultd determinar si la
fluorescencia se encontraba rodeando al nicleo o si estaba dentro de éste (Fig. 20C).

Cuando se observaron las calulas transformadas con fusion PvLEA1BDEL::GFP-
GUS (pCH1BDELGFP) se detectd que la acumulacion de fluorescencia se encuentra
alrededor del nicleo y en el citoplasma (Fig. 20E).

Considerando que la fusién posee el gen GUS, se hizo la tincidn histoguimica en
las células de epidermis de cebolla transformadas con las construcciones GFP-GUS,
PvLEA18::GFP-GUS y PvLEA18DEL::GFP-GUS para analizar si la fusidn se estaba
exprasando.
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Fig. 20 Expresion transitoria en epidermis de cebolla de las proteinas PvLEA18 y PvLEA18DEL fusionadas a
GFP-GUS

(A, B) Localizacién de la fluorescencia de GFP en una célula transformada con la fusién GFP-GUS (pC1304). La
fluorescencia se observa acumulada en el citoplasma replegado hacia la pared celular debido al tamafio de la vacuola
de la célula (A). Nucleo, N. En campo claro se aprecia que la célula no presenta plasmdlisis (B).

(C, D) En la célula transformada con la fusién PvLEA18::GFP-GUS se observa una acumulacién intensa de
fluorescencia en el nicleo y en citoplasma (C). Las observaciones de microscopia de fluorescencia no permiten
distinguir si la acumulacién de la fluorescencia se localiza dentro del nicleo o a su alrededor. En campo claro se
aprecia que la célula no presenta plasmolisis (D).

(E, F) Célula transformada con la fusion PvLEA18DEL::GFP-GUS en donde se observa que la acumulacién de

fluorescencia esté alrededor del nicleo y en el citoplasma (E). Se aprecia que la célula no presenta plasmélisis (F).
Nicleo, N.

(G, H) Células expresando GUS transformadas con la fusion GFP-GUS (G) y PVLEA18::GFP-GUS (H), en las que se
aprecia la presencia de pequefios cristales en su interior.
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Como resultado de la tincidn histoquimica de GUS se observaron cristales azules
en las células que no permitieron determinar la localizacion precisa de las proteinas
(Fig. 20G y H).

lll.C.3 Analisis por Microscopia Confocal

Aungue se visualizd la fluorescencia de GFP en las células transformadas, no
fué posible determinar con exactitud si estaba asociada al nucleo. Fué por esto que se
utilizdé el microscopio confocal, ya que las imagenes confocales permiten tener una
visualizacion precisa de las senales de fluorescencia dentro de un plano de enfoque y
asi determinar con mayor detalle la localizacion de la fluorescencia en la célula
(Messerli and Perriard, 1995). En este caso permitiria distinguir si la fluorescencia de
las construcciones con GFP se localizaba dentro del nucleo o si estaba en la periferia
del mismo.

Al visualizar las células transtormadas con el plasmido control pC1304 en campo
claro, se aprecian la integridad de la célula y la ausencia de plasmaolisis (Fig. 21C). Con
la ventaja que ofrece el microscopio confocal de obtener secciones o cortes dpticos de
la muestra, se selecciond un corte de la célula para observar la fluorescencia de GFP y
se encontrd que hay una acumulacion de proteina en el citoplasma y alrededor del
nucleo (Fig. 21A). Cuando todos los cortes opticos se agrupan forman una proyeccion
de la célula en la que se obsarva de manera general que la fluorescencia de GFP se
localiza en citoplasma (Fig. 21B).

En la visualizacién confocal de campo claro de la célula transformada con la
fusion PvLEA1B::GFP-GUS, puede observarse tanto la ubicacion del nucleo como [a
integridad de la célula (Fig. 21F). En la visualizacion confocal con flucrescencia se
detectd una acumulacidn de proteina en el citoplasma y en la periferia del nicleo, lo
que evidencia que la intensa fluorescencia que parecia estar dentro del nucleo (Fig.
20C) era el resultado de la gran acumulacion de proteina a su alrededor (Fig.210). En
la proyeccion de la célula se pueden observar grandes cantidades de proteina en la
periferia del nucleo y en el citoplasma (Fig. 21E). En la celula transformada con la
fusion PvLEA1BDEL::GFP-GUS se observd el mismo patron de acumulacién de
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fluorescencia en el citoplasma, presentandose en algunas zonas con mayor intensidad
que otras, mientras que an &l nicleo no se detectd fluorescencia (Fig. 216G y H).

Fluorasesnoks GFF 40x

Prayeccldn Campo oclaro 40x

. -

Fig. 21 Visualizacidn confocal de la fluomescencia de GFP de epidermis de cebolla en medio M5

Locakzacidn de la Auorescencia de GFF on las oblulas tronsformades con las fusiones GFP-GUS (pC1304) [A-C),
PLEATE:GFP-GUS [(D-F) vy PvLEAVBDEL  GFP-GUS [G-). La visuslizacidn en campo claro parmie ubicar la poslcion
del nideo v la inlegridsd de la célula (CF.I), &n fa visoaliracidn de Nuorescencia de un come dplice de I8 céluks
transformada se obsersa soumulecidn de fucrescencia sirededor del ndcleo y en dtoplasma (A0,G). La proyeccidn

midimensional de la célula messtra o susencia de fusrescencia dentro del nicleo pero =e delecta su aourmuscdn 8
aredador v &n &l cloplasma (B,E.H)
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lll.C.4 Efecto de ABA en la localizacion subcelular

Para establecer si la fitohormona ABA tiene algun efecto sobre la localizacion de
la proteina PVLEA18 en la célula se transformaron epidermis de cebolla con las
construcciones pC1304, pCH18, pCH1BDEL, para después ser tratadas con ABA
duranie 24 horas. La visualizacién confocal en campo claro de las epidermis de cebolla
transformadas mostrd gue el nicleo de las células no se aprecia turgente. De las
visualizaciones confocales con fluorescencia se delectd que esta se encuentra dispersa
an la célula con excepcion del nicleo que se observa como un hueco oscuro en las
celulas tratadas con ABA (Fig.22).

I.D OBTENCION DE PLANTAS TRANSGENICAS QUE EXPRESAN DE MANERA
ESTABLE LAS FUSIONES DE LA PvLEA18 Y PvLEA18DEL CON LA PROTEINA
VERDE FLUORESCENTE

Ademas de analizar la expresion transitoria de las fusiones PvLEA18::GFP-GUS
y PvLEA1BDEL::GFP-GUS en epidermis de cebolla, se llevd a cabo este analisis en
plantas transgénicas de Arabidopsis que expresan la proteina de fusion de manera
estable. La localizacion subcelular de la fusiones se hizo mediante la deteccion de
fluorescencia de GFP en la raiz considerando los bajos niveles de autofluorescencia en
este tejido.

I1.D.1 Seleccion de plantas transgénicas

La obtencion de plantas transgénicas que expresaran la fusion PvLEA18::GFP-
GUS y PvLEA1BDEL::GFP-GUS se logrd mediante la infiltracion de plantas de
Arabidopsis thaliana con Agrobacterium tumefaciens con las construcciongs pCH18,
pCH18DEL vy el plasmido binario pC1304. Las plantas transgénicas se seleccionaron
con higromicina.

En la Tabla 4 se muestra el numero de lineas independientes resistentes a
higromicina para las tres construcciones y el numero de plantas que expresaron el gen
reportero GUS que se encuentra en fase con la region codificante de GFP.
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Flugrescencia GFP 40x Proysccian Campo clare 40x

Fig. 22 Visualizacitn confocal de la expresikin de OFF en epidermis de cebolla ratsdas con ABA 50 M

Localizacidén de la fucrescenca de GFP en las cdlulas iransfemadss con |las fusiones GFP-GUS (pC1304) (A-C)
PeLEAIE:GFP-GUS (D-F) y PLEATE - GFP-GUS |G-} ratades con ABA 50 uM duranie 24 hre. En & visuslizacin en
carmpn clafo B8 puede ubkcar |a poskcidn del nicles y In integrided de ia célula (CFJ); en la visualizacion de Suofescendcia
de un corle Aplico de |as chlulas iranslormadas ss obeerva la fuorescencia dispersa con excepoiin del niclea (ADG). En
in proyecoitn de s céiils se aprecia n ausenca de Micrecenca denire del nicles (B.E H). En ol recundno de lns fgumas
C.F & | a8 muestra una amplificaciin donde se aprecia & aspacio del adcles
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Tabla 4. Lineas transgénicas conteniendo la fusion PvLEA18::GFP-GUS y PVvLEA18DEL::GFP-GUS. Se muestra el
numero de lineas independientes obtenidas a partir de las plantas transformadas, asi como el nimero de plantas que
poseen el transgén verificado por PCR y las plantas que expresan GUS.

No. Semilla
Construccion  No. Plantas To No. Plantas No.Plantas que No.Plantas que No. Plantas que
transformadas sembrada Hyg" T, poseen el transgén poseen el transgén expresan GUS
PvLEA18DEL (PCR) GUS (PCR)
pC1304 20 10000 18 18 18
pC18GFP 20 10000 13 13 13 13
pC18DELGFP 20 10000 T 7 ¥ 7

ll.D.2 PCR de plantulas transgénicas

Para confirmar la presencia de los transgenes en las plantas seleccionadas se
hicieron reacciones de PCR utilizando el DNA de plantas transgénicas T», de la planta
silvestre y los oligonucledtidos HOS1, HOS2 y HOS3 con la finalidad de amplificar los
genes PvLEA18y PvLEA18DEL (Mat. y Met).

Al llevar a cabo el andlisis en las 13 lineas que poseen la construccion pCH18
(GO, G8, G9, G12, G13, G14, G15, G16, G17, G19, G20, G21 y G25) se observé un
fragmento cercano a los 300 pb cuyo tamano correlaciona con el de la secuencia
amplificada de la PvLEA18, utilizada como control positivo y no se observé ningun
fragmento en el producto de PCR de la planta silvestre (Fig. 23A). De manera similar a
lo anterior, en las 7 lineas transgénicas con la construccion pCH18DEL (D2, D4, D5,
D8, D25, D30 y D50), se observé un fragmento alrededor de los 300 pb cuyo tamafno
corresponde a la secuencia amplificada de PvLEA18DEL utilizada como control positivo

gue no esta presente en la planta silvestre (Fig. 23B).
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Flg. 23 Deleccidn por PCR de la presencia do los transgencs PvLEATE-GFP-GUS y PvLEATEDEL: . GFP-GLIS an
plantas ransgénicas de Arabédopsis thalons

A) Sedabecit un producio de ampificacion en las 13 ineas ransgénicas pasm 3 constnuccion PyLE& 1 B-GFP-GLIS
al lamafo del Iragmeanio es de -300 pb. Se uliizd & producio ampificads dal cONA da la PYLEAYE como
Coninel positive v el DNA e las plintulas sivesines como control negativo

B) En ks 7 lineas trarsgénicas para la consiruccion PYLEATBDEL:GFP-GUS s delechd un producic de
ampldicacion cancano a los 300 pb gue cormesponde con el ransgén PYLEA TEDEL, que no 58 delscio én la
AR Slvagina

lll.D.3 Ensayo histoquimico de GUS

Tanto en las lineas que tienen la fusion PvLEA1B::GFP-GUS como en las que
poseen la fusion PvLEA1BDEL:GFP-GUS se observd que la expresion de GUS
presenta variaciones en cuanto a su nivel de expresion entre cada una de las lineas
(Fig. 24A). Esta expresion se localiza principalmente en la raiz y en el tejido vascular de
la hoja (Fig. 24B). La planta C14 (fusion GFP-GUS) se utilizé como control positivo de
GUS.

.D.4 Determinacién de los niveles de transcrito de las fusiones PvLEA18::GFP-
GUSy PvLEA18DEL::GFP-GUS en plantas transgénicas

Las lineas transgeénicas utilizadas en este experimento y en los postariores
fueron G13, G14, G15, G16, G19, G20 y G21 debido a que presentaron niveles altos de
transcrito de PvLEAT18::GFP-GUS y GUS (Fig. 25).
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Fig. 24 Expresion de GUS en plantas transgénicas PvLEA18::GFP-GUS y PvLEA18DEL::GFP-GUS

A) En las plantas que tienen la fusién PvLEA18::GFP-GUS, se observa que la expresién de GUS es variable entre
cada una de las lineas. En las lineas en G17, G12, G8, G0, G9 y G25 (arriba) la expresién de GUS es menor
respecto a las lineas G13, G14, G15, G16, G19, G20 y G21 (medio). En las plantas que poseen la fusién
PvLEA18DEL::GFP-GUS (abajo) se aprecia que hay una expresién de GUS homogénea en todas las lineas.
Las plantas C14 (fusién GFP-GUS) y la planta silvestre se utilizaron como controles positivo y negativo del
ensayo histoquimico de GUS.

B) Amplificacion de una hoja de las plantas de las lineas G13 y D2 donde se aprecia la acumulacion de GUS en el
tejido vascular.

Al analizar los niveles de mRNA de la PvLEA18 por "Northern-blot" se detectd
transcrito en las lineas G13, G14, G15, G16, G19, G20 y G21 (Fig. 25A), mientras que
en las lineas G17, G12, G8, GO, G9 y G25 no se detect6 mensajero ni en la planta
silvestre ni en la planta control de GUS C14 (fusién GFP-GUS). Como control positivo
de la PVvLEA18 se utiliz6 el mRNA de la linea HASB, en la que anteriormente se habia
detectado el transcrito (Fig. 25A).
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Se detectd el transcrito de PvLEA18DEL::GFP-GUS en las lineas D2, D4, D5 y
D8, de las cuales la linea D4 presentd un mayor nivel de mensajero y no se detectd
transcrito en la planta silvestre ni en la planta control C14. El tamano del transcrito se
localizé entre los marcadores moleculares de 2500-3000 pb, lo que confirma un tamano
similar al esperado de 2812 pb (PvLEA18, 246 pb, GFP, 728 pb, GUS, 1838 pb).

Cuando se utilizé la regién codificante de GUS como sonda se detectaron niveles
variables de transcrito en las todas las lineas transgénicas, siendo mayor las lineas
G13, G14, G15, G16, G19, G20 y G21 y en las lineas D2, D4, D5, D8, D25, D30 y D50
(Fig. 25B).

Los niveles de transcrito de GUS correlacionan con los nivel de expresion de
GUS observada en las plantas (Ver Fig. 24).
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Fig. 25 Northern blot de plantas transgénicas que poseen la fusion GFP-GUS

A) Plantas transgénicas expresando la fusion PvLEA18DEL:GFP-GUS y B) la fusion
PvLEA18DEL::GFP-GUS. Se detectd transcrito en las lineas transgenicas G13, G14, G15, G16, G19,
G20 y G21 y en las lineas D2, D4, D5, D8, D25, D30 y D50. La planta silvestre y la linea C14 se
utilizaron como controles negativos; y la linea HA6 se utilizé como control positivo. El transcrito de GUS
se detectd en todas las lineas transgénicas y no se detecté mensajero en la planta silvestre.
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I.E DETECCION DE LAS PROTEINAS DE FUSION PvLEA18::GFP-GUS v
PVLEA1BDEL::GFP-GUS EN PLANTAS TRANSGENICAS

Una vez detectado el transcrito de PvLEA1B y PvLEA1BDEL en las plantas
transgénicas que poseen las fusiones PvLEA18::GFP-GUS y PvLEA1BDEL::GFP-GUS,
se empled la técnica de "Western-blot" con el anticuerpo dirigido contra la PvLEA18
para detectar la proteina en extractos de proteinas solubles oblenidos mediante
precipitacion con TCA. El tamano esperado de la proteina de fusion PvLEA1B::GFP-
GUS es de 102.8kDa, (PvLEA18, 8.8kDa, GFP, 27kDa, GUS, 67kDa).

El anticuerpo dirigido contra la PvLEA 18 detectd una proteina de 102 kDa en los
extractos proteicos de las lineas G13, G14, G15, G16, G19, G20 y G21, y no se detectd
ninguna proteina en los extractos de la planta silvestre y la planta C14. Como confrol de
carga se muestran geles tefidos con azul de Coomassie (Fig. 26A),

En los extractos de las lineas transgénicas D2, D4, D5, D8, D25, D30 y D50 el
anticuerpo dirigido contra la PVvLEA1BDEL detectd una proteina de 102 kDa que no se
detecta en el extracto de la planta silvestre o en la planta C14 (Fig. 26B). Se utilizd el
extracto de semilla de frijol como control positivo de la proteina PvLEA18, que se
detecta con un peso molecular diferente al esperado (20kDa) debido al desfasamiento
en el iempo de migracion respecto al resto de los extractos.

li.E.1 Deteccién de fluorescencia de GFP en pelos radiculares de plantas
transgénicas

La observacion de los pelos radiculares de plantas de Arabidopsis thaliana en el
microscopio confocal es particularmente conveniente debido a que possen muy poca
autofluorescencia, permitiendo distinguir la acumulacion de GFP claramenta.

Para evaluar el efecto del estrés por deshidratacion v la fitohormona ABA sobre
la localizacion subcelular de la proteina PvLEA18 y su forma truncada, se procedio a
determinar la localizacion de las proteinas PvLEA18 y PvLEA1BDEL en los pelos
radiculares bajo tres condiciones: control (medio MS), estrés por deshidratacion (PEG
25%) y ABA 50pM. Las lineas que se utilizaron en estas tres condiciones fueron C14,
G13 y D2, debido a que presentaron un alto nivel de expresion de GUS de acuerdo a la
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tincion histoquimica de GUS de la plantas transgénicas (Fig.24) y a que las proteinas
habian sido detectadas por el anticuerpo en los extractos.

Después de los tratamientos se analizé la fluorescencia de GFP en los pelos
radiculares y para contrastar los nucleos se tifieron con DAPI.
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Fig. 26 Western blot de plantas transgénicas expresando la fusién PvLEA18::GFP-GUS y PvLEA18DEL::GFP-GUS

A y C) Gel SDS-PAGE al 15% tefiido con azul de Coomassie. En el gel se observan las cantidades de proteina de los
extractos de las diferentes lineas transgénicas, asi como de los controles (silvestre, semilla de frijol y C14).

B y D) El anticuerpo dirigido contra la PvLEA18 y PvLEA18DEL detecté a la proteina de fusion de 102 kDa en los extractos
proteicos de las plantas con las fusiones PvLEA18::GFP-GUS y PvLEA18DEL::GFP-GUS, dicha proteina no se detecta en
los extractos de la planta silvestre ni en la linea C14 pero si en semilla de frijol. Marcador de peso molecular, MW.

En la Figura 27 se presenta la imagen de pelos radiculares de la planta silvestre
donde se aprecia un nivel muy bajo de autofluorescencia.

Fig. 27. Deteccion de
fluorescencia de GFP
en pelos radiculares
de plantas silvestres

Fluorescencla GFP 20X Campo claro 20X
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El andlisis de los pelos radiculares de la planta que posee la fusidn
PvLEA18::GFP-GUS en MS y en los tratamientos con PEG 25% y ABA 50uM mostrd
gue no se detecta fluorescencia de GFP en los nicleos en ninguna de las condiciones.

En la Fig. 28A, B, C se muestra que los nucleos tefiidos con DAPI no poseen
fluorescencia debida a GFP. Da manera similar, en los pelos radiculares de las plantas
que poseen la fusidtn PvLEA18DEL::GFP-GUS la fluorescancia de GFP no se detectd
en el niclec en medio MS, PEG o ABA (Fig. 29).

Flusresssnais GFF J0X DR 0

Fig. 28 Pelos radiculames de plantas transgénicas sxpresando la fusidn PyLEA18::GFP-GLIS

Peios adioulares tratados con: A) M5, B) PEG 26% y C) ABA 50uM. La fuorescencia no sa localiza en o nbdeo en
ninguna de las condiciones. Los nicleos se fifieron con DAP para ubicar su posicidn en kos pelos radiculares. Con fechas
&8 pafials |a podascidn de los noclecs, N

. v
"'_'.- : .l..‘\f-,_\_ -\-l- ] |
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Fluorescencia 3FF 10X DaPI 10X

Fig. 28 Peolos radiculares de plantas transgénicas expresando la fusidn PvLEA1BDEL :-:GFP-GUS

Pelos radiculares ratados con: A) M3, B} PEG 25% y C) ABA S0uM. Mo s delectd Auorescencia en el ndclea,

Los ndcleos s ifiefon oon WP pars ubstar s poaicidn an loa pelos radculares. Con Bachas s 4aNaln |a poesidn
e los ndcleos, M

En los pelos radiculares de la planta C14 (fusion GFP-GUS) en medio MS y en
los tratamientos con PEG 25% y ABA 50uM no se detectd flucrescencia de GFP en los
nacleos tefidos con DAPI (Fig.30)
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Fluosrescencia GFP 20X DAaP| 200

Fig. 30 Pelos radicularms de plantas transgénicas expressndo b luskdn GFP-GUS (pC1304)

En los pelos adiculares iratados con: &) M5, B) PEG 5% y C) ABA 50pM no se detechd  fuoresoendia
de GFP &n loa nockeocs lefidos con DAPL Con Pechas s& sefiala B posicibn de los micleos, N

La visualizacion de los pelos radiculares de las plantas transgénicas mostro que
no sé detectd fluorescencia de GFP en el nucleo cuando los pelos se encontraban en
medio MS y en los tratamientos con PEG 25% y ABA 50uM. Para confirmar estos datos
también se analizd la zona de la raiz que presenta una alta tasa de division celular
esperando la presencia de una cantidad considerable de nucleos
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lll.E.2 Microscopia confocal de raices de plantas transgénicas

Se seleccionaron las lineas G13 y D2 para realizar las observaciones en el
microscopio confocal de la zona de la punia de |a raiz. Para ello se crecieron plantas de
cada una de las lineas G13 y D2, utilizando como control plantas de la linea C14 y
plantas silvestres. Una vez que las plantas cumplieron dos semanas de edad fueron
sometidas a tres tratamientos. Dichos tratamientos consistieron en mantener a las
plantas bajo condiciones control (medio MS liquido), PEG al 25% (deshidratacion) y en
50uM de ABA durante 24 horas.

En la Figura 31 se muestra la visualizacion confocal en campo claro y
flucrescencia de la punta de la raiz de una planta silvestre en la zona de division
celular. En la planta silvestre en medic MS se observaron niveles muy bajos de
autofluorescencia, de hecho ésta se localizéd en la punta de la cofia mientras que en &l
resto de las células de la punta de la raiz no se detecto fluorescencia. En las plantas
tratadas con PEG 25% y ABA 50uM también se observaron minimos niveles de
fluorescencia alrededor de la misma zona (Fig.31).

La visualizacion confocal con fluorescencia de las puntas de las raices de las
plantas transgénicas que poseen la fusion PvLEA18:GFP-GUS (linea G13) tratadas
con PEG 25% y ABA 50uM, reveld que la fluorescencia se localiza en el citoplasma,
esta misma localizacion de la proteina se observo en las plantas que se encontraban en
medio MS (Fig.32). Los espacios negros gue se observaron corresponden a los nucleos
sin fluorescencia. La acumulacion de fluorescencia de GFP en el citoplasma mostrd la
localizacion de la proteina de fusidn.

En la visualizacion confocal de las puntas de las raices de las plantas
transgenicas que poseen la fusion PvLEA1BDEL::GFP-GUS (linea D2) tratadas con
MS, PEG 25% y ABA 50uM, se observd gue la fluorescencia de GFP se localiza en el
citoplasma, los espacios negros observados corresponden a los nucleos sin
fluorescencia (Fig.33). Las imagenes confocales de fluorescencia confirmaron que en
estas plantas transgenicas la proteina de fusion se localiza en el citoplasma de las
celulas sometidas a los tratamientos con MS, PEG y ABA.
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Fig. 31 Dwisccidn de Muorescancia en la zona de diviskn colular de raices de plantad &ilvésired

Se miiesira 8 pona de dvisitn celular en las mices de plantas silvesires en mesdio ME y raiadas con PEG
5% y ABA 50uM durante 24 bre. La sutofuorescencea se localize an la zona de la punta de la cofia. Los
ndiciecs fefiidos con DAP se visualizan come punics AZUleS fuorescenbes
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Fig. 32 Dwteccidn de fluomscencia do GFF an la zona de divisidn celular de ralces de plantas transgénicas
que posssn k& fusidn PYLEATSOFP-QUS

Se muesira la rona de divisidn celulsr de |as raices de planias ransgénicas en medio M3 y ralsdas con PEG 5% y ABA S0aM
durants 24 hea, La luorescencia de GFP a2 localzs en & dloplessma o= las cblules de la spidermia v de la columala, ko gus revels
la susencia de profeina en los nitleos que se chservan coma huecos oscuros. Los ndcledss tefiidos con DAPT sa wsualizan coma
piavios azubes Suorescenbes
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Fluoresocenoia GFP DaP| 40X
A

Fig- 31 Deteccidn de flucmscencia de OFF en la pona de divisidn celular de rafces de plantas transgén icas
que poseen la fusidn PrLEATSDELGFP-GUS

Sa& muesita la zona de deislén cebudar de la iz de plantas transgénicas en medio M3 y tratadas con PEG 25% y ABA
S0uM durande 24 ke, La Nuorescenda de GFF a8 localizs &n &l ciloplasms de las células de la epedermis ¥ columsin,

mostrands s susencia & proleing &n boe piclens que 58 obesnsan comn huscos oRCUres, Los nicheos tefidos con AP
se wisualizan como puntos asules Buorescanbes,
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Fig. M Deteccién de fluomescencia de GFF en la rona de divisidn celular de ralces de plantas fransgénicas
qua posssn la fusidn GFP-OUS (pC1304)

Se muesira la zona de divisidn celular de las mices de plantes ransgénicas en medio MS y tratedas con PEG 25% y
AELA, 50:M durande 24 hrs, Ia Aucrescancia de GFP sa localizd en el citoplasma de (as chlulas de ks epldermis y colmunia,
mosirando Ia susencs @ proleing en el nicleo (huscos cecurcs), kos cunles s Gferon con DAP| pars visualizerios
O paindnd AZules Mudmscsnisg



Las visualizaciones confocales de la zona de la punta de la raiz mostraron que
las proteinas de fusion PvVLEA18::GFP-GUS y PvLEA18DEL::GFP-GUS (102kDa) se
localizan en el citoplasma (Fig. 32, 33). En las plantas transformadas con el plasmido
pC1304, la fluorescencia debida a GFP también se localizé en el citoplasma de las
células en las condiciones de MS, PEG y ABA (Fig. 34).

ll.F LOCALIZACION DE LA PROTEINA PvLEA18 EN SEMILLAS DE FRIJOL

La localizacién subcelular de las fusiones PvLEA18::GFP-GUS vy
PvLEA18DEL::GFP-GUS mostré que la proteina PVLEA18 se localiza en el citoplasma
y que la NLS propuesta en su secuencia no tiene un papel de sefalizacion al nucleo.

Sin embargo, debido al tamafio pequefio de la PvLEA18, ésta podria ser
transportada al nucleo por un mecanismo de difusién, el cual se impidié cuando se hizo
la fusién de la proteina con GFP-GUS ya que se increment6 su tamafio (de 8.8kDa a
102 kDa) impidiendo el transporte al nicleo. Con la idea de que la fusién con GFP-GUS
impidié el transporte de la PvLEA18 al nucleo, se decidi6 detectar a la proteina
PvLEA18 en fracciones subcelulares de semilla de frijol con la finalidad de detectar con
anticuerpos a la proteina PVLEA18.

. Lavar los nicleos en

3 Nicleos
Fraccion -h Centrifugar sobre un (N2) Buttes ain Percol) (N3}
. pastilia en buffer
soluble — P de aislamiento y colchdn de sacarosa 2M -

($1) afadir buffer de Percoll

\‘_ Pastitla de nicleos 20. Paso de purificacién
(N1) e ~ Pastilla

Buffer de Percoll
1er. Paso de purificacion

Buffer de aislamiento

Fig. 35 Aislamiento y purificacién de niicleos de semilla de frijol

Protocolo para aislar nicleos de ejes embrionarios de frijol, los nicleos se recuperaron de cada una de las
fracciones sefialadas de las cuale se extrajeron las proteinas solubles para ser analizadas por un Western blot.
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Los nucleos de los ejes embrionarios se frijol se aislaron siguiendo el protocolo
de Goday ef al (1994). Se recuperd la fraccion soluble S, v las fracciones nucleares M,
Nz y Na (Fig. 35), en las cuales se verificd la integridad de los nucleos por DAPI. De
cada una de las fracciones nucleares se extrajeron las proteinas solubles vy se
precipitaron con TCA.

La inmunodeteccion de la proteina PvLEA18 muestra que el anticuerpo
inmunopurificado detecta una proteina de 20kDa en la fraccion S,, en la pastilla N, y en
las fracciones M. y Na en donde se pueden distinguir dos bandas de bajo peso
molecular. Como controles positivos se utilizaron el extracto proteico de semilla de frijol
oblenido con TCA, la proteina recombinante de bacteria de la PvLEA1E y el extracto
proteico de frijol en buffer de Laemli (Fig. 36B). En la Figura 36A se muestra el gel SD5-
PAGE 15% de las fracciones proteicas subcelulares tefidas con azul de Coomassie, en
donde se observa el tamano de la proteina PvLEA18 recombinante de bacteria (20kDa)
y las cantidades cargadas de proteina del resto de las fracciones.

El anticuerpo detectd un reconocimiento no especifico de proteinas de alto peso
molecular en todas las fracciones nucleares y en la soluble. Fué por esto que se decidio
hacer un Western-blot con los mismos extractos incubando solamente con el anticuerpo
secundario, para determinar si las proteinas de allo peso molecular eran reconocidas
de manera inespecifica por este anticuerpo. En la Figura 36C se muestra el Westemn
blot en donde las proteinas de alto peso molecular son reconocidas por el anticuerpo
secundario.

A pesar de que se detecta la proteina PvLEA1B en los extractos nucleares se
requieren de mas experimentos para corroborar estos resultados, p.ej., el uso de
anticuerpos dirigidos contra proteinas localizadas en citoplasma y nucleo para ser
usados como confroles positivos.
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Fig. 36 Western blot de extractos proteicos de fracciones subcelulares de semillas de frijol

A) Gel SDS-PAGE 12% de las fracciones proteicas subcelulares teriidas con azul de Coomassie, en donde se observa el
tamarnio de la proteina PVvLEA18 recombinante de bacteria (20kDa) y las cantidades de proteina de las muestras.

B) Western blot de las proteinas de las fracciones S;, Ny, N» y N utilizando el anticuerpo inmunopurificado de la
PVLEA18. Se detecté una proteina de 20 kDa en el extracto de la PvLEA18 recombinante de bacteria, en los extractos
de frijol obtenidos con TCA y con buffer de Laemli y en los extractos proteicos de la fraccion soluble (S,) y de las
fracciones nucleares (N, Nz y Na).

C) Western-blot de los extractos proteicos incubados Unicamente con el segundo anticuerpo. Las proteinas detectadas

corresponden con las de alto peso molecular reconocidas en el Western realizado con el anticuerpo inmunopurifcado
de la PvLEA18.
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IV. DISCUSION

La respuesta de las plantas ante el déficit hidrico ocurre a través de la induccion
de genes especificos y de diferentes mecanismos bioguimicos vy fisiologicos que les
permiten adquirir tolerancia a las condiciones adversas (Ingram and Bartels, 1996).

Algunos de los genes cuya expresion es inducida en tejidos vegetativos durante
la condicidon de estrés son los que codifican para las proteinas LEA, las cuales se
acumulan an altos niveles durante la ultima etapa de la maduracion de la semilla,
cuando ocurre un proceso natural de desecacion (Galau ef al., 1986, Baker et al, 1988,
Bray, 1993).

Las proteinas LEA son inducidas cuando hay una pérdida de agua, tienen un
elevado porcentaje de glicinas y de aminoacidos cargados; su abundante acumulacion
en |a etapa de desecacién de la semilla y en tejidos vegetativos sujetos a déficit hidrico,
apoyan el posible papel prolector de estas proleinas en la respuesta adaptativa ante el
estras por sequia (Garay-Arroyo et al., 2000).

Se ha sugerido que el significado biclogico de la existencia de proteinas
altamente hidrofilicas, como las proteinas LEA, responde a la necesidad de mantener
hidratadas a las células con potenciales hidricos bajos, al actuar como protectores de
estructuras celulares o complejos macromoleculares (transcriptosomas, ribosomas, efc.)
de los efectos daninos debido a la pérdida de agua. Otras funciones propuestas son el
secuestro de iones, la formacion de medios de hidratacion y la proteccion de proteinas
y membranas (Cuming, 1999; Bray, 1993, Danyluk ef al.,1998).

Esto podria estar relacionado con su funcion hipotética de contribuir a mantener
un contenido minimo de agua necesario en la célula para mantener su sobrevivencia
bajo condiciones de estrés (Garay-Arroyo et al, 2000). Evidencia adicional que
fundamenta esta hipdtesis se encuentra en los ensayos de proteccion funcional de
diversas actividades enzimaticas in wilro en condiciones de estrés (Rinne ef al, 1999,
Hara et al., 2001; Bravo ef al., 2003; Reyes et al., 2005), asi como en la obtencion de
plantas transgénicas en donde se ha encontrado una correlacion entre la acumulacion
de algunas proteinas LEA y un aumento en la proteccion ante el estrés hidrico (Imai e
al., 1996; Xu et al., 1998; Ismail et al., 1999; Hara et al., 2003).



Dentro del grupo € de las proteinas LEA, se ha clasificado a la PvLEA18 ya que
tiene una secuencia proteica distinta al resto de los 5 grupos (Colmenero-Flores et al.,
1989). El cDNA de la PYLEA1B se aislé de un banco de cDNA obtenido a partir del
mRMNA de plantas de frijol sometidas a tratamiento con ABA y deshidratacion
(Colmenero-Flores et al., 1997). El transcrito y la proteina PvLEA18 se acumulan en
altos niveles durante la fase de desecacion de la semilla de frijol y se detectan en
tejidos vegetativos sometidos a estrés hidrico y en respuesta a la aplicacion de ABA en
plantas bajo condiciones normales de irrigacion (Colmeanero-Flores et al.,, 1997).

Mediante experimentos de localizacidn inmunohistoguimica usando anticuerpos
dirigidos contra la PvLEA18, Colmanero-Flores ef al (1999) encontraron que esta
proteina se localiza en el nucleo y en el citoplasma de diferentes tipos celulares a lo
largo del hipocotilo. La mayor acumulacion de la proteina se detectd en el cilindro
vascular y los tejidos epidermales, que son tejidos que pudieran presentar valores mas
negativos de potencial hidrico debido a que estan mas expuestos a los cambios
ambientales (Nonami and Boyer, 1983; Davies, 1986). Se encontrd también que la
proteina PvLEA18 se acumula en mayor cantidad en el nicleo que en el citoplasma
(Colmenero-Flores ef al., 1999).

A pesar de que no se ha podido determinar una funcion especifica para las
proteinas LEA, la localizacion subcelular de estas proleinas puede ser un indicador muy
util para predecir su funcidn (Moriguchi et al, 2005). Una técnica muy eficiente vy
poderosa para determinar la localizacion de una proteina es el marcado con epitopos
{c-myc, FLAG, HA) o con la proteina verde fluorescenta (GFP).

En la realizacion de este frabajo se utilizaron ambas estrategias para marcar a la
PvLEA18 y poder identificar su localizacion subcelular mediante ensayos de expresion
transitoria en epidermis de cebolla y de expresion estable en plantas transgenicas, asi
como para determinar si la fitohormona ABA y el estres por deshidratacion alteran la
localizacion subcelular de la proteina PvLEA18.
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IV.A LOCALIZACION DE LA FLUORESCENCIA DE GFP EN EPIDERMIS DE
CEBOLLA Y EN PLANTAS TRANSGENICAS

El sistema de transformacién transitoria de epidermis de cebolla (Allium cepa)
ofrece la ventaja de trabajar con las monocapas de la epidermis, las cuales son
facilmente transformables por bombardeo, ademas, el andlisis de la fluorescencia de
GFP en las células transformadas se realiza in vivo, sin el uso de substratos o el
proceso de fijacion requerido en la localizacion inmunohistoquimica y la visualizacion
del nucleo no requiere de tinciones adicionales. Se ha observado que la vacuola en las
células de cebolla puede ocupar un 90-95% de su volumen interno, por lo que la
mayoria del citoplasma se localiza perinuclear o como una delgada capa entre la
membrana plasmatica y el tonoplasto (Chytilova et al., 1999).

Una desventaja en el analisis histoquimico de GUS en las células de epidermis
de cebolla transformadas transitoriamente fué la difusion del producto de la reaccién a
las células vecinas y la formacion de pequefios cristales dentro de éstas que impiden
determinar una localizacion celular precisa. Se ha visto que las enzimas utilizadas como
proteinas reporteras (B-Glucuronidasa) no reflejan la localizacion subcelular de la
proteina a alta resolucién o en tiempo real debido a que son detectadas indirectamente
a través de sus productos cromogénicos de reaccion (Taylor, 1997). Por esta razon, se
considerd que el analisis transitorio en epidermis de cebolla utilizando GUS como gen
reportero no es adecuado para la localizacién de las proteinas de fusion. La utilizacién
de GFP en un andlisis in vivo fué una mejor técnica para obtener una localizacién
precisa de las proteinas.

Si bien en los ensayos transitorios en epidermis de cebolla se identifico a las
células transformadas utilizando la microscopia de fluorescencia, también se tuvo la
limitante de no poder observar a GFP a una alta resolucién que permitiera determinar
su localizacion con precision. La necesidad de observar GFP a mayor resolucion
condujo a la utilizacion de la microscopia confocal, la cual ha tenido un papel
fundamental para extender el potencial de GFP como una herramienta en la
investigacion. La resolucion de las iméagenes obtenidas en el microscopio confocal es
mucho mayor de la que se puede obtener usando el microscopio de fluorescencia.
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Mejor aun, todos los cortes dplicos obtenidos de la visualizacion confocal pueden
sar agrupadas en una imagen favoreciendo la observacion de la célula.

Las observaciones confocales realizadas en epidermis de cebolla en medio MS
confirmaron que las proteinas de fusion (PvLEA1B::GFP-GUS, PvLEA1BDEL::GFP-
GUS y GFP-GUS) se localizan en el citoplasma y no se translocan al nicleo.

Las visualizaciones confocales con fluorescencia de las epidermis de cebolla
tratadas con ABA 50uM mostraron que la fluorescencia de GFP ya no se encuentra
restringida en el espacio entre la membrana plasmatica v el tonoplasto sino gque se
aprecia dispersa en la célula con excepcion del nicleo.

Reisen et al (2005) realizaron reconstrucciones tridimensionales de la vacuola de
celulas de protoplastos de tabaco expresando la fusion de un gen de acuaporina de
tonoplasto con GFP con la finalidad de monitorear los cambios tridimensionales en la
estructura de la membrana vacuolar en condiciones de estrés con manitol y PEG.

Las observaciones de las vacuolas marcadas con GFP mostraron que es un
compartimiento continuo de hebras transvacuolares que forman surcos y pliegues hacia
el lado citoplasmatico a lo largo de la membrana vacuolar lo que induce un incremento
en su superficie y en el volumen citoplasmatico.

Dada la ausencia de plasmdlisis y para tratar de explicar la localizacién de la
fluorescencia dispersa en las células de cebolla tratadas con ABA 50uM, es posible que
en estas celulas también existan rearreglos en el tonoplasto de la vacuola, los cuales
fuesen la razon por la cual la fluorescencia del citoplasma antes restringida a este
compartimento, ahora se localizara en los pliegues y surcos formados en el tonoplasto
dando una apariencia de engrosamiento celular,

5in embargo, para determinar con certeza el efecto de ABA sobre la localizacion
de la proteina de fusidn en las células de epidermis de cebolla se requiere la realizacidn
de experimentos que permitan analizar los cambios en la arquitectura del tonoplasto en
respuesta a la aplicacion de ABA.

La localizacion de la fluorescencia de GFP en los ensayos transitorios, mostro
gue las proteinas de fusion se localizan en el citoplasma y que la NLS propuesta
(MEKEKK) en la secuencia de la PvLEA18B parece no ser una senal de localizacidn
nuclear.
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Las ventajas ofrecidas por el microscopio confocal para detectar la localizacion
de la fluorescencia de GFP fueron aprovechadas nuevamente cuando se decidio
observar las raices de las plantas transgenicas sometfidas a diversos tratamientos.

Se analizo la fluorescencia de GFP en la zona de division celular de la raiz (la
region inmediata a la cofia) considerando que es una zona donde las celulas tienen una
alta tasa de division celular lo que permitiria identificar un gran numero de nucleos.

Las observaciones confocales realizadas después de mantener a las raices en
medio MS y en tratamientos por PEG 25% y ABA 50uM, mostraron que la fluorescencia
de GFP se localiza en el citoplasma de las células, cuyos nucleos se observan como
zonas carentes de fluorescencia (huecos oscuros).

La visualizacion confocal de la fluorescencia de GFP en las raices de plantas
transgénicas confirma la localizacion citoplasmatica de las proteinas de fusion, por lo
tanto no es posible atribuir a la secuencia MEKEKK un papel de NLS.

Debe tenerse an consideracion que cuando se hizo la fusion de la PvLEA18
(8.8kDa) con GFP-GUS (102kDa) pudo haberse causado un impedimento en su
translocacion al aumentar su tamano considerablemente. Es posible que debido al
tamano pequeno de la proteina PvLEA18 ésta se pudiera transportar al nucleo por un
mecanismo de difusion que estuviera impedido en la proteina tusionada. Considerando
asto, fue que se decidio detectar a la proteina en las fracciones subcelulares de semilla
de frijol.

Los resultados de la localizacion de la proteina PvLEA18 en semillas de frijol
maostraron que el anticuerpo dirigido contra la PvLEA18 detectd una proteina tanto en la
fraccion citoplasmatica (S;), como en las fracciones nucleares enriquecidas (N, Nz y
Nz), detectandose una mayor cantidad de proteina en la fraccion citoplasmatica.

La deteccion de la proteina en la fraccién S, confirmaria la localizacion
citoplasmatica de la PvLEA18, lo cual corresponderia también con la localizacion en el
citoplasma de las proteinas de fusion en los ensayos transitorios y en las plantas
transgenicas.

Sin embargo, dada la ausencia de proteinas nucleares y citoplasmaticas
utilizadas como controles en los ensayos tipo Westemn, no se ftiene una total
confiabilidad de la localizacion de la proteina ya que es posible que la deteccion de la
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proteina PvLEA18 en los extractos nucleares fuera resultado de una contaminacion con
restos de la fraccion citoplasmatica S,.

Las visualizaciones confocales con flucrescencia de las células de epidermis de
cebolla y de las planias transgénicas confirman que la proteina PvLEA18 y su forma
truncada no se transportan al nucleo y que la secuencia MEKEKK no tiene un papel
senalizador al nucleo. Asi mismo, la deteccion de la proteina PvLEA1B en fracciones
subcelulares de semilla de frijol sugeriria, en principio, una localizacion citoplasmatica.

Finalmente, y a diferencia de las plantas que tenian la PvLEA18 y PvLEA1BDEL
fusionada a GFP-GUS, en las cuales se detectd el transcrito de PvLEAIS y
PvLEATBDEL asi como la proteina, en las plantas transgénicas que poseen la fusion
PvLEA18::HA v PvLEA1BDEL::HA, no fué posible detectar a la proteina de fusion en
ninguna de las lineas independientes a pesar de detectar el transcrito y de confirmar la
presencia del transgén por PCR. Posiblemente un mecanismo de regulacion
postraduccional (p. ej., protedlisis del producto generado) esté involucrado (Fagard and
Vaucherat, 2000).

Por otro lado, teniendo en consideracion el hecho de gque cuando se hizo la
construccion del transgén sdlo se incluyd la secuencia del marco de lectura abierto,
cabe la posibilidad de que los extremos 5° vy 3" del gen PvLEA18 regulen la estabilidad
del transcrito y con ello, la posterior traduccion de la proteina.

En genes de plantas que participan en diversos procesos se ha demostrado que
la region 3" tiene un papel regulador de la expresion del gen PvLEA 18, estas regiones
pueden funcionar a nivel transcripcional como aumentadores (Dean el al., 1989,
Dietrich ef al., 1992; Larkin et al, 1993; Fu &t al, 1995), o a nivel postranscripcional
modulando la estabilidad del mRANA o la velocidad de traduccion (Bayley-Sermes and
Dawe, 1996; Chan and Yu, 1998; Gutiarrez et al., 1999),

Para el caso del gen PvLEA 18, Moreno and Covarrubias (2001) mostraron que la
region 3" del gen PvLEA18 tiene un efecto aumentador en la expresion del gen en
plantas transgénicas de Arabidopsis durante el desarrollo y deshidratacion, pero no en
respuesta a ABA. Por lo anterior, es posible que se requiera de las reglones
reguladoras 3y 5° del gen PvLEA18 para mantener |a estabilidad del mensajero y
detectar la proteina en las plantas transgénicas.
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IV.E ANALISIS DE LA EXPRESION DE GUS EN LAS PROTEINAS DE FUSION
PvLEA18::HA y PVLEA18DEL::HA

Las diferencias observadas en los niveles de expresion de GUS en plantas
transgénicas PvLEA1B::HA, PvLEA18DEL::HA, se habia reportado anteriormante, ya
gue se ha visto que lineas independientes generadas con la misma construccion
pueden llegar a presentar variaciones de hasta mas de 100 veces en los niveles de
expresion del transgen (Jones ef al, 1985, Peach and Velten, 1991; Holtorf et al.,
1995). Para explicar este tipo de observaciones se he propuesto que el T-DNA se
integra en diferentes sitios, de los cuales si se inserta en una region
transcripcionalmente activa, su expresion puede estar influenciada por secuencias
reguladoras de genes cercanos; por el confrario, si se inserta en regiones de
heterocromatina, los transgenes pueden ser inactivados (Prals and Meyer, 1992; Jones
el al., 1985; Peach and Velten, 1991; Day ef al., 2000). Un proceso alternativo para
explicar la variabilidad en la expresion se debe al numero de dosis y/o arreglos
repetidos de las copias del transgén que se introdujo en el genoma de la planta (Hobbs
et al., 1990, Jorgensen ef al., 1996; Que et al., 1997; Fagard and Vaucheret, 2000). Por
ejemplo, la frecuencia de silenciamiento correlaciona positivamente con la fuerza de los
promotores de los genes introducidos (Que et al, 1997), ya que se ha visto que en
plantas que poseen tres o mas copias del gen GUS bajo control del promotor CaMV
35S existe una reduccién pronunciada de los niveles de transcrito, un resultado similar
se obtuvo para los genes de la proteina verde fluorescente (GFP) y de estreptomicina
fosfotransferasa (SPT) (Schubert et al., 2004).

Los resultados obtenidos en cuanto a la diferencia en la expresion de GUS en
plantas transgénicas, sugiere que la expresion del transgén pudiera estar comprometida
en uno de los mecanismos mencionados.



V. CONCLUSIONES

% La proteina PvLEA1B fusionada con GFP-GUS se acumula en el citoplasma y
no se transporta al nicleo,

% La NLS propuesta contenida en la secuencia de la proteina PvLEA18 no tiene
una funcion en la translocacion de la proteina del citoplasma al nucleo.

%+ El estrés por deshidratacion (PEG 25%) vy la fitohormona ABA no tienen un

efecto sobre la localizacion de la proteina de fusion PVLEA1B::GFP-GUS y su
forma truncada.
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Vil. PERSPECTIVAS

Para determinar con certeza el efecto de ABA sobre la localizacion de la
proteina de fusién en las células de epidermis de cebolla se requiere la realizacion
de experimentos que permitan analizar los cambios en la arquitectura del tonoplasto
en respuesta a la aplicacion de ABA.

Es necesario el uso de de proteinas nucleares y citoplasmaticas utilizadas
como controles en los ensayos tipo Western de las fracciones subcelulares de
semilla de frijol, asi como la realizacién de ajustes en la obtencion de las diferentes
fracciones nucleares, de tal manera gue sea posible tener mayor confiabilidad en la
localizacion de la proteina PvLEA18.
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