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RESUMEN

La dinamica del ambiente en el planeta subyuga a los organismos bajo diferentes tipos de estrés ya
sean bioticos (provocados por otros organismos) o abidticos, tales como la sequia, las altas o bajas
temperaturas, el exceso en la salinidad del suelo, la toxicidad quimica y el estrés oxidativo. Estos
diferentes estreses provocan la pérdida de cultivos reduciendo drasticamente la productividad
agronémica mundial (Boyer, 1982; Bray, 1993). Como resultado de una condicion de estés abidtico,
las plantas tienen modificaciones morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas y moleculares producto de
una alteracién en su homeostasis y por tanto provocan un cambio en su metabolismo con el fin de

resistir o tolerar la condicién impuesta por el medio (Ingram y Bartels, 1996)

A pesar de que cuando se presenta una condicion de estrés, como primer efecto se reduce
significativamente la sintesis de proteinas, algunos genes adquieren una mayor expresion, los cuales
son generalmente catalogados como genes de resistencia (Ingram y Bartels, 1996), tal es el caso de
proteinas de choque térmico, chaperonas de macromoléculas, genes encargados de la sintesis de
osmolitos compatibles, asi como aquellos genes que codifican para proteinas abundantes de la
embriogénesis tardia (LEA: Late Embryogenesis Abundant). En particular, estas proteinas se
acumulan en altos niveles durante la etapa de desecacion de las semillas, proceso en el cual, esta
estructura estd sometida durante su desarrollo normal a una condicién de limitacion de agua. Por lo
anterior se ha propuesto que las proteinas LEA estan involucradas en la respuesta a déficit hidrico
(Galau et al., 1988; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Esta caracteristica es consistente con el
hecho de que la expresion de algunos genes LEA es regulada por la fitohormona acido abscisico
(ABA; Leung y Giraudat, 1998, Battaglia et al., 2008), la cual se acumula y/o libera en las plantas
sometidas a diversos estreses abidticos. Las proteinas LEA pertenecen a un grupo mas amplio
conocido como ‘“hidrofilinas” que se caracterizan por ser altamente hidrofilicas (indice de
hidrofilicidad >1), tienen alto contenido de aminoacidos cargados y una proporcion de glicinas mayor
al 6% (Battaglia et al., 2008). Estas proteinas carecen o presentan porcentajes muy bajos de
cisteinas y triptofanos y no poseen una estructura globular, por lo que se les ha considerado como
proteinas intrinsecamente no estructuradas (IlUPs). Sin embargo, recientes hallazgos de nuestro
grupo y de otros indican que algunas de estas “hidrofilinas” pueden adquirir una estructuracion
determinada al presentarse condicion de estrés cuando estdn en solucion acuosa, en tanto que en
condiciones 6ptimas presentan estructuracién flexible (Dure, 1993; Lucero Rivera, comunicacion

personal).

Se ha sugerido que las proteinas LEA pueden jugar un papel protector al mantener la
integridad de macromoléculas y algunas estructuras celulares especificas, o bien, al disminuir los



efectos del estrés hidrico al mantener un requerimiento celular minimo de agua (Dure, 1993),
caracteristica por la cual se les ha catalogado como chaperonas moleculares (Ismail et al., 1999); sin
embargo, las funciones de las proteinas LEA durante el estrés abibtico aparentemente pueden ser
muy diversas; asi se ha propuesto que son capaces de secuestrar iones (Roberts, 1993), de prevenir
la pérdida de funcion de enzimas y proteinas diversas (Garay-Arroyo et al., 2000; Battaglia et al.,
2008), de transportar proteinas nucleares durante estrés (Godoy et al., 1994), entre otras.

A finales del siglo XX, en nuestro laboratorio se descubrié una proteina en frijol comdn
(Phaseolus vulgaris) que presenta caracteristicas similares a las de otras proteinas del tipo LEA, a la
que se ha denominado como PvLEA-18. Esta proteina posee una masa molecular aparente de
14kDa (kiloDaltones), y, en conjunto con su transcrito, se acumula durante los ultimos estadios de la
embiogénesis (desecacion de la semilla), en semilla seca, en tejidos vegetativos sometidos a estrés
hidrico y en presencia de ABA. De manera sorprendente, esta proteina también se acumula en tejido
vegetativo en crecimiento bajo condiciones favorables de irrigacién, particularmente en la region de
elongacioén del hipocotilo (caracteristica ausente en otras proteinas LEA). Por estas razones, y debido
a motivos conservados en su secuencia, se ha clasificado a la PvLEA-18 dentro de una nueva familia
de LEAs, el grupo 6 (Colmenero-Flores et al., 1999, Battaglia et al., 2008).

Andlisis posteriores evidenciaron la participacion de las regiones no traducidas (UTR:
Untranslated) del gen PvLEA-18, en su eficiencia traduccional. Mediante experimentos de fusion del
gen reportero codificante de la b-glucoronidasa (GUS) con estas regiones y el promotor endégeno de
la PvLEA-18, en diferentes condiciones: durante el desarrollo, en respuesta a déficit hidrico, y por
aplicacion de ABA, utilizando plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana, se observé que los
patrones de acumulacion de GUS en las plantas sometidas a estrés hidrico o en condiciones de
buena irrigacion son semejantes a los observados en plantulas de frijol durante su desarrollo; sin
embargo, cuando la region 3" UTR del gen PvLEA-18 estaba ausente, se observaba una menor
induccién de GUS durante el desarrollo y en respuesta a ABA, y este efecto se veia acentuado bajo
deficiencia hidrica. Se ha demostrado, también, que esta regidon es indispensable para una traduccién
eficiente de PvLEA-18 (Moreno-Fonseca y Covarrubias, 2001; Battaglia et al., sometido).

Se ha propuesto que la proteina PvLEA-18 podria funcionar como un osmoprotector de las
regiones maduras del hipocotilo o como una molécula atrapadora de agua durante la expansion
celular (Colmenero-Flores et al., 1999); sin embargo su funcién celular no ha sido dilucidada

Recientemente, en el laboratorio, se ha investigado la posible funcién de la proteina PvLEA-18

mediante ensayos in vitro (principalmente mediante la técnica de dicroismo circular), mismos que han



arrojado sugerentemente que esta proteina en condiciones normales tiene una estructuracién flexible,
sin embargo, en condiciones que simulan la deficiencia intracelular de agua, la proteina puede
conformar una estructuracion determinada dada por la predominante presencia de estructuras helices

poli-L-prolina tipo Il (Lucero Rivera, tesis de maestria).

En otros intentos por dilucidar la funcién de PvLEA-18 en el laboratorio se propuso que la proteina
podria estar funcionando como chaperona molecular, debido a que se ha demostrado que algunas
proteinas LEA, dado a su estructura flexible, tienen este tipo de funciones en la célula (Kovacs et al.,
2008); sin embargo, PvLEA-18, es incapaz de evitar la pérdida de funcion de macromoléculas
esenciales en condiciones simuladas de déficit hidrico (Reyes, et al., 2005), sin embargo se sugiere
que es capaz de unirse a RNA (Battaglia, investigaciébn de doctorado). Ensayos posteriores
demostraron que la expresion ectopica de PvLEA-18 en Escherichia coli puede complementar la
ausencia de hfq, una proteina que se ha demostrado como chaperona de RNA y que participa en la
regulacion de la expresion génica por RNAs no codificantes en bacterias (revisado en Aiba, 2007)

Por los datos anteriores y con el fin de establecer la participacion in vivo de esta proteina durante el
déficit hidrico, se planted la mutacién de esta familia en el sistema heterélogo Arabidopsis thaliana
mediante el uso de microRNAs artificiales.

El reciente descubrimiento del sistema de RNA de interferencia, ha provisto de estrategias
Utiles para el silenciamiento de genes en un sinndmero de organismos. Una metodologia de
silenciamiento muy Util es el uso de microRNAs artificiales (amiRNAs), los cuales pueden disefiarse
de una manera ad hoc con el fin de interferir, con una sola construccion, la expresion de una o mas
proteinas, ya sea a través del corte de un RNA mensajero blanco mediante una complementariedad
exhaustiva de bases entre éste y el amiRNA, o posiblemente provocando la inhibicién traduccional del
RNA mensajero si esta complementariedad no es total (Bartel, 2004; Niu et al., 2006). Esta estrategia
fue elegida entre algunas otras de mutagénesis dirigida, debido a que no fue posible detectar
mutantes nulas (por insercién de transposones o de T-DNA) en las bibliotecas de mutantes existentes
Yy, por experiencias previas en el laboratorio. Asi mismo, se consideraron las ventajas sobre otras
estrategias de silenciamiento como el RNA de interferencia tradicional o el uso de RNAs antisentido;
entre las que resaltan una heredabilidad mas estable y una mayor especificida, respectivamente, asi
mismo se discuten las desventajas de esta estrategia con respecto a las anteriores y a la

mutagénesis tradicional.



INTRODUCCION GENERAL

Condiciones de estrés en plantas

Partiendo de la premisa de que las plantas estan sometidas a diversos tipos de estrés, en los
ultimos afios se han realizado grandes avances en el entendimiento de los mecanismos mediante los
cuales algunas plantas pueden tolerar una condicién extrema, mientras que otras son mas sensibles
a ella. Producto de ésto ha sido la identificacion y caracterizacién de un cierto numero de respuestas
que afectan diferentes procesos celulares y del organismo completo (fisiolégicos, metabdlicos,
morfolégicos). En algunos casos se ha estudiado los efectos de estas respuesta a diferentes niveles
de regulacion, siendo las respuestas mejor caracterizadas aquéllas involucradas en la regulacién a
nivel transcripcional, en particular la regulacién mediada por factores de transcripciéon (FT); en tanto,
que la regulacién de la respuesta a nivel postraduccional, traduccional y epigenético ha sido poco
estudiada por lo que a la fecha se desconocen muchos de los elementos y los mecanismos
implicados en ellas.

Un estrés es definido como aquella condicién que afecta desfavorablemente el crecimiento,
desarrollo y productividad de los diferentes organismos. Esta condicion desfavorable puede ser
bidtica, cuando es originada por la interaccion con otros organismos, o abiética debido a condiciones
ambientales adversas como el exceso o la deficiencia de agua, las altas o bajas temperaturas,
cambios en la salinidad, cambios en el estimulo luminoso, falta de oxigeno, o la abundancia dinamica

de nutrientes minerales, entre otros (Bray et al., 2000).

En general, los mecanismos que se modifican para permitirle a una planta sobrevivir al estrés
— de cualquier tipo — son llamados mecanismos de resistencia, los cuales brindan estrategias como
la tolerancia o el escape al estimulo estresante. La severidad y duracién del estrés, el estadio de
desarrollo de la planta, el tipo de tejido y las interacciones entre las diferentes condiciones en el
ambiente, determinan la respuesta con la cual la planta tolerara, o escapara al estrés (Ingram y
Bartels, 1996).

Estrés por deficiencia de agua.

A pesar de que las plantas estan expuestas a una parafernalia de condiciones ambientales
estresantes, desde el punto de vista agronémico, una de las mas adversas es la sequia, condicion
debida principalmente a una disminucién en la cantidad de agua disponible en el ambiente, o que
también se puede generar por otros factores, como el congelamiento y un exceso en la salinidad del



suelo (Bray et al., 2000; Levitt, 1986).

En una condicién de deficiencia hidrica la tasa de transpiracién de la parte aérea de la planta,
excede a la toma de agua por la raiz (Bray, 1996). Esta deficiencia puede ser moderada, cuando la
planta esta sometida a falta de agua y, sin embargo, sus funciones celulares permanecen
esencialmente intactas; o severa, cuando se pierde la mayoria del agua libre y la célula vegetal
sobrevive sélo con el agua asociada a macromoléculas o estructuras celulares (desecacion) (Mouillon
et al., 2008).

Candnicamente, cuando se presenta una condicion de déficit hidrico, la planta tiene
mecanismos que le permiten percibir esta condicion y, por medio de una via de transduccion de
sefnales, generar una respuesta que modifica su metabolismo, de manera que pueda readaptarse
fisiolébgicamente para asi lograr tolerar el estimulo adverso, mismos que pueden eventualmente dar

lugar a una estrategia de adaptacién caracteristica (Figura 1; Buchanan, et al., 2004)
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Figura 1. Esquema de las condiciones ambientales (izquierda) a las que esta sometida la planta, y que pueden

provocar un estrés. Percepcion, respuesta celular, y cambios en la planta que permiten tolerar una condicién de
estrés (derecha). Modificado de Buchanan et al. 2004.

Los efectos fisiolégicos asociados a una condicién de déficit hidrico van desde un
metabolismo alterado producto de una disminucion en la tasa fotosintética provocada por el cierre de
los estomas (estructuras asociadas al intercambio gaseoso); hasta la sintesis de osmolitos
compatibles, moléculas de bajo peso molecular, como aminoacidos o azucares e iones,
principalmente potasio (K*; Bohnert y Sheveleva, 1998) con la finalidad aumentar el potencial hidrico
de manera que este sea mas negativo que el existente en el suelo para aumentar la captacion de
agua, Esta medida de resistencia es conocida como ajuste osmotico (Bray, 1997; Bohnert y
Sheveleva, 1998).

Algunas de las respuestas fisiolégicas a una condicién de estrés por sequia, son las siguientes



(otras estrategias de respuesta al estrés por sequia son mostradas en la Figura 2):
— Cierre de los estomas
— Sintesis de osmolitos compatibles (estaquiosa, sacarosa, glicin-betaina, etc)
— Sintesis de sistemas de transporte para desintoxicacion de iones
— Sintesis de chaperonas

— Sintesis de proteinas LEA.

Proteinas efectoras Proteinas reguladoras

Canales de agua
Transportadores Factores de transcripcion
Enzimas (DREB2, AREB, MYC
Detoxificadoras MYC, bZIP, NAC

/ HB, etc)
Proteinas cinasas

fosfatasas

Factores de
proteccion de

macromoléculas DEFICIENCIA ]
(Proteinas LEA, Metabolismo
Chaperonas) de fosfolipidos

Enzimas clave
de la biosintesis de
osmolitos (prolina, etc) Piotaasas

Biosintesis de ABA

Figura 2. Moléculas reguladoras (azul) y efectoras (rojo) que se acumulan en respuesta a un estrés por
deficiencia de hidrica, las flechas indican activacion (Modificado de Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007)

Es importante destacar que una condicion de estrés por sequia difiere en gran medida a un estrés

osmaético.

El ajuste osmotico: una estrategia de resistencia.

El estrés osmético a diferencia de un estrés por sequia, puede ser provocado mediante
diferentes factores ambientales, incluyendo la sequia, salinidad, y temperaturas muy bajas,
condiciones que modifican disponibilidad de agua en el ambiente. El estrés osmético afecta
diferencialmente tanto a los érganos vegetales, como a los tejidos un mismo 6rgano (Vierling y
Kimpel, 1992).

El ajuste osmoético, como se menciond en la seccién anterior, consiste en un aumento del
potencial hidrico celular, particularmente en tejidos como la raiz; lo que consecuentemente, provoca
la entrada de agua a la célula para recuperar el turgor y la estructura celular. El ajuste osmético se
presenta principalmente en el citoplasma mediante la acumulacion de solutos compatibles, aunque

algunos iones que participan en este ajuste pueden acumularse también en estructuras de reserva



como la vacuola (Yancey et al., 1982). La capacidad osmoprotectora de los solutos compatibles y sus
caracteristicas fisico-quimicas permiten la proteccion de macromoléculas sin la alteracion de su
estructura, asi como el mantenimiento de estructuras celulares como membranas. Este fenémeno es

denominado “Osmoproteccién” (Voetberg y Sharp, 1991).

Participacion de las hormonas vegetales en la respuesta a déficit hidrico

El acido abscisico (ABA) es la principal hormona que se acumula en condiciones de estrés
(Bray et al., 2000). Esta fitohormona es un derivado isoprenoide de 15 carbonos producido a partir del
acido mevalénico y sus modificaciones durante la via de sintesis de terpenos (Yamaguchi-Shinozaki y
Shinozaki, 2005). ABA fue descrita primariamente como la hormona reguladora de la absicién de las
hojas; sin embargo, en estudios posteriores se observé que tenia efectos sobre la acumulacion de
etileno (la hormona encargada de la absicion), por lo que se establecié que el ABA tenia mas bien un
efecto sobre la dormancia de las yemas (caracteristica por la cual, fue también denominada como
“Dormina”) y que ademas es capaz de regular la acumulacién de otras hormonas (Bray et al., 2000).
Adicionalmente a su papel como molécula senalizadora de una condicion de limitacion de agua, el
ABA participa en el proceso de adaptacién de tejidos vegetativos a estas condiciones de estrés; asi
como en la regulacién del desarrollo y germinacién de la semilla, (Giraudat, 1995). La acumulacion
del ABA también ha sido observada en condiciones de alta salinidad y bajas temperaturas,
seguramente porque los efectos de ambas condiciones desencadenan un fenémeno de déficit hidrico
(Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1997).

La sefalizacion del estrés mediada por ABA se da a diferentes niveles, uno de ellos ocurre a
través de la regulacién de distintos factores transcripcionales. Sin embargo, no todos los genes que
responden a esta condicion ambiental adversa lo hacen a través de la intervencién del ABA, de ahi
gue exista cierta diversidad en los mecanismos regulatorios que modulan la expresién de los genes y/
o proteinas implicadas. Por tanto se ha establecido la existencia de dos vias de regulacién génica
inducida por esta condicion estresante: una via dependiente del ABA, y otra independiente de esta
hormona (Figura 3).
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Figura 3. Vias de regulacién de genes reguladas por factores transcripcionales que son activados por una via
dependiente de la biosintesis de acido abscisico (azul), o independiente de ABA (rojo), en respuesta a déficit
hidrico provocado por sequia, alta salinidad, o frio (negro). El apartado en verde indica una intercomunicacion
entre acido abscisico y &cido jasmonico en respuesta a un estrés bidtico. (Modificado de Shinozaki y
Yamaguchi-Shinozaki, 2007)

Recientemente se reportd la participacién de otras hormonas vegetales como mediadores de
esta respuesta, tal es el caso del acido jasménico (AJ) o jasmonato (considerado un sefalizador del
estrés por patdgenos), del etileno, y de las auxinas (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Se ha
observado que la modulacién por estas hormonas se da mayoritariamente a través de una
intercambio de comunicacion entre sus vias de sefalizacion y las del ABA, de tal forma que en
algunos casos comparten elementos comunes (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007), indicando
que el ABA juega un papel central como reclutador de estimulos y mediador de la respuesta en
diferentes procesos de desarrollo de la planta.

Durante las condiciones de estrés, el aumento en los niveles del ABA reduce la pérdida de
agua ocasionada por la transpiracién al inhibir la apertura y/o promover el cierre estomatico
(MacRobbie, 1993). La senalizacién del ABA hacia las células guarda (células encargadas de la
regulacién de la apertura estomatica) se puede dar desde la raiz hacia las hojas, lo que supone
evidencia de que esta fitohormona puede ser transportada vascularmente — principalmente por
xilema; sin embargo, las células guarda también tienen la maquinaria de biosintesis de ABA v,
posiblemente, al percibir una condicion de limitacion de agua, que no necesariamente proviene del
suelo, estas células estarian sintetizando ABA o liberdndolo de compartimentos intracelulares para
generar una respuesta de resistencia que involucra cambios en el potencial de membrana y en el

transporte de iones y algunos osmolitos (Schroeder et al., 2001). Al percibir un aumento en el ABA, se



activa una cascada de sefalizacién en las células guarda, lo que inhibe canales de salida de potasio
(K*) a través de la membrana plasmatica y, de la misma manera, inhibe canales de entrada de calcio
(Ca*), tanto a través de la membrana plasmatica como de la vacuolar. Una disminucién en el calcio
intracelular estéa relacionada con la hiperpolarizacién de la membrana, efecto que fomenta la salida de
agua para el restablecimiento del equilibrio electroquimico celular, lo que disminuye el turgor,
provocando asi el cierre estomatico (Schroeder et al. 2001). Aunque la mayoria de los eventos que
suceden en este proceso de apertura y cerrado de los estomas implican cambios a nivel
postraduccional, también se dan cambios que ocurren a un plazo de tiempo mayor que implican una

regulacion de la expresion genética a nivel transcripcional (Taylor et al., 1995).

Hasta la fecha se han descrito multiples candidatos como receptores del ABA, sin embargo,
solamente un par de ellos (Pyr1 y Pyl2) se ha comprobado que se unen fisicamente a esta
fitohormona (determinado por experimentos de calorimetria y andlisis estructuracién de proteina en
presencia de ABA por difraccién de rayos X, respectivamente) por lo que se asegura son los
receptores de ABA. Pyr1 se encuentra ubicado en la membrana plasmatica y esta asociado a una
proteina fosfatasa de localizacion también membranal, PP2C. La hipétesis sefiala que, en ausencia
de un estrés abidtico — niveles basales de ABA — la interaccién de Pyr1 con PP2C se ve
subrepresentada por lo que esta fosfatasa mantiene los factores de transcripciéon (FT) de la via de
respuesta al ABA en estado “apagado”. Cuando hay mayores concentraciones de ABA presentes,
este es sensado por Pyr1, mismo que se dimeriza e interacciona con PP2C inhibiendo su actividad de
fosfatasa, por lo que los FT dependientes del ABA pueden ser activados, regulando asi la expresion
de genes de respuesta a estrés (Figura 4, Ver “Respuesta dependiente de ABA”) (Melcher et al.,
2009). En el caso de Pyl2, se ha demostrado una estequiometria de interaccion con ABA de 1:1; ABA
se posiciona en un sitio de unién hidrofébico de Pyl2 interaccionando con él mediante su cadena de
hidrocarburo y el anillo ciclohexeno por medio de puentes de hidrégeno, por lo que, mutaciones en el
sitio de unién de Pyl2, inhiben la respuesta a ABA. De manera, por demas, interesante, la unién de
ABA con Pyl2 desencadena un cambio conformacional de este ultimo a manera de llave-cerradura; es
decir, cuando existe ABA en Pyl2 el cambio conformacional permite el cerrado de la estructura, y
cuando la fitohormona no esta presente Pyl2 presenta una estructuracion abierta dejando expuesto el
sitio de unién hidrofobico (Melcher et al., 2009).



Senalizacion de ABA dependiente de PYR1 y PP2C
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Figura 4. Hip6tesis del mecanismo de accion mediado por Pyr (receptor de ABA, azul) en respuesta a la
presencia o ausencia de ABA, la fosfatasa PP2C es mostrada en verde. (Modificado del modelo propuesto por
el laboratorio del Dr. Cutler: cutlerlab.blogspot.com)

Existen diferentes mutantes que afectan la via de sefalizacién mediada por el ABA, como las
mutantes tipo aba (con niveles de ABA enddgeno reducidos) y abi (insensibles a ABA). Estas
mutantes han sido de gran utilidad para la identificacion de los factores involucrados en las vias de
sefalizacibn mediadas por esta hormona y en la identificacién de genes regulados por la misma en

respuesta a un estimulo estresante (Chandler y Robertson, 1994)..

Respuesta dependiente de ABA

Tomando en cuenta que ya se conoce parte de la via de sefalizacion que desencadena el
ABA en la célula, es menester mencionar que existen genes que contienen secuencias en su region
promotora que dirigen una respuesta al tratamiento con ABA; estos elementos — principalmente ABRE
(ABA-Responsive Element) — son importantes para la regulaciéon de la transcripcion de estos genes.
La secuencia de un elemento ABRE esta conformada de 6 a 10 pares de bases con la secuencia
central ACGT, siendo la secuencia consenso asignada a este elemento la siguiente: (C/T)ACGTGGC
(Figura 3, Busk et al., 1997; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1997). Otro ejemplo es la secuencia
CACGTG, conocida como la caja “G” que ademas de mediar respuestas al ABA, responde también a
estimulos mediados por AJ, demostrando asi la intercomunicacion existente entre distintas hormonas

en respuesta al estrés (Lee et al., 2006).



Existen genes que se ha demostrado experimentalmente son activados por una condicion de
sequia, y, de manera interesante, pueden estar controlados tanto por una via dependiente como por
una independiente de ABA; este es el caso de rd29A que, en su region promotora contiene tanto
elementos DRE (Dehydration-Responsive Element, involucrados en una via independiente de ABA),
como también un elemento ABRE, por lo que este gen estd controlado por dos sistemas
independientes de regulacion; mientras que otro gen relacionado, rD29B, s6lo posee un elemento cis
ABRE por lo que su respuesta solamente depende del ABA (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 1994).

Los factores de transcripcion (FT) que pueden unirse a un motivo ACGT contienen un motivo
protéico basico de “cierre de leucinas” en su extremo amino terminal (N-ter) y se conocen como
factores de transcripcién del tipo bZIP. Los principales FTs del tipo bZIP que se unen a un elemento
ABRE son denominados AREB (ABA-Responsive Element Binding factor) o ABF (ABRE Binding
Factor) y, entre ellos se encuentran AREB1/ABF2, AREB2/ABF4, AREB3, ABF1 y ABF3 (Uno et al.,
2000; Choi et al.,, 2000). Estos FTs se regulan por fosforilacion dependiente de cinasas y
desfosforilacién probablemente dependiente de la fosfatasa PP2C (Fujita et al., 2005; Melcher et al.,
2009).

Existen otro tipo de FTs que también son inducidos en condiciones de estrés cuyas
secuencias de reconocimiento estan involucradas en la via de respuesta mediada por ABA, como los
factores tipo MYC (con un dominio de hélice-giro-hélice basico (bHLH)), que reconocen secuencias
CANNTG, y tipo MYB que reconocen TAACNA/G (N = cualquier nucledétido) (Abe et al., 1997, Tuteja,
2005; Yadav et al., 2005), como por ejemplo el factor AtIMYC2 y el factor AtMYB2, que se unen a
elementos cis en el promotor del gen RD22y lo activan en forma cooperativa (Figura 3).

Por otro lado también se ha descrito un factor de transcripcion (FT) de tipo NAC codificado por
el gen RD26 en Arabidopsis. Se sabe que este FT regula la expresién del gen GLY, de manera
dependiente de ABA (Figura 3, Fuijita et al., 2004; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki et al., 2007).

Respuesta independiente de ABA

Existen genes que son inducidos por sequia y frio pero que no responden a la aplicacion de
ABA RD29A, 1ti78, COR78, COR47, y KIN1. Estos genes, en particular el caso de RD29A, han
permitido la identificaibn de un elemento cis en la region promotora que posee una secuencia
conservada de nueve pares de bases con la secuencia central CCGAC que se ha denominado DRE:
TACCGACAT (del inglés Drought Response Element) (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 1994). Este
elemento es esencial y actla en cis para la regulacion de la respuesta a deshidratacién independiente



de la acumulacion del ABA (Figura 3). También se han identificado motivos similares entre estos
genes denominados CRT (C-repetidos) y otros elementos que responden a bajas temperaturas
(LTRE, Low Temperature Responsive Element), los cuales incluyen el motivo central CCGAC que
también forma el nucleo de la secuencia DRE.

Los FTs que tienen la capacidad de unirse a DNA en las regiones DRE/CRT son denominados
DREB/CBF (DRE-Binding, C-Repeat Binding Factor). Estos factores pertenecen a la familia ERF/AP2
(Ethylene Responsive Factor y Apetala 2) que contienen el dominio AP2; y fueron identificados
mediante experimentos de doble hibrido en levaduras. La via DREB1/CBF tiene un papel clave en la
regulacidén de la expresion genética independiente de ABA en respuesta a sequia y frio demostrado
porr la induccién del promotor RD29A, un promotor ya caracterizado de respuesta a estrés abidtico,
principalmente sequia (Figura 3; Liu, et al., 1998; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2000).

Respuestas moleculares al estrés hidrico.

Una manera de clasificar a las proteinas que participan en las respuestas al estrés por déficit
hidrico es como proteinas reguladoras y proteinas efectoras (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki,
1997) (Figura 2).

— En el primer grupo se encuentran:

— Proteinas involucradas en la regulacion de la expresion génica (factores de transcripcién)

— Proteinas involucradas en las vias de transduccién de sefiales como proteinas cinasas y
fosfatasas

— Proteinas que intervienen en la via del metabolismo de los fosfolipidos y tienen funciones
sefalizadoras, como PLC (Fosfolipasa C) y proteinas 14-3-3 y, de manera no menos
significativa,

— lavia de isoprenoides de donde deriva el ABA.

— Dentro del segundo grupo se encuentran aquellas proteinas que probablemente funcionan en
el efecto directo de la tolerancia a estrés como

— Proteinas que forman canales de agua (acuaporinas) involucradas en el movimiento de

agua a través de las membranas

— Enzimas involucradas en la desintoxicacion de iones (debido a una acumulacién de



solutos que muchas veces puede ser téxico para la planta, como por ejemplo la
acumulacién de iones sodio (Na*)

— Enzimas involucradas en la desintoxicacion de especies de oxigeno reactivas como la
catalasa, la ascorbato peroxidasa y la superéxido dismutasa.

— Enzimas clave para la biosintesis de varios osmolitos compatibles como prolina y glicin-
betainao algunos azucares (cuya acumulacion es especifica de la especie vegetal),

— Proteasas requeridas para el recambio de otras proteinas (proteasa Clp, desintoxicadoras
de iones y enzimas clave en la degradacion proteosomal como ligasas E3 y ubiquitina),
entre otras .

— Proteinas protectoras como las chaperonas moleculares, y las

— proteinas abundantes de la embriogenesis tardia (LEA, del inglés Late Embryogenesis
Abundant) que son capaces de proteger otras macromoléculas y estructuras celulares,
incluyendo proteinas, acidos nucleicos o membranas. En una de las familias de estas
proteinas en donde se enfoca la presente tesis.

Los cambios en la expresion genética son fundamentales en las respuestas que ocurren
durante el déficit hidrico y controlan algunas de las respuestas a corto y largo plazo. Algunos de los
genes expresados durante el estrés hidrico pueden promover la tolerancia celular a deshidratacion;
ya sea, a través de funciones protectoras en el citoplasma u organelos, alteracién del potencial
hidrico celular para promover la captacién de agua, control de la acumulacion de iones, etc. (Bray et
al., 2000; Bray, 1993).

Proteinas LEA

Las proteinas abundantes de la embriogénesis tardia fueron descritas primeramente en
algodon por Leon Dure Il en 1981 (Dure y Chlan., 1981). Las proteinas LEA se han agrupado en
varias familias y la caracterizacion de los diferentes cDNAs (DNAs complementarios) representativos
de muchas de estas familias ha mostrado que poseen caracteristicas estructurales, muchas de las
cuales fueron identificadas por Dure y sus colegas. Estas caracteristicas incluyen un muy alto indice
de hidrofilicidad, la baja proporcion o total carencia de residuos de cisteinas (Cys) y de triptofanos
(Trp); y una abundancia considerable de residuos de aminoacidos pequefios como glicina (Gly),
alanina (Ala), y de aminoacidos cargados como acido glutamico (Glu), lisina (Lys), arginina (Arg) y
treonina (Thr). Estas caracteristicas permitieron que, posteriormente, las LEA fueran consideradas
como parte de un grupo més amplio de proteinas denominadas “Hidrofilinas” (Figura 5), las cuales se
caracterizan por un indice de hidrofilicidad mayor a 1, y un contenido de glicina mayor al 6% (Garay-



Arroyo et al., 2000, Battaglia et al., 2008). Se ha propuesto que algunas hidrofilinas podrian haber
sido seleccionadas como parte de un mecanismo adaptativo que ayuda a mantener una maquinaria

funcional en un medio limitado de agua (Garay-Arroyo et al., 2000).
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Figura 5. Grafica de representativa de los diferentes grupos de proteinas LEA comparando su indice de
hidrofilicidad y contenido de glicinas (parametros que definen “hidrofilinas”) con las demas proteinas en
Arabidopsis thaliana (puntos morados). Notese su sesgo a un indice de hidrofilicidad mayor a 1 y su contenido
de glicinas mayor al 6%. (Modificado de Battaglia et al., 2008)

Las proteinas LEA se acumulan durante el desarrollo de la semilla pero mas abundantemente
durante la fase de desecacién. Algunas proteinas LEA también se acumulan en tejidos vegetativos en
respuesta a estrés osmotico, provocado por diversos factores ambientales (Bray, 1993; Galau et al.,
1986). Existen muchos reportes acerca de proteinas de embriogénesis tardia, donde su expresion se
correlaciona con el aumento en los niveles del ABA, cuya acumulacion se ve aumentada no sélo
durante la embriogénesis tardia promoviendo la tolerancia de embriones a la desecacién, sino
también durante el crecimiento vegetativo bajo condiciones de déficit hidrico (Busk y Pagés, 1998;
Leung y Girandat, 1998). ABA es, pues, capaz de inducir la expresidon de genes en embriones
inmaduros o en tejidos vegetativos no estresados cuando se aplica exégenamente (revisado en Dure,
1993).

De acuerdo a sus caracteristicas de alta hidrofilicidad, se propone que la mayoria de las
proteinas LEA no poseen una estructura globular, esta predicciéon es consistente con el que este tipo
de proteinas sean resistentes a la coagulacion después de tratamientos por altas temperaturas en
presencia de baja sal, por ello y por las predicciones realizadas a partir de analisis informaticos se les
consider6 como parte de las proteinas denominadas como proteinas instrinsecamente no

estructuradas (IUPs) o proteinas desordenadas o desplegadas; sin embargo, analisis recientes



sefalan que, al menos, algunas proteinas LEA poseen una estructura mas bien flexible, es decir, que
puede cambiar dependiendo de las condiciones en las que se encuentra la célula (Lucero Rivera,
comunicacion personal y otras referencias). De igual manera, existe una correlacion entre el tamarno
de las proteinas LEA y su indice de no estructuracién, la mayoria de las proteinas LEA tienen un
indice alto de no estructuracion (>0.2) y poseen menos de 200 aminoacidos de longitud (Figura 6
Battaglia et al., 2008). Se ha propuesto que muchas de ellas se localizan en el citoplasma,
localizacién en la cual estarian actuando como moléculas captadoras de agua, propiciando asi un
ambiente hidrofilico a otras macromoléculas para realizar sus funciones, también se propone que
estabilizan estructuras celulares como membranas, y que podrian actuar como secuestradoras de
iones (Dure, 1993; Ingram y Bartels, 1996; Tomashow, 1999; Reyes et al., 2008; Battaglia et al, 2008)
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Figura 6. Grafica de los diferentes grupos de proteinas LEA, comparando su tamafio y porcentaje de no
estructuracion, con las demas proteinas de Arabidopsis (puntos morados). Nétese su sesgo hacia un tamafo
pequefo y un porcentaje de no estructuracion mayor de 0.2. (modificado de Battaglia et al., 2008)

De manera interesante, se demostrd que la expresidon ectdpica de algunas proteinas LEA en
plantas y levaduras confiere tolerancia a condiciones de limitacién de agua, y su presencia se ha
asociado de igual manera a tolerancia a congelamiento (Battaglia et al., 2008); sin embargo, aun
conocemos muy poco sobre su funcion in vivo. Se han establecido andlisis in vitro para estudiar su
funcion y, se ha observado que algunas proteinas LEA pueden proteger la actividad de dos enzimas
importantes para el metabolismo celular — malato deshidrogenasa (MDH) y lactato deshidrogenasa
(LDH)- en condiciones de deshidratacion parcial en concentraciones 1000 veces menores en
comparacion con osmolitos compatibles como la trehalosa (Reyes et al., 2005). Se propone entonces
que, para al menos el grupo de proteinas LEA analizadas mediante ensayos in vitro, la caracteristica



hidrofilica de las LEA propicia un ambiente hidrico adecuado a la proteina que estuviese regulando,
brindando asi proteccién a la actividad enzimatica en condiciones de deshidratacién intracelular
(Reyes et al, 2005). En estos mismos ensayos, de manera interesante, se demostré6 que algunas
proteinas LEA no son capaces de proteger proteinas y por ende conservar su funcion; este es el caso
de PvLEA-18, un miembro del grupo LEA 6 (ver clasificacion abajo), el cual, a pesar de no poseer un
efecto de proteccién de la actividad enzimatica, parece mas bien tener una asociacién con RNA,
siendo asi que se propone que podria estar actuando como una chaperona de RNA (Lucero Rivera,
tesis de doctorado).

Cabe senalar que, como fue explicado anteriormente, las proteinas LEA no poseen una Unica
funcién dentro de la célula bajo condiciones de déficit hidrico; este es el caso de Atem6, uno de los
dos miembros descritos en Arabidopsis para la familia LEA 1. Atem6 se expresa abundantemente en
la etapa de desecacion de la semilla, en la cual el ambiente acuoso del citoplasma celular tiende a ser
reducido, dando lugar al fenédmeno de agregacion proteica 0 amontonamiento molecular, por lo que,
se propone que esta hidrofilina estaria participando como amortiguadora de este fendmeno,
propiciando asi la conservacion estructural de macromoléculas y compartimentos celulares en

condiciones de deshidratacion (Manfre et al., 2009).

Por otro lado, se demostré que COR85, una proteina LEA del grupo dos, esta involucrada en
crioproteccion (Kazuoka et al., 2000) y COR15am, el polipéptido maduro de COR15a, actia
directamente como una proteina crioprotectora al inhibir la formacion de lipidos de fase hexagonal I,
el tipo principal de lesibn membranal inducida por congelamiento en plantas no aclimatadas
(Steponkus et al., 1998). La expresion ectopica en plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana'y de
otras especies vegetales de estas proteinas LEA correlaciona con la tolerancia a estrés por sequia,
salinidad y/o congelamiento (Jaglo-Ottonsen et al., 2001; Battaglia et al., 2008).

La expresidn de los genes LEA esta regulada tanto por factores de transcripcion dependientes
de ABA como por factores independientes de ABA, algunos genes LEA también se regulan por
ambas vias y responden a diferentes condiciones de estrés por limitacion de agua, y algunos incluso
responden a otras condiciones de estrés como altas temperaturas o condiciones hiperoxidantes
(Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

Otras funciones predichas y validadas de las proteinas LEA son mencionadas en la siguiente
secciodn (ver Clasificacién de las proteinas LEA).



Clasificacion de las proteinas LEA.

Las proteinas LEA se clasifican en 7 grupos de acuerdo a la similitud en su secuencia de
aminoacidos y a la presencia de motivos conservados que las distinguen (1, 2, 3, 4, atipicas, 6 y
ASR1. Battaglia et al., 2008):

Grupo 1 (D-19, por su clasificacion en algodon)

Son proteinas pequenas (90-110 aminoacidos) y de bajo peso molecular, altamente
homoblogas entre si (65% de identidad y 80% de similitud entre mono y dicotiledéneas). Contienen
una gran proporcion de residuos cargados (~18%); son muy ricas en glicina (16-21%), las cuales se
encuentran dispersas a lo largo de toda la proteina, lo que le confiere gran flexibilidad y favorece que
no adopten estructuras secundarias en solucion acuosa (Dure, 1993). Son caracteristicamente
reconocidas por un 20-amero de aminoacidos: TRKEQ[L/M]G[T/E]JEGY[Q/K]E,GRKGG[L/E], que
puede estar repetido mas de cuatro veces con un arreglo en tandem (Galau et al., 1992), aunque la
mayoria de los genes contienen s6lo uno de estos motivos. Experimentos de dicroismo circular
confirma que los miembros del grupo 1 tienen alrededor de un 80% de estructuracién aleatoria
(“random coil”) y sélo una pequena proporcion exhibe una estructuracion tipo poli-L prolina de tipo Il
(hélices alfa laxas con giro hacia la izquierda; Soulages et al., 2002). Recientemente se han sugerido
dos motivos adicionales representativos de esta familia: uno presente en el extremo amino terminar
(N-ter) con la configuracion TVVPGGTGGKSLEAQE[H/N]JLAE hacia arriba del 20-amero antes
mencionado, y un segundo motivo en el extremo carboxilo terminal (C-ter) con la secuencia
(DIK/E]SGGERA[A/E][E/R]EGI[E/D]IDESK[F/Y] (Figura 7; Battagtlia el al., 2008). Se ha sugerido que
las proteinas del grupo 1 son altamente hidratables, creando un medio acuoso protector, como en el
caso de la proteina Em de trigo (Espelund et al., 1992). Otra evidencia que apoya el que estas
proteinas juegan un rol en la adaptacién a la falta de agua en diferentes organismos, viene del
analisis de la acumulacién de transcritos de proteinas ortélogas presentes en algunas bacterias y en
algunos artrépodos (Artemia) que muestran que se acumulan durante condiciones estresantes (Stacy
y Aalen, 1998) y durante el desarrollo embrionario en el caso de Artemia, el cual pasa por un estado
de deshidratacion severa (Campos F, no publicado).
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Figura 7. Esquema del grupo 1 de proteinas LEA, se observa su rango de tamano y motivos conservados (en
colores verde, azul y rojo, Modificado de Battaglia et al., 2008)

Grupo 2 o dehidrinas (D-11)

Son proteinas altamente hidrofilicas, y su tamano es variable (14-150 kDa); son de las mejor
caracterizadas y de las mas numerosas dentro de la familia LEA. Las dehidrinas, como también se les
llama a las proteinas de este grupo, carecen de triptofanos y contienen una gran proporcion de
aminodcidos cargados y polares (Garay-Arroyo et al., 2000). Poseen diversos motivos caracteristicos
representados diferencialmente entre las distintas proteinas de la familia: pueden tener un segmento
de 15 aminodacidos rico en lisina, llamado el segmento K, cuya secuencia consenso es
EKKGIMDKIKELPG (Ismail et al., 1999). La region rica en lisinas KIKEKLPS puede estar repetida
hasta once veces y esta localizada en el extremo carboxilo terminal (C-ter). Adyacentemente al
segmento K, se ubica otro segmento de 6-9 serinas fosforilables (segmento S). Cabe resaltar que las
proteinas que sélo tienen el segmento K se categorizan en el subgrupo K, aquéllas que tienen tanto
segmento S como el segmento K, son parte del subgrupo SK, y aquellas proteinas que ademas de
los segmentos S y K, tienen una secuencia caracteristica en el N-Ter llamado el segmento Y
(DEVGNP), se subcategorizan en el grupo YSK. (Goday et al., 1994; Battaglia et al., 2008); sin
embargo, hay dehidrinas que entran en otro subgrupo como el YK, KS, y el subgrupo K de proteinas
gue no poseen los otros motivos (Figura 8; Battaglia et al., 2008). La regién de serinas fosforilables
(segmento S) se trata de un motivo presente en proteinas que se unen a otras proteinas para
acarrearlas al nucleo y probablemente ese motivo sirve como sefalizador para aquellas dehidrinas
que se localizan en el nucleo, a pesar de que la mayoria tiene localizacién citoplasmica predicha
(Plana et al., 1991). Se ha predicho que el segmento K de las dehidrinas puede formar estructuras de
hélices alfa, mismas que, se ha supuesto tienen la funcién de proteger membranas debido a que
tienen la capacidad de interactuar con fosfolipidos (Soulages et al., 2002)

Al igual que las proteinas del grupo 1, a las dehidrinas se les ha asignado algunas posibles
funciones en condiciones de falta de agua — debido a que se acumulan en los ultimos estadios del
desarrollo de la semilla — como la funcién de chaperonas de macromoléculas, y la posible unién a
iones (particularmente azufre y fosforo; Kaye y Guy, 1995; Ismail, 1999).



Se han encontrado miembros de este grupo en monocotiledéneas, dicotiledéneas y en la
cianobacteria Anabaena sp. (Close y Lammers, 1993), ademas se ha descubierto que las proteinas
LEA de este grupo se acumulan en respuesta a congelamiento en botones florales en plantas de
mora azul, y algunos arboles perennes. También existen evidencias que sugieren que estas proteinas
se unen a cierto tipo de lipidos (Ismail et al., 1999). Estas proteinas, también llamadas rab (por
Respuesta a ABA), también se han descrito como proteinas COR (Cold Responsive) porque se
notaba su acumulacién en condiciones de frio (Gilmour et al., 1992; Guo et al., 1992). De la misma
manera, algunas proteinas LEA del grupo 2 se acumulan por aplicacion de ABA, por lo que
posiblemente, sus genes estén regulados por la via dependiente de ABA (Welling et al., 2004)

Se ha demostrado que muchas proteinas de este grupo tienen una actividad relacionada con
un fenotipo crioprotector ésto debido a que su expresidn se correlaciona con una presencia
aumentada de solutos compatibles (Bravo et al., 2003), y, mediante andlisis in vitro, se ha demostrado
que estas proteinas pueden prevenir la pérdida de actividad de otras proteinas involucradas en el
metabolismo celular, después de varios ciclos de congelamiento y descongelamiento (Reyes et al.,
2008); sin embargo posiblemente el fenotipo crioprotector esté dado por otras enzimas rio abajo de la

via donde participan las dehidrinas.

Grupo 2{D-11)0 80-620 aa
TSK
- ~
) n=1-35
w=1-3
SK
—— P
B fi n=1-1
i Fi )
- n=1-11
KS
—
o =N n=1-3
YK ' 1} { H
B P pCRaT
¥=1-4

Figura 8. Esquema del grupo 2 de proteinas LEA (dehidrinas), se indica el rango de tamafnos de los miembros,
asi como los subgrupos dependiendo de la presencia o ausencia de motivos conservados (colores amarillo,
naranja y verde ), Modificado de Battaglia et al., 2008)



Grupo 3 (D-7y D29)

Se caracterizan principalmente por la presencia de motivos repetidos, de 5 a 13 veces en
tandem, compuestos por 11 amino&cidos con la secuencia medianamente conservada FF[E/Q]XFK[E/
Q]KFX[E/D/Q] lo que hace que los miembros de esta familia sean de tamafos muy diversos. Se han
identificado recientemente otras regiones conservadas en estas proteinas, lo que determina la
divisién de este grupo en LEAs del grupo 3Ay LEAs del grupo 3B. Las primeras contienen los motivos
1, 2y 7 y estdn asociadas principalmente al grupo D-7 (en algodén) y las proteinas del grupo LEA 3B
(D29) se definen por la presencia del motivo 5 (Figura 9; Battaglia et al., 2008). Se predice que el 11-
amero caracteristico del grupo 3 puede estructurarse formando alfa-hélices amfifilicas, lo que
generaria una superficie hidrofébica que puede ser importante para la formaciéon de un homodimero;
y también una superficie cargada que pudiera estar involucrada en el secuestro de iones (Dure ,
1993). Por otro lado, se ha propuesto que algunas proteinas de esta familia regulan la estructuracion
de azucares no reductores para la formacion de “bio-vidrios” citoplasmicos, cuando se encuentran en
condiciones de deficiencia de agua muy severa (como en semillas maduras y en polen) estabilizando
asi las estructuras celulares y previniendo la falta de viabilidad por desecacién. (Wolkers et al., 2001).
Ademas de estar presentes en todo el reino vegetal, de manera interesante, se ha identificado un gen
tipo LEA3 (AavLEAT) en el nematodo anhidrobiético Aphelenchus avenaae (la anhidrobiosis es un
estado de latencia que presentan algunos organismos cuando estan sujetos a condiciones de
desecacion; Browne et al., 2004), en el neméatodo Caenorhabditis elegans, y recientemente se ha
encontrado en el crustaceo Artemia franciscana, en el cual, posiblemente esté involucrado en la

proteccion de organelos mitocondriales (Hand et al., 2007).

El hecho de que algunas LEA 3 se encuentren en organismos sometidos al fenédmeno de
anhidrobiosis, supone que éstas contribuyen a contrarrestar el dafo producido por la limitacién de
agua (Wolkers et al., 2001). También, se ha observado que algunos transcritos correspondientes a
proteinas de este grupo se acumulan en condiciones de bajas temperaturas y salinidad; y se ha
demostrado que algunas de estas proteinas, se acumulan incluso en condiciones donde el
crecimiento esta arrestado y también después del sometimiento a una condicién de sequia asi como
en la desecacion de la semilla (Ried y Walker-Simmons, 1993). De igual manera que las dehidrinas,
las proteinas LEA del grupo 3 han sido sometidas a ensayos in vitro (en particular ArLEA76 y
COR15am (el péptido maduro de COR15)), y se ha observado que estas proteinas son efectivas en
la proteccion de la actividad de LDH y MDH ante condiciones de deshidratacién parcial (Reyes et al.,
2008).
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Figura 9. Esquema del grupo 3 de proteinas LEA, se observa la clasificacion en subgrupos 3A'y 3B, asi como el
tamano y los motivos conservados en cada bloque de los subgrupos (colores azul, amarillo, naranja, rojo y
verde, Modificado de Battaglia et al., 2008)

Grupo 4 (D-113)

Estas hidrofilinas de tamafo muy variable (88-175 aminoacidos), estan distribuidas
ampliamente en el reino vegetal, desde plantas no vasculares (briofitas) hasta angiospermas. Son
proteinas ricas en glicinas, treoninas y alaninas (11-20%), y tienen una secuencia caracteristica
conservada de 60 a 80 aminodacidos, con una estructuracion ininterrumpida de alfa-hélice anfipaticas
en el extremo N-terminal. Se puede definir un motivo en el extremo N-terminal — motivo 1 — con la
secuencia AQEKAEKMTA[R/HIDPXKEMAHERKIE/K][A/E][K/R]. Sin embargo, otros motivos son
distintivos del grupo 4. La presencia o ausencia del motivo 4 y el motivo 5 define dos subgrupos
dentro de la misma familia: el subgrupo 4A que consiste en un set de proteinas pequenas (80 — 124
aminodcidos) con los motivos 2 y/o 3 flanqueando al motivo 1; y el subgrupo 4A que consta de
proteinas mas grande (108 — 180 residuos) que, ademds de tener los otros motivos de la familia,
puede contener a los motivos 4 y 5 en el extremo C-ter (Figura 10; Battaglia et al., 2008). En
embriones de algodén esta proteina se ha encontrado en una concentracion de 0.3 mM en todo tipo
de células, y se cree que pueden proveer de ambientes hidrofilicos para preservar estructuras
membranales (Dure, 1993).

Las proteinas del grupo 4 tienen una estructura flexible en solucién acuosa, aunque se pueden
observar algunas estructuraciones tipo alfa-hélices. Existe muy poca informacién de este grupo en
comparacion con las otras LEA; sin embargo se sabe que en distintas plantas los transcritos
correspondientes a LEA 4 se acumulan mayoritariamente en las etapas de desecacién de la semilla, y



en semilla seca (Delseny et al., 2001). Algunas proteinas dentro de este grupo responden al ABA; ya
sea de via endbégena, acumulado durante el desarrollo o por algun estimulo estresante; o bien por

tratamientos exdgenos (revisado en Battaglia et al., 2008).

Andlisis tanto in vitro como in vivo, sefialan que proteinas que forman parte de esta familia
pueden conferir proteccion a macromoléculas y, ademas, contribuyen a la habilidad de las plantas de
resistir la falta de agua, respectivamente (Reyes et al., 2008; Olvera-Carrillo, sometido 2009)
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Figura 10. Esquema del grupo 4 de proteinas LEA, se observa la divisién en subgrupo 4A 'y subgrupo 4B, asi
como los motivos conservados en cada subgrupo (colores amarillo, azul, verde, naranja y rojo, Modificado de
Battaglia et al., 2008)

Grupo 5 o LEAs atipicas.

Son llamadas proteinas LEA atipicas porque no pertenecen a ninguna de las familias descritas
y no presentan el grado de hidrofilicidad ni la composicién general de aminoacidos que caracteriza a
las LEAs (Galau et al., 1993) por tanto, no pertenecen al grupo de las hidrofilinas pero su abundante
acumulacién en los estadios tardios de la embriogénesis, permite catalogarlas como LEA (Maskin et
al., 2007). En este grupo se encuentran proteinas no homélogas, por lo que es complicado asignarles
motivos conservados; sin embargo, debido a la similitud en secuencia de algunas de estas proteinas
y a que algunas proteinas de este grupo se habian descrito anteriormente, se han podido definir 3
grupos: LEA 5A, 5B y 5C correspondientes a la clasificacion D-34, D-73 y D-95 respectivamente,
sugerida por Leon Dure lll (Battaglia, et al., 2008)

Grupo 7 (ASR 1)

Las ASR (Abscisic acid Stress Ripening) son proteinas pequenas, estables al calor e
intrinsecamente flexibles. Estas proteinas también tienen el patrén de expresion distintivo de las LEA,
se acumulan en los ultimos estadios de desarrollo de la semilla. Un ejemplo de esta familia es la



proteina LEA14 de algoddn que, en general es moderadamente hidrofdbica y carece en glicinas
(Galau et al, 1993). Las proteinas ASR poseen dominios conservados: motivos 1, 2, 3, 4 y 5; el motivo
3 parece tener funcionalidad como péptido senal para localizacién nuclear, el motivo 5 de encuentra
en el extremo N-ter y al igual que los motivos 1y 2; es rico en histidinas. Por otra parte el motivo 4 se
encuentra en el extremo C-ter (Figura 11; Yang et al., 2005; Battaglia et al., 2008). Existen genes
homologos a los genes LEA del grupo 5 inducidos por auxinas, por acido giberélico en hojas, por
choque térmico y por metales pesados; en este Ultimo caso, se propone que esta proteina ASR
mantiene una estructura flexible en estado acuoso, y cuando se asocia a iones, adquiere una
estructura estable, transicion que también puede ser inducida por limitacion de agua (Goldgur et al.,
2007).

Hasta el momento no se han identificado proteinas homologas de este grupo en Arabidopsis,
sin embargo se encuentran en una gran variedad de especies como papa, durazno, uva y maiz, en
las que tienen distinto patron de expresion y puede predecirse que tienen distintas actividades
(revisado en Battaglia et al., 2008). Experimentos de sobreexpresién de una proteina ASR en
Arabidopsis han arrojado fenotipos de tolerancia a sal y sequia, lo cual refuerza su participacion
como proteinas de respuesta a condiciones de estrés abiotico (Yang et al., 2005).
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Figura 11. Esquema del grupo 7 de proteinas LEA, o proteinas ASR, se muestra el rango de tamafo de sus
miembros, asi como los motivos conservados (colores azul, verde, lila, amarillo y rojo; Modificado de Battaglia et
al., 2008)

Grupo 6 (PvLEA-18)

La proteina PVLEA-18 de frijol comun (Phaseolus vulgaris) fue caracterizada en 1997 por
Colmenero-Flores y colaboradores; esta proteina, con una masa molecular aparente de 14 kDa, es
altamente hidrofilica y presenta una estructura mayoritariamente tipo “random coil”. El transcrito y la
proteina del gen PvLEA-18 se acumulan en semilla seca, en tejidos vegetativos sometidos a estrés
hidrico y en respuesta a la aplicaciéon de ABA (Colmenero-Flores et al., 1997). Hasta la fecha se han
identificado mas de 36 miembros de esta familia en otras plantas vasculares. Este grupo esta
caracterizado por 4 motivos, 2 de ellos (1 y 2) estan altamente conservados, en particular la
secuencia LEDYK en el motivo 1, asi como la prolina y treonina en las posiciones 5 y 6,



respectivamente, en el motivo 2, las cuales tienen el 100% de conservacién (Figura 12; Battaglia et
al., 2008). La proteina PvLEA-18, la cual carece de cisteinas y triptofanos, de la que se predice una
masa molecular de 9 kDa, presenta una masa molecular aparente de 14 kDa cuando se separa en un
gel desnaturalizante tipo PAGE (Poly Acrylamide Gel Electrophoresis), posiblemente debido a la
exposicion de residuos que interactuan con el SDS (Dodecil sulfato de sodio). ademas, posee una
estructura predicha como desordenada (Colmenero-Flores, et al., 1999; Battaglia, et al., 2008)

PvLEA-18 posee en su regién 5' no traducida varias regiones de regulacién en cis reconocidas
por experimentos de extensidén del cebador: una regién de reconocimiento tipo ABRE asi como 3
cajas G con el motivo de reconocimiento ACGT; también posee dos sitios de uniéon a factores de
transcripcién de tipo MYB y dos mas para tipo MYC asi como secuencias propias de promotores en
eucariones, una caja TATA y dos cajas CAAT putativas (Moreno-Fonseca y Covarrubias, 2001). Sin
embargo una gran parte de la regulacién ocurre en la regiéon 3' no traducida: al modificar esta region
que posee 2 sefiales de poliadenilacion, ya sea acortando su longitud o modificandola por la region 3'
de otra proteina, la acumulaciéon de un reportero fusionado a esta region se ve comprometida (ver
abajo).

Se ha encontrado que la proteina PvLEA-18 no solo se acumula en tejido vegetativo en
condiciones de limitacion de agua sino también en regiones de crecimiento (por ejemplo, la zona de
elongacién del hipocotilo) bajo condiciones éptimas de irrigacion. Esta acumulacién se explica ya que
las zonas de crecimiento del hipocotilo son sitios donde los potenciales hidrico y osmético son mas
negativos en relacién a las regiones maduras del mismo; acumulacién que no habia sido descrita
para ninguna proteina LEA conocida. Mediante experimentos de inmunohistoquimica se demostrd
que PvLEA-18 esta presente en el nucleo y el citoplasma de todo tipo de células, con una mayor
acumulacién en la epidermis y en los tejidos del cilindro vascular, particularmente en células de
protoxilema y tejidos meristematicos de raices, aunque la mayor acumulacién se ha detectado en la
semilla seca y bajo condiciones de limitacién hidrica en tejidos vegetativos. Por todas estas razones
se ha clasificado a la PvLEA-18 dentro de una nueva familia de proteinas LEA, el grupo 6
(Colmenero-Flores et al., 1999).

Como fue mencionado anteriormente, analisis mediante fusiones del promotor y las regiones
UTR del gen Pvlea-18 con el gen reportero GUS, muestran que los patrones de GUS en las plantas
transgénicas, sometidas a déficit hidrico, tratamiento con ABA o en condiciones de irrigacién éptima,
son similares a los observados en plantulas de frijol en condiciones normales, sin embargo, cuando la
region 3’ del gen Pvlea-18 es sustituida por la region 3' no traducida (UTR) del gen para la nopalina
sintasa (3' nos) disminuye la acumulacién GUS en respuesta a ABA, y se nota también una pequena



disminucién en eventos en el desarrollo y en la deshidratacion (Figura 12). Por otro lado también la
region promotora de 2058 pb, usada en las plantas transgénicas de A. thaliana, permite la expresion
del gen durante desarrollo, en respuesta a deshidratacion y en respuesta a ABA (Moreno-Fonseca y
Covarrubias, 2001). Recientemente se demostr6 que la regiéon 3' no traducida (3' UTR) del gen
PvLEA-18 es fundamental en la regulacién traduccional de la proteina debido a que, si esta region se
trunca o se sustituye por el 3' nos, la eficiencia traduccional disminuye (Battaglia et al, 2009). A pesar
de que se conocen los miembros de esta familia en frijol, arroz, Arabidopis, entre otros, no se sabe el
rol funcional que tengan durante condiciones de falta de agua, ni la posible actividad que tengan

debido a su acumulacién en condiciones de irrigacion optima.

Andlisis estructurales recientes mediante la técnica de dicroismo circular han demostrado que
la proteina PvLEA-18 posee una estructura flexible en medio acuoso representada por la formacion
de hélices poli-L- prolina de tipo Il, sin embargo, cuando se modifican las condiciones con TFE
(utilizado para desplazar las moléculas de agua de las proteinas), se observa que esta proteina
tiende a adquirir otra estructura determinada por la presencia de a-hélices. También se ha visto que
PvLEA-18 tiende a estructurarse diferencialmente en respuesta a altas temperaturas: mediante
dicroismo circular se ha observado que aumentando la temperatura de la proteina, esta parece estar
formando hojas beta extendidas, posiblemente modificando el equilibrio entre la estructura poli-L-
prolina tipo Il y las hojas beta extendidas (Lucero Rivera, tesis de maestria y comunicacion personal).

También en nuestro grupo, se ha postulado que, en el caso particular de PvLEA-18, ésta
podria estar participando como una chaperona de RNA, caracteristica novedosa dentro de las
proteinas LEA 'y, al parecer, la Unica en la que se ha observado esta cualidad (ver seccion Proteinas
LEA) de acuerdo a los antecedentes de no brindar protecciébn a macromoléculas in vitro (ver
Proteinas LEA) y a que puede unirse al extremo 3' no traducido de un RNA mensajero (Marina
Battaglia, tesis de doctorado). Esta caracteristica esta en proceso de demostrarse en el laboratorio
(Reyes et al., 2005; Lucero Rivera, tesis de doctorado)

Recientemente, y debido a la evidencia de una fusién transcripcional en las bases de datos, se
ha propuesto que la proteina LEA18 encontrada en arroz (OsLEA6) se encuentra fusionada a una
versién truncada de la proteina de respuesta por choque térmico HSP90. La fusién se ha observado a
nivel de posicion gendmica, debido a que la region codificante para ambas proteinas esta
escasamente separada; se ha encontrado también a nivel de RNA mensajero y resultados
preliminares sefialan que posiblemente se observa la proteina fusionada (Francisco Campos, et al.
En proceso). El hecho de que una proteina altamente hidrofilica y con posible funcion de chaperoneo
de RNA como LEA18 se encuentre fusionada con una proteina de estructuracion definida y que actia



como chaperona de proteinas en condiciones de estrés, permite la especulacién de que — en el caso
de que sea funcional — tendria la funcién de estructurar proteinas blanco que poseen asociacién con
RNA.
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Figura 12. Esquema de la familia 6 de proteinas LEA (definidas por el descubrimiento de PvLEA-18), se observa
el rango de tamano de sus miembros y los motivos conservados entre ellos (colores naranja, rojo, azul y verde,
izquierda). Patrones de actividad de “GUS” en distintas fusiones con regiones de PvLEA18 para demostrar la
participacion de la region 3'UTR (derecha). Cabe sefalar que este trabajo esta centrado en generar mutantes
para estudiar la participacién de esta familia en Arabidopsis. (Modificado de Battaglia et al., 2008)
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Como antecedente directo de este trabajo se analizaron previamente en el laboratorio
diferentes lineas transgénicas de Arabidopsis las cudles sobreexpresaban al gen PvLEA-18; como
resultados preliminares de este trabajo, se observé que la sobreexpresion tenia un efecto positivo
sobre la germinacion de las semillas sometidas a condiciones de estrés osmotico (manitol y NaCl); de
la misma manera, las plantas adultas sobreexpresando el gen PvLEA-18, tenian una mayor
produccion de botones florales comparados con las plantas silvestres, en condiciones de sequia.
Estos datos sugieren que, al analizar las plantas que carezcan de los miembros de esta familia, existe
una alta probabilidad de que observemos un fenotipo contrario .

Para identificar los genes codificantes para proteinas similares a PvLEA-18 en Arabidopsis
thaliana, en andlisis recientes en el laboratorio se sometié a la secuencia de DNA carente de regiones
no transcritas del gen PvLEA-18 (U72764) de Phaseolus vulgaris, depositada en la base de datos de

NCBI (http://ncbi.nlm.nih.gov), a la herramienta TAIR TBLASTX (TAIR 9 Transcripts) version 2.2.17

(www.arabidopsis.org) siguiendo los parametros de comparacién “nucleétido — nucleétido” y

contrastando con el genoma de Arabidopsis conteniendo secuencias no traducidas (UTR) y carente
de intrones. Este analisis reveld tres secuencias con un valor E significativamente cercano a cero: 6e’
'®. 3e™ y 6e™", correspondientes a los loci representativos At2g23110, At2g33690 y At2g23120,
denominados AtLEA18-1, AtLEA18-3 y AtLEA18-2 respectivamente (Wendy, tesis de maestria). Este
hallazgo concuerda con lo descrito en la literatura para esta familia de genes (Battaglia et al., 2008;



Hundermatmark y Hincha, 2008; Bies-Ethéve et al., 2008). Ademas, se encontré que estos tres loci se
localizan en el cromosoma 2 de Arabidopsis, en el cual existe gran abundancia de genes que
codifican proteinas LEA, y que los loci At2g23110 y At2g23120 se encuentran en un arreglo en
tandem, posiblemente producto de una duplicacibn gendémica de esta regién (Wendy, tesis de
maestria, Hundertmark y Hincha, 2008).

En este trabajo y con el fin de obtener més informacién acerca de los genes que codifican
para LEA18 en Arabidopsis, se analizaron los perfiles de expresion de cada uno de estos en la base

de datos de microarreglos obtenidos del programa Genevestigator (www.genevestigator.ethz.ch) y

comparados con otras bases de datos de microarreglos como el BAR (The Bio-Array Resource for

Arabidopsis Functional Genomics, www.bar.utoronto.ca) encontrandose patrones similares. En

estos datos se encontr6 una expresion de los 3 genes en distintos tejidos de la planta: el gen
AtLEA18-1 se expresa principalmente en los ultimos estadios de desarrollo de la semilla, asi como
en semilla seca y posee pocos niveles de acumulaciéon en tejido vegetativo bajo condiciones de
limitacion de agua y bajo aplicacion de ABA (Wendy, tesis de maestria), de manera interesante, este
transcrito no se acumula en condiciones de irrigacion optima; el gen AtLEA18-2 tiene una expresién
casi global en los tejidos de la planta, teniendo mayor acumulacién tanto en silicuas como en semilla
y una acumulacién mediana en hojas de la roseta, este gen también responde a condiciones de
estrés por frio, estrés osmaético y aplicaciéon de ABA (Wendy, tesis de maestria; genecat.mpg.de/);
mientras que el gen AtLEA18-3 se acumula exclusivamente en polen maduro (detectado también en
flores, posiblemente debido a que el analisis de las flores, no excluye el polen, (genecat.mpg.de/;
Figura 13). Los datos encontrados en las bases de datos sobre los patrones de acumulacién de los
transcritos de AtLEA18-1 y AtLEA18-2, concuerdan con analisis anteriores en el laboratorio (Wendy,

tesis de maestria).
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Figura 13: Perfil de expresion para los genes AtLEA18-1 (At2g23110), AtLEA18-2 (At2g23120) y AtLEA18-3
(At2g33690) mediante la base de datos de microarreglos GeneCAT (Gene Coexpression Analysis Tool,
genecat.mpg.de/). Solo se muestran los analisis de expresion por tejido.

INTRODUCCION METODOLOGICA

RNA de interferencia

El RNA de interferencia (RNAI) es una respuesta biolégica conservada al RNA de doble hebra
(dsRNA), la cual media la resistencia a acidos nucleicos exdgenos y regula la expresion de genes
(Hannon, 2002). EI mecanismo pudo haber evolucionado para interferir con la replicacién viral o la
actividad de transposones o para responder a otras formas inapropiadas de expresién génica (Moss,
2001). Debido a que es un mecanismo bioldgico presente en las células de muchos organismos,
incluidas las plantas, representa una estrategia novedosa y altamente especifica para la inhibicion

fisiologica de la expresion de un gen en particular.

El fendmeno del RNAI fue observado por primera vez en el gusano nematodo Caenorhabditis
elegans como una respuesta a RNA de doble cadena; en donde se encontré que la introduccion de
dsRNA resulté en una reduccion efectiva y especifica del gen unc-22 que codifica para una proteina
del miofilamento del nematodo, lo cual resulté en el silenciamiento génico de una secuencia
especifica (Fire et al., 1998); sin embargo, afios atras el fendmeno de inhibicidon génica mediado por
dsRNA ya habia sido observado por el grupo de Richard Jorgensen en estudios con petunias (Napoli
et al.,, 1990). EI RNA de interferencia es un mecanismo de silenciamiento génico postranscripcional
que inicia con la presencia de siRNAs. La maquinaria del RNAi opera a distintos niveles:



remodelacion de la cromatina, inhibicion de la traduccion y, el mas conocido, inhibicién y degradacion
del mRNA especifico de un gen. Cabe sefialar que en el 2006 Andrew Z. Fire y Craig Mello fueron
galardonados con el Premio Nobel de Medicina por sus descubrimientos en torno al RNAi en células

de animales, aunque el mecanismo, como se mencioné anteriormente, ya se conocia en plantas.

microRNAs y microRNAs artificiales.

Existe un tipo especial de RNAs pequefios dentro de la célula, los cuales se describieron
primariamente como controladores del desarrollo larvario en C. elegans. Los productos de los genes
lin-4 y let-7, los cuales codifican para RNAs de 22 y 21 nucleétidos, respectivamente, fueron
denominados microRNAs (miRNAs). Estos genes se expresan en tiempos especificos y reprimen la
expresion de proteinas que controlan diversas etapas y eventos del desarrollo larval (Heidel et al.,
2004). Sin embargo, la presencia y actividad de los microRNAs no se restringe a células animales,
sino que se han descrito una gran cantidad de microRNAs a los que se les ha adjudicado funciones
reguladoras a nivel postranscripcional en plantas y en otros organismos, excepto en bacterias y en la
levadura Saccharomyces cerevisiae (Bartel, 2004). Entre los microRNAs descritos en plantas se
encuentran miRNAs cuya expresién se induce por condiciones de limitacién de agua y por salinidad;
éstos, al igual que los demas miRNAs encontrados en plantas, se transcriben en el nucleo
principalmente por la RNA polimerasa Il usando como templados regiones que constituyen intrones o
exones de genes,, 0 bien, secuencias intergénicas no codificantes, para asi dar lugar a un RNA que
tiene la capacidad de autoplegarse y formar una estructura tallo-asa, denominado pre-pri-microRNA.
Los pre-microRNAs primarios, que tienen una longitud variable, son sometidos posteriormente dentro
del ndcleo a una reaccién de corte por un complejo proteico que contiene RNAsa de tipo |l
denominada DCL1 (Dicer-like 1), y otras proteinas (Hyl1, Serrate), con el fin de estabilizar al RNA en
una estructura tipo tallo-asa, para dar posteriormente lugar al pri-microRNA. Este pri-microRNA es
sometido a una segunda ronda de procesamiento por el mismo complejo para generar un duplex de
RNA de aproximadamente 21 — 22 nucle6tidos que posee un extremo 5' fosfato (marca de corte por
una RNAsa lll) y dos nucleétidos colgantes en los extremos 3' de cada cadena. Posteriormente este
dsRNA es sometido a una reaccion de metilacién (dependiente de Hen1) en los extremos 3', que, se
supone, le dan mayor estabilidad durante el transporte a citoplasma — siguiente paso en la via de
microRNAs mediado por la proteina Hasty mediante la hidrolisis de GTP, permitiendo asi su
asociacién al complejo RISC (Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA), el cual favorecera su
apareamiento con su RNA mensajero blanco, para provocar posteriormente su silenciamiento a través
de la inhibicion traduccional (si el apareamiento entre el microRNA y el mRNA mensajero es
incompleto) o para promover su corte (a través de Argonauta 1, si el apareamiento es extensivo) y
posterior degradacién. Este mecanismo proporciona una via adicional por la cual la célula es capaz



de modular finamente su respuesta a diversos estimulos tanto internos como externos para lograr asi
un desarrollo y crecimiento normal y una adaptacion eficiente a una condicién determinada (Figura

14; revisado en Covarrubias y Reyes, 2009).
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Figura 14. Biogénesis y mecanismo de accién propuesto para microRNAs enddgenos en plantas, desde la
perspectiva de la respuesta a estrés por deficiencia de agua, provocado por condiciones de sequia o salinidad,
y que derivan en una respuesta al estrés. Las flechas rojas indican pasos en el proceso, mientras que la flecha

negra indica estimulacion. La linea interrumpida indica que existe una via de induccion de microRNAs
independiente de la transcripcion del gen MIR. (Modificado de Covarrubias y Reyes, 2009)

Recientemente se ha reportado el disefio de precursores que poseen microRNAs disefiados
ad hoc, para silenciar mensajeros de interés como una estrategia para generar mutaciones dirigidas.
La premisa de esta estrategia es la modificacion del precursor del microRNA en el sitio donde se
ubica el apareamiento (debido a la estructuracién secundaria) entre el microRNA y su secuencia
complementaria (microRNA*); la substitucibn de esta regiébn da como resultado, posterior al
procesamiento del precursor, a la produccion de miRNAs con la secuencia complementaria a los
genes de interés, provocando el sometimiento de sus mensajeros a silenciamiento postranscripcional.
Este mecanismo ha sido comprobado utilizando microRNAs artificiales (amiRNAs) que poseen como
blanco secuencias encontradas en virus y que, al ser introducidos en las plantas, pueden conferir
resistencia a la infeccion; y también han sido utilizados previamente en el laboratorio para generar
plantas transgénicas capaces de silenciar la produccién de las proteinas que constituyen el grupo
LEA 4 en Arabidopsis (Niu et al., 2006; Olvera-Carrillo, 2010). Estas caracteristicas presentan a esta
estrategia como una alternativa para disminuir o anular los niveles de alguna proteina de interés de
manera especifica y rapida, en particular en aquellos casos en los que no se disponga de mutantes
nulas para el gen de interés.



Arabidopsis thaliana como modelo in vivo.

Arabidopsis es una hierba que pertenece a la familia de las Brassicaceae, la cual es de facil
manutencién en el laboratorio bajo condiciones controladas debido a su tamafio pequeno y a que su
ciclo de vida es relativamente corto (es posible cosechar semilla madura en cinco semanas). Sus
flores son dioicas, y en condiciones naturales se autopolinizan, por lo que se pueden obtener plantas
homocigotas en pocas generaciones por la reduccion de la polinizacion cruzada. Una sola silicua
(vaina) de Arabidopsis puede producir de 30 a 50 semillas y se pueden obtener miles de ellas en una
planta en condiciones normales. Estas caracteristicas la convierten en la planta ideal para el

aislamiento y la caracterizacién genética de mutantes.

Es una planta diploide, posee 5 cromosomas y su genoma es relativamente pequerio,
aproximadamente 125 x 10 ° pb (pares de bases). Los ecotipos son lineas de laboratorio que han sido
obtenidas de diferentes sitios geogréaficos. Solo algunos de los 300 ecotipos son usados
rutinariamente para mutagénesis y mapeo molecular, entre los que se encuentran Landsberg erecta
(Ler), Columbia (Col), Niederzens (Nd) y Wassilewskija (Ws). A. thaliana tiene la capacidad de ser
infectada por Agrobacterium tumefaciens y facilmente pueden producirse plantas transgénicas
(revisado en Ditt et al., 2006), sin embargo también puede ser sometida a otras formas de
transformacioén estable o transitoria, como la biobalistica y la agroinfiltracion, respectivamente. Debido
a las facilidades anteriores, y considerando que los ensayos de limitacibn de agua estan bien
establecidos para realizarse en Arabidopsis, se eligié esta planta para analizar la participacion de las
proteinas de la familia 6 en la adaptacién de las plantas a condiciones de limitaciéon de agua.



JUSTIFICACION

Se desconoce aun la participacion de la familia LEA18 en la resistencia a déficit hidrico, por
tanto, son necesarios analisis de pérdida de funcién de esta familia, asi como andlisis de
sobreexpresién para dilucidar la funcién que tienen in vivo. El presente trabajo esta disefiado con el
fin de la generacion de mutantes para esta familia en la planta modelo Arabidopsis thaliana, y, en
consecuencia, poder analizar el fenotipo de las plantas que carezcan de LEA18. Estos datos aunados
a los obtenidos de plantas sobreexpresoras del gen pvlea-18, permitiran definir la participacion de
esta familia a condiciones de limitacion de agua, y asi poder asignarle — si la tuviese — una
importancia agronémica ya sea como marcador molecular de plantas resistentes, o con la finalidad
de producir plantas transgénicas agronémicamente mas productivas.

Por lo dicho arriba nos planteamos la siguiente hipotesis:

HIPOTESIS
Las proteinas LEA de la familia 6 de Arabidopsis thaliana participan en la adaptacién de las plantas a
condiciones con baja disponibilidad de agua.

OBJETIVOS

Objetivo General

Generacion y caracterizacién de un set de mutantes (sencillas, dobles o triples) para los genes que
codifican a proteinas pertenecientes a la familia 6 (LEA18 de proteinas LEA en Arabidopsis
thaliana.

Objetivos particulares:

|. Busqueda de mutantes que afecten la produccion de las proteinas de la familia 6 en
Arabidopsis, en colecciones de mutantes disponibles. En caso de existir las mutantes en los
genes de interés se caracterizaran para:
la. confirmar la presencia de la insercion;

Ib. determinar los niveles de los transcritos correspondientes .

Il. Generacién de mutantes en los genes en donde no se hayan detectado mutantes por insercion

o donde estas inserciones no interrumpan la produccién del transcrito.



lla. Generacién de mutantes mediante la estrategia de silenciamiento génico por

microRNAs artificiales .

llb. Disefio ad hoc de microRNAs artificiales que tengan como blanco genes para la

familia 6 de proteinas LEA en A. thaliana

llc. Introduccién de los precursores de los microRNAs artificiales en vectores binarios
para transformacién de plantas.

lld. Comprobacién del procesamiento de los microRNAs artificiales.

lla4. Generacién de plantas transgénicas conteniendo los precursores de los miRNAs

artificiales.

[Il. Caracterizacién de las plantas transgénicas generadas
llla. Procesamiento de microRNAs artificiales.
lllb. Silenciamiento de los genes enddgenos, blanco de amiRNAs.



MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Todas las plantas de Arabidopsis thaliana utilizadas en este trabajo pertenecen al ecotipo Columbia
(Col-0). Las semillas de plantas silvestres utilizadas fueron colectadas en diciembre del 2007, por lo
que se analiz6 su viabilidad en medio Murashige & Skoog (MS, que contiene mezcla de sales MS
0.43%, sacarosa 1%, MES (4cido 2-(N-morfolino)etanesulfénico) 0.5% y agar al 0.65% (medio s6lido),
Toshio et al., 1962), sin antibi6tico. Todas las semillas fueron esterilizadas con solucién de etanol al
100% por dos minutos, en seguida con una solucion de cloro 40%, tritdn 0.02% por 10 minutos, y
finalmente, seis lavados subsecuentes con agua milliQ® estéril; después de este tratamiento, las
semillas se resuspenden en una solucion estéril de agarosa 0.1% para su sembrado. Las semillas
sembradas (de 25 a 100 por caja) se incubaron por 2 — 2.5 semanas en un cuarto de crecimiento en
condiciones constantes de temperatura (24°C), fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad, con
una intensidad luminosa de 68-78 mmol'm®:s™ y un 30% de humedad. Las plantulas de dos semanas
de edad se transplantaron a sustrato Metromix® y se incubaron bajo condiciones ambientales
controladas (fotoperiodo 16 horas luz, 8 oscuridad, temperatura media 25°C, 35% humedad y con
intensidad luminosa variable 50 mmol-m®-s”); y se regaron tres dias a la semana (dos veces con
agua estéril, y una vez con solucién nutritiva (KNOs 0.005 M, KH2PO. 0.0025 M pH 5.6, MgSO. 0.002
M, Ca(NQOs)2 0.002 M, Fe.EDTA 2x10° M, y micronutrientes HsBOs, CuSQO4, NaMoOs, CoClz, MnClz,
ZnS0., NaCl)). Cuando llegaron a una edad determinada (de acuerdo al tipo de experimento) se
colecto tejido y se congeld en N: liquido y se almacen6 a -70°C hasta su posterior procesamiento; o

bien, se recolecté semilla para mantener las lineas.

Extraccion de DNA gendmico.

Con el fin de identificar la presencia de las inserciones en las posibles lineas mutantes
obtenidas de los bancos de mutantes, se extrajo DNA gendémico utilizando el protocolo de extraccion
rapida como se describe en seguida. El tejido almacenado (50 — 500 mg) a -70°C, se pulverizé en
presencia de nitrégeno liquido y se transfirid a un tubo eppendorf de 1.5 ml en donde se afadieron
200 — 500 ml de buffer de extraccion (Tris-HCI 200 mM pH7.5, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, SDS
0.5%), para homogeneizar el tejido. Posteriormente, la mezcla se centrifugé a 13000 rpm por 1
minuto y se recuperd el sobrenadante el cual se mezclé con un volumen igual de isopropanol
absoluto, y se dejé a temperatura ambiente por 10 minutos para precipitar el DNA; después se
centrifugd 5 minutos y la pastilla de DNA se lav6 dos veces con etanol al 75%, para después dejarse
secar y resuspenderse en buffer TE (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM) 1X. Este método permite



de una manera rapida obtener DNA con suficiente calidad para reacciones en cadena de la

polimerasa.

Analisis bioinformaticos

Para los diferentes analisis, se consultaron las bases de datos citadas en la secciéon de
RESULTADOQOS, y en cada caso se siguieron las instrucciones correspondientes para la aplicacién de
cada uno de los algoritmos.

Amplificaciones por PCR

Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se llevaron a cabo utilizando el buffer: Tris
200 mM pH 8.4, KCI 500 mM), MgCl. 20 mM, una mezcla 10 mM de dNTPs (dATP, dCTP, dTTP,
dGTP), 25 mM de oligonucleétidos sentido (F) y antisentido (R), la enzima Taq polimerasa (10% por
reaccion), la cual fue purificada en el laboratorio y, el templado que se indique para cada experimento.
Los termocicladores usados: Mastercycler personal, Eppendorf ® para las reacciones a una sola
temperatura de hibridacion, y PTC-200 Pelter Thermal Cycler, Alpha Unit ® en el caso de analisis en
gradiente. El programa utilizado fue: 1. 94°C x 2 min, 2. 94°C x 30s, 3. la Tm y el tiempo se ajusté de
acuerdo a la Tm de los oligonucleétidos usados y al tamafno del fragmento a amplificar (Tabla 1), 4.
72°C x 30s, y 5. 72°C x 2 min; del paso 2 al paso 4 se llevaron a cabo multiples ciclos para
amplificacién, que fueron desde 20 hasta 34 (dependiendo del experimento). Los fragmentos
obtenidos se verificaron por electroforesis en geles de agarosa (1.5 — 2%) utilizando como buffer de
corrida al buffer TAE 1% (Tris base 24%, acido acético 5.7%, EDTA 0.8 M pH 8.0) y una corriente de
100 V por 30min; al final de la corrida los geles se tifieron con 10 mM de bromuro de etidio. Las
fotografias de los geles fueron tomadas con una camara GE® ImageQuant 300 y procesadas por el
programa del fabricante ImageQuant para la cuantificacion de bandas en una computadora Dell con
Windows XP profesional.



NUmero de oligo Clave Secuencia ™ USO
4044 MIR110-120A-F | GAT AGA TCT TGA TCT GAC GAT GGA AGC CCA AGG CGT CCA AGA GCC TACATG | 78.3 Genera amiRLEA18a junto con 4045
4045 MIR110-120A-R TGA CCC GGG ATG CCC AAG GCC ACC AAG AGC CTA GAA GAG TAA AAG CC 78.63 Genera amiRLEA18a junto con 4044
4046 MIR110-120B-F | GAT AGA TCT TGA TCT GAC GAT GGA AGC ACC GAT GCA CCC ACT CCT TCC ATG 78.3 Genera amiRLEA18B junto con 4047
4047 MIR110-120B-R TGA CCC GGG ATG CAC CGA TGG TCC CAC TCC TTC GAA GAG TAA AAG CC 78.63 Genera amiRLEA18B junto con 4046
6007 miRLEA183F | GAT AGA TCT TGA TCT GAC GAT GGA AGG CGG CAC AAC CCT CGC ACC GACATG | 79.42 Genera amiRLEA183 junto con 6008
6008 miRLEA183R TGA CCC GGG ATG GCG GCA CAA CCG ACG CAC CGA GAA GAG TAA AAG CC 80.07 Genera amiRLEA183 junto con 6007
4038 AtLEA181F+ GCA AGT GTA AAC CTC TCA CGG GCA AGC 71.76 Amplifica el gen AtLEA18-1 junto con 4039
4039 AtLEA181R- CGC ATC GGT AGA AGA AAG ATC CGT GC 70.62 Amplifica el gen AtLEA18-1 junto con 4038
4040 AtLEA182F+ CAA CGA CGG AGA AGA AAA CGG AGC AAG 70.5 Amplifica el gen AtLEA18-2 junto con 4041
4041 AtLEA182R- GGG TTT GTT TTC CGA CGA TCC ACA AAA CCC 71.33 Amplifica el gen AtLEA18-2 junto con 4040
4042 AtLEA183F+ CCC TCC GCC ATA GAT TCC GCT AAC C 72.1 Amplifica el gen AtLEA18-.3 junto con 4043
4043 AtLEA183R- GTT GCA AGA TGG CCA AAA TCC CTT GC 69.31 AmiJIifica el gen AtLEA18-3 junto con 4042
1471 SALK-LBb1F AGT TGC AGC AAG CGG TCC ACG C 71.18 Amplifica parte del extremo izquierdo de T-DNA
1048 SALK_LBb1R GCG TGG ACC CGTTGC TGC AAC T 71.18 | Amplifica parte del extremo izquierdo de T-DNA
1281 miR159a*as TGT TTG AAC TTT AAG GAG CTC 61.64 Sonda para detectar a miR159*
1282 miRL18A*as TGT AGG CTC TTG GAC GCC TIG 68.12 Sonda para detectar a miRLEA18a*
1283 miRL18B*as TGG AAG GAG TGG GTG CAT CGG 59.74 Sonda para detectar a miRLEA18B3*

Tabla 1. Oligonucleoétidos utilizados en el presente trabajo. En esta tabla se indica el nombre, la secuencia, la
temperatura media de hibridacion, el uso que se le did, y el nUmero como aparece en la base de datos de
oligonucleoétidos del IBt- UNAM.

Experimentos de restriccion, ligacion, recombinacion.

Tanto los experimentos de restriccidn como de ligacion, se llevaron a cabo en un volumen final
de 10 ul. En los experimentos de restriccidon se utilizé buffer universal TA de restriccion (Tris-acetato
220 mM pH7.8, acetato de potasio 660 mM, acetato de magnesio 100 mM y 5 mM del agente
reductor DTT (ditiotreitol)) diluido al 1x por cada volumen de enzima utilizada, es decir 1x por 1 ul de
enzima, 2x por 2 ul de enzima (en el caso de que se requiriera hacer una digestién doble), y una
concentracion de templado entre 100 y 200 ng para hacer digestion de vectores. Las reacciones de
restriccion se llevaron a cabo a 37°C durante 1 hora, y posteriormente se observo la digestion en un
gel de agarosa-TAE, 1.5%. Las enzimas de restriccion utilizadas en este trabajo fueron Xmal, Bglll,
Sacl, BstB1 y Xhol. Posterior a la reaccion se limpiaron los acidos nucleicos resultantes mediante el
método de fenol-cloroformo.

En el caso de las reacciones de ligamiento, se llevaron a cabo en un volumen de 10 ml, se
uutilizé 1 ul de la enzima T4 DNA ligasa, 1 ul de buffer T4 (Fermentas) que contiene ATP, y con una

concentracion del fragmento a insertar + vector cortado, de acuerdo a la siguiente formula:

proporcidn
ng devectorx tamafioinsertoen kb  insertowvector
eh radio molar:
3:1 en todas

=ng deinserto

tamafio vectoren ki

La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante 2 horas, posteriormente se
transformaron 50 ul de bacterias electrocompetentes de la cepa DH5a mediante electroporacién (1
pulso de 2500 V con un electroporador Gene Pulser Il de BioRad ® durante 8-10 mseg) con 1 ul de



la reaccidn de ligacion. Las colonias transformadas se recuperaron en 200 ul de medio SOC (Bacto-
triptona 20 g/l, extracto de bacto-levadura 5 g/l, NaCl 0.5 g/I, KCI 1 M, 2.5 ml/l) durante 1 hora a 37°C
con agitacién constante. Posteriormente, las bacterias se sembraron cajas Petri conteniendo medio
LB solido (Bacto-triptona 10 g/l, extracto de bacto-levadura 5 g/l, NaCl 5 g/l, NaOH 1 M 0.5 ml/l y agar
15 g/l) con el antibiético de seleccion (kanamicina o espectinomicina a 50 mg/ml) y se crecieron
durante 24 horas a 37°C para analizar el nimero y la viabilidad de las colonias formadas. Para
verificar la construccion se llevé a cabo una reaccién de PCR, como se mencion6 en la seccion
anterior, utilizando directamente colonias bacterianas recuperadas tras la transformacion. Las
colonias sometidas a PCR se resembraron con los residuos que quedan en el asa bacteriolégica en

una nueva caja Petri para conservar la colonia.

Clonacion por recombinacion

En estos casos la reaccion se llevo a cabo en un volumen total de 5 ul, con 1 ul de la enzima
LR clonasa I, 1 ul del buffer LR clonasa (Fermentas) y el volumen restante con una relacién 3:1 del
vector de origen: vector de destino (100 ng pENTR: 30 ng pBA o 100 ng pENTR : 20 ng pK2). La
reaccion se incub6 a 37°C durante 1 hora. Posteriormente, se transformaron bacterias
quimiocompetentes TopTen Invitrogen® mediante el método de transformacién quimica (200 ul de
bacterias TopTen ® se colocaron en presencia de 1 ul de reaccion de recombinacién y posteriormente
se colocaron en hielo durante 30 min, pasado este tiempo se les dio un choque térmico a 42°C de 30
segundos y se dejaron recuperar en medio SOC durante 1 hora a 37°C con agitacion, finalmente
fueron sembradas en cajas Petri conteniendo medio LB sélido y los antibiéticos de seleccion. Se
incubaron durante 24 horas después de lo cual se analizaron por PCR para verificar la reaccién de

recombinacion.

Transformacion transitoria en Nicotiana benthamiana.

Los vectores se purificaron mediante el Kit GeneJET Plasmid Miniprep Kit de Fermentas ®
utilizando las recomendaciones del proveedor. El vector resultante fue cuantificado utilizando un
espectrofotémetro ND-1000 de NanoDrop ® y se enviaron 70 a 100 ng totales a la unidad de

secuenciacioén del IBt para su verificacion.

Una vez verificados los productos de la recombinacién, se transformaron bacterias
electrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens cepa C58 mediante el protocolo descrito
anteriormente. La recuperacién de las bacterias se llevdé a cabo durante 2 horas a temperatura

ambiente sin agitacion, se sembraron en medio LB con rifampicina + antibiético de seleccién y se



crecieron durante 2 dias a 28°C. Posteriormente se analizaron las colonias mediante PCR a partir de
colonias aisladas; de los candidatos positivos se extrajo plasmido para verificarlo por secuencia.

Una vez comprobada la insercion, se procedié a la agroinfiltracién. La colonia seleccionada se
inoculé6 en 50ml LB liquido conteniendo los antibidticos de seleccion, y se incub6 a 28°C con
agitacion, durante 2 dias, o hasta que la densidad éptica (OD) tuviera un valor entre 1.2 y 1.5. Las
bacterias crecidas fueron resuspendidas en una solucion 10 mM MgClz y 75 ml de acetosiringona 100
mM en un volumen de 50 ml. Las plantas de N. benthamiana de 4 semanas de edad se sacaron del
cuarto de crecimiento, se dejaron 3 horas a luz baja y, posteriormente, y se infiltraron las superficies
abaxiales de 5 hojas con la solucién de bacterias conteniendo cada una de las construcciones de
interés. Este procedimiento se llevd a cabo utilizando una jeringa de 3ml hasta observar la hoja
completamente humedecida y sin dafarla demasiado; al finalizar, las plantas se incubaron en el
cuarto de crecimiento durante dos dias, después de lo cual se tomaron las hojas infiltradas (que
estaban marcadas), asi como hojas donde no se realiz6 la infiltracién (como control) y se extrajo RNA
con el método de Trizol ® siguiendo las instrucciones del proveedor.

Experimentos tipo Northern para detectar microRNAs.

Con el RNA obtenido se procedi6 a la realizacion de un experimento tipo Northern para
detectar los microRNAs; para ello se tomaron 5 mg de RNA total, y se separaron en un gel de 15%
poliacrilamida (acrilamida 16:2 bis-acrilamida), 8M urea y TBE 1% a 20 mA durante 45 minutos
usando TBE 1% como buffer de corrida y un buffer de muestra que contiene 1% bromofenol, 1%
xilencianol, 5% EDTA 0.5M y 93% formamida. Al término de la electroforesis, el RNA se transfiri6 a
una membrana de nylon cargada positivamente (Hybond-N* Amersham Biosciences ®) utilizando un
aparato para transferencia en semiseco (Owl ®) durante 35min a 100mA utilizando 0.5x TBE como
buffer de transferencia. EI RNA se fij6 a la membrana mediante pulsos de luz ultravioleta, 3 pulsos
automaticos de entrecruzamiento (UV stratalinker 1800, Stratagene®) y, posteriormente, se pre-
hibridé durante 30 minutos en 10 ml de solucién de hibidacién (Ambion, Ultrahyb-Oligo ®), después
de lo cual se hibrid6 con oligonucle6tidos marcados en el extremo 5' con fésforo radioactivo (ver
abajo) durante toda la noche a 42°C en un horno de hibridacién Techne Hibridiser HD-10 ®. Al dia
siguiente, la membrana se lavé 2 veces con una solucién 0.1% SDS / SSC 2X (NaCl, citrato de sodio,
y HCI para ajustar a pH 7), y se expuso en una pelicula sensible a is6topos inestables de fésforo
(Phosphorimager Amershan Biosciences ®) durante 24 horas, después se revel6 en un escanner
(Typhoon, GE Healthcare ®) para detectar los productos de la hibridacién. Después de revelar, la
sonda unida al RNA fue removida mediante 2 lavados con solucién 0.1X SSC / 0.1% SDS durante 1

minuto en horno de microondas a maxima potencia y 15 min en agitacién, posteriormente se acerco



un contador de centelleo (Geiger) para asegurarse que no hubiera sonda unida. En algunos casos se
expuso de nuevo la membrana para asegurarse que no hubiese sonda unida; sin embargo, en
algunas membranas, la sefal fue tan intensa, que no se pudo eliminar la sonda. Las membranas en

las que se logro eliminar la marca radioactiva se reutilizaron para hibridar con alguna otra sonda.

Marcaje de oligonucledtidos con yP*-ATP

Las sondas anteriormente mencionadas se prepararon utilizando oligonucleétidos
complementarios a la secuencia de interés (Ver tabla 1 de oligonucleétidos) marcados en su extremo
5' con 3 ul de yP*-ATP utilizando la enzima cinasa de polinucledtidos T4 1 ul de la reaccidn, su buffer
1 ul, y 10 pmol del oligonucleétido en un volumen final de 10 ml, durante 1 hora a 37°C, al final se
elimin6 el ATP no unido a DNA mediante columnas de purificacion de acidos nucleicos marcados mini
Quick Spin Oligo Columns (Roche Applied Science ®) siguiendo las instrucciones del proveedor. La
efectividad del intercambio por el fosfato radioactivo se determiné utilizando un contador de centelleo
(CountProbe) midiendo la cantidad de radioactividad (cuentas por minuto) incorporads a los acidos
nucléicos (después de la purificacién por columna), restada por la cantidad de cuentas por minuto
totales agregadas; solamente se aceptaron incorporaciones de P* mayores al 30%.

Transformacion estable de Arabidopsis thaliana.

El método de transformacién de A. thaliana mediada por Agrobacterium tumefaciens, se
realiz6 de acuerdo al protocolo descrito por Clough y Bent (1998); sin embargo, debido a que la
eficiencia de transformacién obtenida fue muy baja, se decidié modificar los siguientes parametros:

— El contenido del detergente Silwet-L77 en la solucion donde se resuspende Agrobacterium

que inicialmente fue de 500 ml, se modificé a 200 ml.

— Las plantas a transformar se podaron 4 dias antes de la transformacion de tal forma que asi

se obtuvieron plantas con flores abiertas y muchos botones florales, en lugar de podar con 2

dias de anticipacion, lo que producia pocos botones florales.

— El tiempo de exposicion de las plantas a las bacterias se cambi6 de 10 min y 5 min en vacio —
como fijaba el protocolo —a 15 seg y se eliminé la aplicacion de vacio.

Con excepcion de lo anterior, los demas parametros permanecieron iguales, y con ello se
obtuvieron buenas eficiencias de transformacion (ver resultados). Después del proceso de
transformacion, las plantas se dejaron horizontalmente durante 2 dias en oscuridad y, posteriormente,

se regresaron a su posicion original y se incubaron en cuartos de crecimiento con ambientes



controlado y bajo un riego éptimo (ver arriba). Dos semanas después se colecté la primer cosecha y

de alli se seleccionaron las semillas transformantes.

Experimentos de PCR acoplados a una reaccion de sintesis de cDNA con transcriptasa reversa (RT-
PCR)

Para los experimentos de RT-PCR se utilizé 1 ug de RNA total de las lineas a analizar y se
sometié a una reaccion de amplificacion utilizando SuperScript Reverse Transcriptase Il (Invitrogen
®) para obtener el DNA complementario (cDNA) utilizando un oligonucleétido de timinas (oligo dT)
para amplificar los transcritos que poseyeran poli-A en su extremo 3’; a la reaccion se le anadieron
dNTPs, buffer “First strand” (Invitrogen ®), DTT y el inhibidor de RNAsas RNAseOQOUT (Invitrogen ®).
La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 10 ul y, después de desnaturalizar el RNA en
presencia del oligo dT y de los dNTPs a 65°C, se afnadieron los demas componentes y se incubd
durante 1 hora a 50°C, el cDNA producido se analiz6 mediante PCR, ya sea en forma estandar o
semi-cuantitativa (utilizando 0.5 y 1 mg de RNA total, y amplificando la reacciéon de PCR a 20, 25y 30
ciclos).

Experimentos tipo Northern

El RNA total de las lineas a analizar se obtuvo por el método de Trizol ® y se separd por
electroforesis en gel de agarosa 1.5%, disuelta en buffer MAE (MOPS (acido 1-(N-
morfolino)propanesulfénico) 0.2 M, acetado de sodio 50 mM, EDTA-NaOH al 1%, 10 mM pH 7) y 6%
v/v de formaldehido 12.3M. Antes de cargarlo en el gel, el RNA se desnaturalizé a 65°C por 5 min; se
cargaron 10-15 mg de RNA total disuelto en el “buffer de muestra” 1.25X (55%, formamida
desionizada 20% formaldehido, 12.5% MAE 10X, 10% glicerol 80% y 4% de azul de bromofenol. La
electroforesis se llevd a cabo durante 2 horas a 70 V en buffer de corrida MAE 1X. Posterior a la
electroforesis, el RNA fue transferido a una membrana de nylon cargada positivamente (Amersham
biosciences ®) mediante el método de transferencia estandar por capilaridad. Para ello se coloco el
gel encima de papeles filtro Whatman 3MM ®, los cuales estaban comunicados con solucion de
transferencia (SSC 10X), arriba del gel se colocé la membrana de nylon y, arriba de ella, 3 trozos del
mismo tamafo de papel filtro 3MM, seguidos de una torre de papel de ~10 cm, sobre lo cual se
colocd un peso aproximado de 300 g. La transferencia se llevd a cabo toda la noche y al dia
siguiente, el RNA se fij6 a la membrana por entrecruzamiento mediante pulsos de luz ultravioleta,
para posteriormente envolverlo en papel y reforzar la fijacién durante 30 min a 80°C. Asi la membrana
esta lista para someterla al proceso de hibridacién con sondas complementarias a las secuencias de
interés, en las que las citosinas estan marcadas radioactivamente con **P(ver abajo). Para ello, la



membrana se pre-hibridé durante 30 min bajo condiciones de alta severidad con solucién PSE (3ml
fosfato sodico pH7.2 1M, 7ml SDS 10%, 20ul EDTA 0.5M) 1X y, posteriormente, se afadié la sonda
radioactiva la cual se incubé con el RNA transferido y fijado en la membrana a 65°C durante 12 horas
a 65°C en un horno de hibridacién Techne Hibridiser HD-10 ®. Al dia siguiente, la membrana se lavo
2 veces con una solucién 0.1% SDS / SSC 2X (NaCl, citrato de sodio, y HCI para ajustar a pH 7), y se
expuso en una pelicula sensible a isétopos inestables defésforo (Phosphorimager Amershan
Biosciences ®) durante 24 horas, después se reveld en un escanner (Typhoon, GE Healthcare ®)
para detectar los productos de la hibridacién.

Marcaje de las sondas con [aP*]dCTP

El fragmento de DNA a marcar (50-100 ng) se mezclé6 con 2 ml de una mezcla de
hexanucle6tidos con secuencias al azar, 0.5 ml de los oligonucleétidos usados en la PCR, y se
desnaturaliza por hervor. Después de ello se lleva a cabo la reaccion de polimerizacion utilizando 1 ml
del fragmento Klenow de la Polimerasa | (Fermentas ®), mas 25 ml de buffer de reaccion, 2.5 ml
dNTPs sin dCTP, 2.5 ml de albimina sérica bovina (BSA), y 3 ml de [aP*]dCTP, en un volumen final
de 25 ml, lo cual se incuba a 37°C durante 1 hora. Pasado este tiempo se anadieron 2 ml de
glucoégeno, 0.1 volumenes de acetato de sodio 3 M, y 2.5 voliumenes de etanol absoluto con el fin de
precipitar el DNA y eliminar los deoxinuce6tidos marcados libres; al dia siguiente se centrifugé y la
pastilla se lavé 2 veces con etanol 75% y se resuspendié en agua milliQ. Se midié la incorporacion de
nucledtidos radioactivos mediante contador de centelleo (como se describié anteriormente) y
solamente se aceptaron incorporaciones mayores al 30%. La sonda marcada fue agregada a la
solucién PSE 1X y se llevé a cabo el experimento de hibridacion.



RESULTADOS

Objetivo |

Busqueda de mutantes para los genes A{LEA18-1, AILEA18-2y AtLEA18-3

Con la finalidad de conseguir mutantes que estuvieran afectadas en los diferentes genes de la
familia 6 de Arabidopsis se procedié a la busqueda de mutaciones puntuales (polimorfismos) y de
mutantes por insercion para cada uno en las bases de datos de colecciones publicas de Arabidopsis
en TAIR (www.arabidopsis.org). Preferencialmente, se seleccionaron aquellas lineas que tuvieran
alguna mutacién por insercién de T-DNA (DNA Transferido) en los exones de alguno de los genes de
interés — que estuviera interrumpiendo su transcripcion — considerando también su disponibilidad. Asi
las lineas seleccionadas fueron las siguientes:

- GK-018H10.01, proveniente del Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC), identificada por
la localizacién de la insercion cercana al exon del gen AtLEA18-1

- FLAG_211EO07, de la Station de Génétique et Amélioration des Plantes del Institut Jean-Pierre
Bourgin, identificada por su localizacién cercana al exén del gen AtLEA18-2;y

- SALK_018685C, del Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC), por su localizacion
dentro del ex6n del gen AtLEA18-3.

Posteriormente se realizé un andlisis bioinformatico en la base de datos de TAIR para localizar
el sitio exacto de las diferentes inserciones en cada una de las lineas seleccionadas con los

siguientes resultados (Figura 15):
— La linea GK_018H10.01 tiene una insercién de T-DNA dentro de la region 5" UTR del locus
At2923110, orientada de forma tal que el “Left Border” (LB) del T-DNA se encuentra hacia el

extremo 5' del gen.

— La insercion del T-DNA en la linea FLAG_211EQ7 se encuentra en la regién 3' UTR del locus
At29g23120 con el LB hacia el extremo 5'.

— La linea SALK_018685C posee una insercion de T-DNA que se ubica cerca de la regién



central del exdn del locus At2g33690 con la region LB hacia el extremo 3' del gen, por lo que,
a diferencia de las otras mutantes, en ésta es altamente probable que no se produzca la
proteina.

5 ALLEATB-1 b
A —

> kb

AtLEA18-2
— — . —
\ 0.25kb / / A\

>4kb
AtLEA18-3

T 2w /——\-"""/

» Akl

Figura 15: Mapa de las posibles inserciones para los tres genes pertenecientes a LEA18 en Arabidopsis. En
lineas rojas se representa la insercion de aproximadamente 4 kilopares de bases (Kb) asi como su orientacion
de insercion (borde izquierdo: base de flecha, borde derecho: punta de flecha); el marco abierto de lectura esta
representado en azul y en verde se representan las zonas 5 y 3' no traducidas. Se afiade el tamafio aproximado

de la zona codificante y la insercion.

Cabe mencionar que durante el analisis de los sitios de insercion del T-DNA se encontrd que
existia un locus predicho (At2g23118) que poseia su exon a escasos 17 nucleétidos rio arriba de la
region 5' UTR del gen AtLEA18-2; sin embargo, no se consideré puesto que es probable que sea
producto de un error de prediccion de genes (Ver discusién).

Caracterizacion de las lineas mutantes

Siguiente a la llegada de las lineas ordenadas, y con la finalidad de analizar su viabilidad y
reproducir las semillas, se sembraron las semillas en medio MS sélido sin antibiético, en cantidades
dependientes del numero de las semillas recibidas (aproximadamente 100 para la linea
FLAG_211E07, 50 para GK_018H10 y 16 SALK_018685C). Las lineas FLAG_211E07 y GK_018H10
presentaron una elevada viabilidad determinada por el porcentaje de germinacion de la semilla
(alrededor del 80%); en tanto que la linea SALK 018685C presentdé un bajo porcentaje de
germinacion (31%). En el caso de la linea FLAG_211E07 se detecté una alta supervivencia de la
plantula al trasplante (100%) con resultados similares para el caso de GK_018H10; no asi con la linea
SALK_018685C que presentd una supervivencia durante el trasplante de, aproximadamente, 50%

Posteriormente se analiz6 la resistencia al antibidtico conferida por la introduccion de un gen

para seleccién que esta contenido dentro del fragmento del T-DNA que es el que se inserta en el



genoma de la planta. En el caso de las semillas derivadas de las lineas FLAG_211E07 y
SALK_018685C, éstas debieran presentar resistencia a kanamicina, mientras que en el caso de la
linea GK_018H10 la insercion contiene el gen de resistencia a sulfadiazina. Las semillas provenientes
de las lineas resistentes a kanamicina fueron sembradas en cajas Petri con medio MS sdélido
conteniendo este antibidtico en una concentracién estandarizada para la selecciéon de estas plantas
(50 mg/ml), la cual permite la seleccion de las plantulas resistentes sin que se observe algun efecto
adverso aparente sobre el crecimiento de éstas. Este antibidtico — miembro de la familia de
aminoglucésidos — afecta la subunidad ribosomal 40S, lo que induce errores de lectura por parte del
aminoacil-tRNA, de tal manera que, en lugar de reconocer a un coddn primario (que generalmente es
CUA) como tal, lo reconoce como coddn de término y, de esta manera, provoca la generacion de
proteinas truncadas. En tanto que, la linea GK_018H10 fue sembrada en medio MS a distintas
concentraciones de sulfadiazina, la cual afecta la sintesis de &cido félico. La concentracion utilizada
también fue de 50 mg/ml. El andlisis de supervivencia en presencia de los antibiéticos de seleccién
mostré que la linea SALK_018685C no era resistente a kanamicina, lo cual sugiri6 la pérdida de una
forma funcional de este gen, aunque no necesariamente implicaba que esta linea careciera de la

insercion del T-DNA (Ver discusion).

Confirmacion de la insercion en las lineas mutantes.

Puesto que sélo para la linea mutante SALK_018685C, en donde presuntamente el gen
AtLEA18-3 estaba interrumpido, se contaba con la informacién completa sobre la localizacién de la
insercion del T-DNA, se decidié caracterizar a esta linea por PCR con el fin de amplificar la region
comprendida entre uno de los extremos de la insercion del T-DNA y uno de los extremos del gen, y
con ello determinar si la insercién realmente estaba interrumpiendo el gen de interés. Para este fin, se
disenaron los oligonucleétidos correspondientes que permitieran amplificar un fragmento conteniendo
el sitio de la insercién del T-DNA (ver figura 15), el cual a su vez contendria un fragmento del T-DNA
unido a una region del gen. Los oligonucleétidos fueron disefiados utilizando el programa de libre
acceso “Primer-BLAST” (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) que, como su nombre lo indica, es
un programa que combina el programa comparador de secuencias “BLAST” con el programa para
disefio de “iniciadores” (de primer en inglés) “Primer 3”. Este programa permite disenar
oligonucledtidos de diversas longitudes manteniendo una relacion éptima de guaninas y citosinas de
tal manera que las temperaturas de fusién (Tm) entre ellos no varie mas de 5°C para que ello permita
realizar el experimento bajo temperaturas de hibridacion éptimas para ambos oligonucle6tidos.

Los oligonuclettidos fueron sintetizados en la unidad de sintesis de oligonucleétidos del
Instituto de Biotecnologia (UNAM), e inmediatamente a su recepcion fueron separados y conservados



en alicuotas. La PCR se llevo a cabo utilizando DNA obtenido de la linea mutante SALK_018685C
con los oligonucledétidos respectivos como se describe en Materiales y métodos. Como resultado de
esta reaccion se obtuvo un fragmento de aproximadamente 700 pb (Figura 16), el cual no
corresponde al tamarfio esperado de acuerdo al andlisis informatico que predecia un fragmento de
300 nucledtidos, lo que sugiere que aunque la insercibn no se encuentra en el sitio previamente
localizado por SALK (Figura 16), asi es posible concluir que posiblemente esta afectando la expresion
del gen A{LEA18-3 pues de acuerdo a la localizacion de los oligonucleétidos utilizados en esta

amplificacién la insercion estaria localizada en la regién promotora.
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Figura 16. Prueba de amplificacién de regiones genémicas con el fin de identificar inserciones en lalinea
SALK_018685C. F y R indican el uso de oligonucleétidos sentido (F) y antisentido (R) para determinar la
direccién de la insercion (oligo del gen — oligo de la insercidn). Se observa la amplificacion de un fragmento de
aproximadamente 700 nucleétidos, tamano diferente al esperado con esa combinacién de oligonucleétidos. De
igual manera se incluye el esquema de la zona afectada por la insercion predicha (parte superior) y la posible
prediccion después del experimento (inferior); las pequenas lineas moradas indican la localizacion de los
oligonucleotidos y también se indica el tamafo esperado.

En el caso de las otras dos lineas supuestamente mutantes (para los genes AtLEA18-1 y
AtLEA18-2, para las cudles no se poseia la secuencia de la insercién, no se pudo realizar el mismo
experimento; por otro lado, se podia observar indirectamente la presencia de la insercién en la zona
predicha por las bases de datos mediante la amplificacién utilizando oligonucleétidos disefiados para
la zona del gen, y que flanquearan el posible sitio de insercion, es decir si la insercidn queda en
medio de las regiones de apareamiento de los dos oligonucleétidos, la amplificacién se vera afectada
debido al tamafio de la insercion, esto de acuerdo a la l6gica de que el tiempo utilizado para la
amplificacién de un fragmento de 1000 pares de bases por la enzima Taq polimerasa es de 30
segundos (Ver materiales y métodos), y si la insercion esta presente, sus mas de 4000 pares de
bases impiden que en 30 segundos de reaccion enzimatica sea posible observar un producto de
amplificacién; en cambio, si la insercion esta ausente, amplificaremos la regién comprendida entre
ambos oligonucleoétidos del gen, en un tamano esperado. Estos resultados son mostrados en la figura

17, en los cuales se confirma que la insercién esta presente para la mutante correspondiente a



AtLEA18-1, y no asi para AtLEA18-2. Consistente con los datos presentados en la seccién
Caracterizacion de las mutantes, se descarta que el producto de amplificacion observado en
AtLEA18-2 (Figura 17) sea consecuencia de que las lineas no sean homocigas debido a que las
semillas respondieron positivamente a la seleccion por antibiético (Ver discusién). Por ultimo, para el
caso de AtLEA18-3, la amplificacién de la region del gen confirma los datos obtenidos en el
experimento anterior que sugerian que la inserciéon se encuentra fuera del sitio predicho (comparar
figura 16y 17).
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Figura 17. Amplificacién las regiones gendmicas para los 3 genes de la familia. En la parte superior se
observan los mapas de las inserciones de esta region y las lineas moradas representan los sitios de
apareamiento de los oligonucle6tidos usados en este experimento. En la parte inferior se presentan los
resultados de la amplificacion de los genes y el control de muestra (elF4A). Se observa que la amplificacion en
AtLEA18-1 esta ausente debido a la presencia de la insercidn, y no asi en las otras lineas (ver resultados).

Confirmacion de la ausencia de transcrito correspondiente

Para confirmar los datos descritos arriba se decidid determinar si los transcritos
correspondientes a los genes de interés estaban presentes 0 no en estas lineas mutantes. Para ello
se realizaron experimentos de RT-PCR. como se describe en la seccion de Materiales y métodos.

Para obtener el RNA que se usaria en los experimentos tipo Northern, se recolecté tejido de
cada mutante en condiciones de irrigacion oOptima y/o de déficit hidrico, asi como de plantas
silvestres. Para la deteccion del transcrito del gen AfLEA18-1 se obtuvo RNA total de hojas a partir de
plantas sometidas a deshidratacion por medio de camara humeda hasta que perdieran entre el 40 y
50% de agua; para la del transcrito del gen AtLEA18-2, el RNA se obtuvo de plantulas de 3 semanas
de edad; y para la deteccién del transcrito del gen A{LEA18-3 se purific6 RNA de flores (ver
antecedentes). Estos tejidos después de ser colectados se congelaron inmediatamente con nitrégeno
liquido y se almacenaron para su uso posterior. Dias después fueron macerados y homogenizados
con el reactante Trizol con el fin de obtener el RNA total (Ver Materiales y métodos para mayor
detalle).Se utilizé6 1 microgramo de RNA total para llevar a cabo la reaccidén de transcripcion reversa y



posteriormente 1 microlitro de esta reaccion final para la PCR (ver Materiales y métodos).

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 18 en la que se puede observar que,
tanto el gen AtLEA18-2 como el gen AtLEA18-3 se acumulan en cantidades considerables en las
lineas obtenidas como mutantes en estos genes, con respecto al control; no asi para el gen AtLEA18-
1 que, mientras que su acumulacion es notable en plantas silvestres, no sucede asi en las plantas
mutantes, en donde independientemente del nimero de ciclos de amplificacion que se utilicen en la
PCR soélo se llega a detectar una ligera acumulaciéon bajo un alto contraste (Figura 18). Estos
resultados son consistentes con la informacion obtenida bioinformaticamente en relacion al sitio de
inserciéon del T-DNA el cual se esperaba que interrumpiera la expresion del gen AILEA18-1 debido a
que el T-DNA estaria insertado en la regién correspondiente al 5' UTR de su mensajero, la cual
resulta ser relevante para la expresion éptima del mismo. Consistente con la detecciéon de la
acumulacion de los transcritos para AILEA18-2, el analisis bioinformatico indicé que para la mutante
en el gen AILEA18-2, la insercion se encuentra en la region 3' UTR, la cual no necesariamente debe
afectar su acumulacién, aunque este analisis no nos permitiria descartar si esta insercion afecta su
tasa traduccional, sin embargo se demostré que no existia insercion dentro del gen (Figura 17). Para
la mutante supuestamente afectada en el gen AILEA18-3, éste no es el caso; ya que lo predicho
bioinforméticamente indica que para esta linea hay una insercién en este gen, lo cual no se detecta
como tal por lo que podemos asegurar que la insercion ha sido mal localizada o hubo una confusién
en el banco de mutantes a la hora de segregar y almacenar las lineas y, por lo tanto, este gen no esta
afectado en esta linea.

1 c
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Figura 18. RT-PCR a 35 ciclos de amplificacién dirigida contra los transcritos de las tres lineas mutantes
ordenadas de los bancos (arriba), se observa su nivel de acumulacion comparado con el mismo tejido en
plantas silvestres y en las mismas condiciones ambientales. elF4 se utilizé6 como control de carga (abajo). El
recuadro rojo indica una modificacién de contraste en la imagen, donde se observa una ligera acumulacion de
transcrito.

Debido a que los resultados descritos arriba mostraron que los bancos de mutantes de libre
acceso solamente nos permitieron contar con una mutacién quasi nula en uno solo (A{LEA18-1) de



los genes de esta familia, se propuso la generacion de lineas mutantes para los dos genes restantes.
Una alternativa para tal fin es el uso de microRNAs artificiaesl disefiados para silenciar
especificamente estos genes. La estrategia que se planteé en esta tesis fue el disefio de un solo
microRNA artificial capaz de silenciar los dos RNAs mensajeros para AILEA18-1y AtLEA18-2 que son
,los genes que presentan una mayor similitud entre si (ver siguiente objetivo); de tal manera que si se
pretendiera silenciar la familia 6 completa de Arabidopsis thaliana se requeririan s6lo de dos
microRNAs artificiales uno para A{LEA18-3 y otro para AtLEA18-1y AtLEA18-2.

Objetivo Il

Diseno ad hoc de microRNAs artificiales.

Debido a que las mutantes para los genes AtLEA18-1y AtLEA18-2, detectadas en los bancos libres,
no presentan la insercion dentro de la regién codificante y a que ningun otro polimorfismo o mutante
por insercién reportada hasta ese momento se ubicaba en esta region (quizas debido a que el ORF
tiene una longitud muy pequena aproximada de 300 a 400 nucleétidos), se decidi6 anticiparse y
generar ‘mutantes’ en estos dos genes mediante silenciamiento génico postranscripcional utilizando

microRNAs artificiales.

Se decidié utilizar para este proposito la estrategia de silenciamiento de RNA mediante
microRNAs artificiales disefiados ad hoc de acuerdo al método propuesto por J.L. Reyes y N.H. Chua
(Niu et al., 2006). Esta estrategia tiene la ventaja de ser mas eficiente en el caso de la comparacion
de diferentes lineas debido a que es concentracién dependiente (siempre y cuando el precursor del
microRNA se encuentre dirigido por un promotor de expresion fuerte), y de que una sola construccion
puede silenciar de manera mas especifica mas de un RNA mensajero blanco, comparandolos con el
uso de oligonucle6tidos antisentido. Lo anterior visto ya en experiencias previas de otros grupos,
incluyendo el nuestro al tratar de obtener mutantes en otros genes LEA. También, consideramos que
tiene ventajas sobre el uso de silenciamiento por RNA de interferencia debido a que la integracion en
el genoma del precursor del microRNA le da un caracter de heredabilidad. Finalmente, cabe sefalar
que el uso de esta herramienta ya ha sido establecida en nuestro grupo gracias a la experiencia que
el Dr. Reyes adquirié durante su estancia postdoctoral en la Universidad Rockefeller.

Para el disefio de los amiRNAs, se alinearon las secuencias, sin intrones ni UTRs, de los tres
genes de la familia 6, mediante el algoritmo T-Coffee (Swiss Institute of Bioinformatics;
http://tcoffee.vital-it.ch), utilizando la opcién ‘Combine’ que permite una combinacion de los

alineamientos de secuencia alternativos multiples dentro de un alineamiento sencillo multiple; y la



opcién ‘Advanced’, que permite alinear mas de tres secuencias. El andlisis demostré que las
secuencias de los tres genes comparten una regién muy similar; sin embargo, no poseen alguna que
permitiera disefiar una secuencia complementaria para un microRNA artificial coman a los tres (no
mostrado). Por ello se procedié a alinear sélo las secuencias de los genes AtLEA18-1y AtLEA18-2
que, por presentar un arreglo en tandem (probable producto de una duplicacion génica regional), se
esperaba que tuvieran una mayor similitud (ver Discusién). Aunque también se realizaron los
alineamientos entre AtLEA18-1 + AtLEA18-3 y AtLEA18-2 + AtLEA18-3, tampoco se encontré una
region apropiada para complementar con un microRNA comun al par. En el alineamiento con
AtLEA18-1y AtLEA18-2 se encontré una region con alta similitud entre las dos secuencias, y dentro
de ella se encontraron secuencias conservadas; sin embargo, ninguna de estas poseia los 21
nucleétidos necesarios para el disefio de un amiRNA que fuera completamente complementario a
ambos transcritos, por lo que se buscaron secuencias en las que pudiera existir apareamiento de
guaninas (G) con uracilos (U) (un apareamiento posible entre cadenas de RNA). Con este parametro
se obtuvieron dos secuencias de 21 nucleétidos con una alta complementariedad entre los genes
AILEA18-1 y AtLEA18-2 (posteriormente denominados amiRLEA18.'* y amiRLEA18;'*°, Figura 19),
las cuales se muestran a continuacién incluyendo las posibles regiones “blanco” de estos amiRNAs y
de amiRLEA185™°, un microRNA artificial disefiado para silenciar solamente al gen AtLEA18-3 (ver
abajo, Figura 18).

amiRLEA18-g 3" GGGTTCCGGTGGTTCTCGGAT 5'
LEA18-1 250 5' CACAAGGCCACCAAGAGCCTA 3230
LEA18-2 222 5' CCGAAGGTCACCAAGAGCCTA 3' 202

amiRLEA18-B 3' GTGGCTACCAGGGTGAGGAAG 5
LEA18-1 293 5 CACC GATGCTC CCACTCCTTC 3'273
LEA18-2 265 5'CACC GATGCTCCT ACTCCTTC 3' 245
At5g01400 3047 5" CACCGAGGGGCCCACTCCTTC 3' 3027

amiRLEA18.3 3 CGCCETGTTCGCTGCGTGGC™ &
LEAZ8-3 154 5" GCECCACAACCCACGCACCGA 2 134

Figura 18. Mapa de apareamiento entre amiRLEA18,'%°, amiRLEA18;'%° y amiRLEA18,'* (arriba) y sus posibles
mensajeros blanco derivados del andlisis mediante PatMatch (abajo, www.arabidopsis.org), se observa el
sentido de las cadenas de tal forma que el apareamiento es el que ocurriria con las cadenas de su RNA blanco.

% tiene un tercer blanco

Como puede observarse, el microRNA denominado amiRLEA18g
identificado mediante el programa Patmatch version 1.1 de TAIR (www.arabidopsis.org), introduciendo
los parametros del analisis en ambas cadenas del DNA y permitiendo dos desapareamientos
maximos. Cabe aclarar que aunque este algoritmo identifica secuencias similares en la base de datos
del genoma completo de Arabidopsis y no se trata de un programa de prediccién de posibles blancos
de un microRNA, los resultados son consistentes con el andlisis realizado con un programa disefiado

para la prediccion de blancos para microRNAs (WMD, http://wmd3.weigelworld.org) (no




mostrados). Este analisis muestra que el posible transcrito blanco tiene una alta probabilidad de
aparear con el microRNA ya que la secuencia semilla de amiRLEA18:™° (9 o 10 nucledtidos a partir
del extremo 5') es perfectamente complementaria a la secuencia del locus predicho. Sin embargo,
para complementar este analisis con datos que nos proporcionaran mas informacién sobre la
posibilidad de la interferencia de este tercer blanco, se realiz6 una busqueda en la literatura y en las
bases de datos en relacién a sus patrones de expresion, de lo que se dedujo que al abatir su funcion
no se tendria un efecto relacionado con resistencia sensibilidad o tolerancia al déficit hidrico (ver
discusion).

AtLEA18-1 154 TCGAG ACTATG! 204
AtLEA18-2 129 = CGACGGE 176
+ - - - - I 204

cons

cons 255

AtLEAT8-1 205 255
AtLEA18-2 LI 227
amiRLEA1 8- G CGG'ITCCGGTGGTTCTCGGAT

AtLEA18-1 256 GTCTTEGA 206
AtLEA18-2 228 -ggCoa 275

=4 308

amiRLEA1 8- B GTGGCTACCAGGGTGAGGAAG |
Figura 19. Alineamiento de las secuencias similares en 10s genes AtLEA18-1 y AtLEA18-2 para el disefio de 2
microRNAs complementarios (letras azules), Los rectangulos verdes indican la zona de apareamiento de los
amiRNAs, mientras que los nucleétidos correspondientes a la secuencia de los microRNAs artificiales, se
encuentran sobre su secuencia complementaria en cada gen, Las zonas consenso de similitud entre ambas
secuencias se sefalan con asteriscos en la seccion que indica la conservacion entre las secuencias (cons).

De acuerdo a la estrategia inherente al método de utilizacion de amiRNAs, los microRNAs
disefiados (en los resultados se muestran primero el disefio de amiRLEA18.'*° y amiRLEA18¢™° y
posteriormente amiRLEA18;'°) fueron acoplados a la secuencia del precursor de miR159, un
microRNA previamente caracterizado, el cual se expresa de manera casi constitutiva y esta altamente
conservado en diferentes especies vegetales (Reyes y Chua, 2006). Dentro de este precursor, la
secuencia del miR159 fue reemplazada por los microRNAs artificiales disefiados para cada caso de
manera independiente y, de igual forma, la secuencia del microRNA estrella (secuencia
complementaria al microRNA) de miR159 fue reemplazada por la secuencia complementaria

correspondiente para cada disefio. Estas secuencias con los reemplazos fueron analizadas con el

algoritmo de plegamiento de RNA 'mfold' (http:/frontend.bioinfo.rpi.edu/) con la finalidad de elegir

aquel precursor artificial que mostrara el plegamiento mas estable (Figura 20). De esta manera se
confirmd que es poco probable que la insercion de los microRNAs artificiales dentro del precursor
afecte su plegamiento.
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Figura 20. Andlisis del plegamiento de los precursores modificados de miR159 y la introduccion de las
secuencias correspondientes a amiRLEA18,'%°, amiRLEA18;'%° y amiRLEA18,">* El recuadro en rojo indica un
acercamiento que corresponde a la Figura 21.
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Figura 21. Acercamiento del cambio en la secuencia de miR159 po'r la secuencia de los microRNAs artificiales

amiRLEA18,'*°y amiRLEA18;'%°, en el caso de amiRLEA185'*° el apareamiento es completamente igual al
encontrado en miR159 sin algun cambio (no mostrado)

Introduccion de los precursores modificados en vectores binarios.

Con el fin de introducir los amiRNAs en el precursor del miR159, se disefiaron oligonucleétidos
especificos de los tres microRNAs artificiales utilizando como templado el precursor de miR159.
Puesto que el precursor de miR159 esta clonado en el vector pENTR/SD/D-TOPO (Sistema



'‘Gateway', de 2.6 kb, Figura 22), se utiliz6 este plasmido como templado para la reaccién en cadena
de la polimerasa (Figura 23; PCR).

i basss ZEB-TH5
Figura 22. Vector pENTR/SD/D-TOPO que permite que, con el sistema 'Gateway' de recombinacién (secuencias
attL1 y attL2, sefaladas con flechas), ocurra la recombinacién en una sola reaccion con un vector binario que
contenga estas secuencias complementarias, introduciendo asi el gen de interés. Las zonas observadas en azul
con la leyenda TOPO es el sitio donde se insertaron los amiRNAs. Se observa también que posee un gen de
resistencia a kanamicina (Kanamycin).

Modificacion del precursor miR159 con amiRNAs por PCR

Oligos con secuencias modificadas
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Figura 23. Estrategia para la introduccién de los tres microRNAs artificiales en el precursor de miR159 y su

posterior clonacion en el vector pENTR. Se muestra la zona de apareamiento entre miR159 y miR159* (estrella)
en un plegamiento predicho del precursor de miR159. Los oligonucleétidos modificados con la secuencia de los
amiRNA y amiRNA* se muestran con flechas azules. Se afadieron sitios de restriccién (linea roja) para que los
precursores ya modificados se introdujeran en el vector pENTR que ya contenia parte del precursor de miR159
clonado (letras rosas), por medio de una reaccion de ligacion

Los fragmentos amplificados (ver Figura 23 y 24) fueron digeridos y, posteriormente,



introducidos en el mismo vector cortado, en los mismos sitios de restriccidn, a través de una reaccion
de ligacion, obteniéndose asi los plasmidos modificados denominados pENTR.amiRLEA18,'° y
PENTR.amiRLEA18'° (Figuras 23 y 24) y posteriormente pENTR.amiRLEA18:'°. Las tres
construcciones fueron sometidas a clonacion en bacterias y seleccionadas por resistencia a
kanamicina. La insercién se identificé usando oligonucleétidos especificos para el vector pENTR en
una reaccion de PCR (aproximadamente 400 pares de bases). Debido a que el microRNA miR159
contiene un sitio de restriccidn para la enzima Saci, las clonas candidatas se digirieron con esta
enzima para determinar si las clonas seleccionadas contenian los vectores con el precursor de
miR159 modificado con la secuencia de los microRNAs artificiales. De las colonias que resultaron
positivas después de este analisis se extrajo plasmido para obtener la secuencia de nucleétidos
correspondiente, utilizando un oligonucleétido (m-13 -20 R) capaz de aparear en el pENTR cerca del
sitio de la insercion. La secuencia obtenida confirmd que los tres vectores contenian al precursor de
miR159 modificado con los microRNA y microRNA estrella (no mostrados).

AMPLIFICACION

amiRNA a B 3

. amiRNA a B
INTRODUCCION
EN pENTR

amiRNA 3

Figura 24. Amplificacién del precursor de miR159 con los oligonucledtidos modificados que intercambian este
microRNA por amiRLEA18,'%°, amiRLEA18;'* y amiRLEA18;'*° (arriba), como se muestra en la figura 23, y
confirmacién de su introduccion en el vector pENTR después de una reaccion de digestion y ligacién (abajo), las
cabezas de flecha indican el tamano esperado (aproximadamente 230 y 470 nt) de los productos de cada
reaccién. Cada banda dentro del gel (abajo) pertenece a una clona independiente. Se observa el marcador de
peso molecular con los tamarios sefalados.

PENTR.amiRLEA184"*°y pENTR.amiRLEA18s'*° fueron sometidos entonces a una reaccion de
recombinacién (Figura 26 y 27) para introducir los fragmentos de interés en un vector binario con
capacidad de mediar la integracién al genoma vegetal de las secuencias de interés. El vector pBA-DC
tiene un cassette de resistencia al antibidtico espectinomicina para su seleccion en bacterias y dentro
de la regién correspondiente al T-DNA contiene un gen que confiere resistencia al herbicida BASTA a

las plantas que lo contienen; el sitio donde ocurre la recombinacién se encuentra en una regién rio



arriba de un promotor fuerte de origen viral denominado 35S que permite una expresion casi
constitutiva del gen que controla (Figura 25). En el caso de pENTR.amiRLEA185'* la recombinacion
se realiz6 con el vector pK2-GW?7, el cual confiere una resistencia a espectinomicina en bacterias y
kanamicina en plantas, y cuyo mapa es muy similar al del pBA-DC que se muestra en la figura 25,
sustituyendo el gen de resistencia a BASTA por el de resistencia al antibiético.

bl 1 bar 355 preaursermodif T nes attl?

Figura 25: Mapa de la zona de T-DNA encontrada en el vector PBA-DC en donde ocurre la reaccién de
recombinacion (Figura 26), los rectangulos azules indican las secuencias necesarias para la recombinaciéon con
pPENTR, el gen de resistencia a BASTA se sefiala con un rectangulo rojo y en amarillo, morado y café, se
sefialan las regiones del promotor 35S, el precursor del microRNA artificial y el terminador del gen para nopalina
sintasa, respectivamente.

Las tres reacciones de recombinacion se llevaron a cabo mediante la enzima comercial LR clonasa Il
que contiene las enzimas Integrasa y Exicionasa del fago lambda y el factor de integracion del
hospedero IHF de E. coli (Invitrogen). Estas enzimas permiten la integracion por recombinacion de
un fragmento de DNA en el genoma de un organismo. Debido a que los vectores pBA-DC y pK2GW7
contienen las secuencias complementarias a las regiones de recombinacion de pENTR, pueden ser
reconocidos y asi lograr recombinacién entre ambos (pENTR (2.6 kb) y pBA, pK2 (~12kb)). Los
plasmidos contienen las secuencias para recombinacién homologa como se muestra en la formula de

la figura 27.

kanamicina

Donado :_/:\;.

=

D1 D2

D1 D2

Figura 26. Esquema de la reaccién de recombinacién utilizando la enzima LR clonasa®. Después de la reaccion
de recombinacion, el vector donador (superior izquierdo) posee ahora el cassette ccdB, el cual es téxico para el
crecimiento de E. coli (inferior derecho), mientras que el vector de destino (superior derecho) intercambia por
recombinacion ese cassette por el gen de interés (inferior izquierdo). Los vectores implicados contienen genes
que confieren resistencia a diferentes antibioticos para su seleccién (kanamicina y ampicilina, respectivamente.



www.lifetech.com).

attD1-gene-attD2 x affR1-ccdB-attR2 = affR1-gene-attR2 x aftD1-ccaB-attD2

Figura 27. Férmula de la reaccidén de recombinacidn entre vectores. Las regiones att son reconocidas por las
enzimas que promueven la recombinacion, presentes en ambos vectores, mientras que D y R representan a los
vectores Donador y Receptor, respectivamente. ccdB representa al cassette que contiene los genes
responsables de la inhibicion del crecimiento de E.coliy que después del intercambio por recombinacién queda
en el vector de origen (Donador)

Los productos de la recombinacion se introdujeron en células electro-competentes de E. coli,
resultando en la seleccién de aquellas colonias bacterianas que contenian los plasmidos con la
recombinacién adecuada capaces de crecer en el medio de seleccion conteniendo espectinomicina.
Las células con los plasmidos pBA y pK2 se pierden en la seleccion ya que contienen el gen ccadB, el
cual cuando esta presente impide el crecimiento de E. coli, y que se elimina al producirse la
recombinacién. La introduccion del fragmento de interés en el vector se confirm6é mediante una
reaccion de PCR utilizando un oligonucleétido especifico para el fragmento y otro para el vector
binario. Ademas, de las colonias positivas se extrajo plasmido que posteriormente fue secuenciado
utilizando un oligonucleétido complementario a una parte del promotor 35S. De esta manera se
obtuvieron los vectores pBA.amiRLEA184'*°, pBA.amiRLEA18:'° y pK2.amiRLEA185'° quedando en

reserva para futuros requerimientos del laboratorio.

Confirmacion del procesamiento de los amiRNAs en el sistema heterélogo Nicotiana
benthamiana.

Los tres vectores se introdujeron en células de Agrobacterium tumefaciens, las cuales tienen
la capacidad de infectar plantas y, ademas, pueden introducir un plasmido a las células vegetales el
cual puede integrarse al genoma de la planta por un mecanismo de recombinacién no homéloga
producto de la introduccién de T-DNA mediante un sistema de secrecion de tipo IV (Gelvin, 2009).
Esta estrategia de transformacion presenta una mayor eficiencia en comparacién con otros métodos
de transformacién de plantas debido a que produce un nimero menor de muerte celular (ventaja
sobre la estrategia de Biobalistica), aunque también esta sometida a fenotipos no esperados debido a
que el sitio de integracion es azaroso y el nimero de inserciones es variable (generalmente 1 o 2,



revisado en Gelvin, 2009).

Después de la transformacién por electroporaciéon (ver Materiales y métodos), las células de
A. tumefaciens fueron seleccionadas con el antibi6tico espectinomicina debido a la resistencia
conferida por los plasmidos pBA-DC y pK2GW?7, y con el antibiético rifampicina, que permite el
crecimiento selectivo de células de A. tumefaciens. Para identificar la presencia del vector binario con
las secuencias apropiadas se llevo a cabo PCR de las colonias aisladas utilizando los mismos
oligonucledtidos mencionados anteriormente. Verificada la insercion y transformacién se guardaron
las colonias seleccionadas. Las colonias posteriormente se utilizaron para realizar una transformacion
transitoria en hojas de Nicotiana benthamiana, con la finalidad de determinar si los precursores
artificiales se procesaban en amiRNAs de 21 nucleétidos. Para ello, se prepararon cultivos liquidos de
algunas de las colonias seleccionadas de A. tumefaciens en presencia de rifampicina y
espectinomicina que se sometieron a un tratamiento con acetosiringona — debido a que es una
molécula de sefalizacion de la planta a la presencia bacteriana, que prepara el sistema de secrecion
bacteriano para la infeccién — preparada en una solucion de magnesio con el fin de hacer las células
competentes para la infeccion de plantas. Este cultivo se utilizd para infiltrar hojas de N.

benthamiana.

Para analizar la produccién de los amiRNAs, dos dias después de la infeccion se extrajo RNA
de las hojas infectadas y se procedi6 a realizar un experimento tipo Northern para la deteccién de los
amiRNAs procesados; la deteccion de miR159 se utilizd6 como control de transferencia del RNA a la
membrana al igual que el marcador de peso molecular para RNAs pequenos (DECADE, Figura 28).

Expresién transitoria en hojas de Nicotiana

amiRLEA1&-a amiRLEA 1&-B
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Figura 28. Deteccién de amiRLEA18,'%° , amiRLEA18;'*° (arriba) y amiRLEA18;5'*° (abajo). Se muestra también
la hibridacién con miR159 (como control de carga, centro) del RNA obtenido de hojas de N. benthamiana
sometidas a transformacién transitoria con los vectores conteniendo los microRNAs artificiales. A la izquierda se
observa el marcador de peso molecular de RNAs pequenos utilizado ademas como control de transferencia y




las puntas de flecha sefalan los tamarnos esperados de los amiRNAs maduros.

Un analisis mas detallado de amiRLEA18.'>° y amiRLEA18 18" reveld un error en su disefio.
El precursor de miR159 contiene un desapareamiento en los nucleétidos 9 y 10, a partir del extremo
5' del microRNA, en su apareamiento con el microRNA estrella, en tanto que, errbneamente estos dos
amiRNAs poseen ese mismo ‘gap’ en los nucle6tidos 12 y 13. Este error es derivado del disefio y se
esperaba que no afectara en gran medida el procesamiento del amiRNA maduro, ya que su
secuencia no varia (ver Discusion). De cualquier manera, como actividad preventiva se disefiaron
otros oligonucleétidos en los cuales la secuencia del amiRNA estrella fue modificada para que el
precursor contuviera el desapareamiento en la posicién correcta. Dado a que la transformacion
transitoria de N. benthamiana reveld que estos microRNAs se procesaban de forma correcta, no fue
necesario continuar con la obtencién de los microRNAs con el desapareamiento correcto, debido a

que, como se menciond anteriormente la secuencia del amiRNA maduro era la misma.

Generacion de plantas transgénicas.

Las tres construcciones fueron introducidas nuevamente en A. tumefaciens con el fin de establecer
una transformacién estable en plantas de Arabidopsis. Todas las colonias transformantes fueron
sometidas al andlisis por PCR confirmando la insercion del vector como se realiz6 con anterioridad, y,
de la misma manera, los vectores fueron verificados mediante secuenciacion (no mostrado). Las
colonias se crecieron después en medio liquido conteniendo los dos antibiéticos (espectinomicina y
rifampicina para las 3 construcciones) durante 2 dias hasta obtener una densidad éptica suficiente
como lo indica el protocolo para transformacién de Arabidopsis (Zhang et al., 2006) (ver Materiales y
métodos). Se introdujeron un par de modificaciones al protocolo debido a que en una transformacién
previa no se obtuvieron transformantes ya que las plantas murieron al tratamiento de infeccién, por lo

que se variaron los pardmetros para una transformaciéon mas exitosa (ver Materiales y métodos).

Después del proceso de infeccion, las plantas fueron sometidas a un dia en oscuridad para su
recuperacion, y al siguiente dia fueron descubiertas y regadas normalmente (ver Materiales y
métodos). Tres semanas después se recolectd la primer cosecha. Con el fin de seleccionar las
semillas transformantes se utilizaron 15000 semillas pertenecientes a las plantas transformadas con

159

la construccion pBAa.miRLEA18.™°, 8000 semillas correspondientes a la transformacién con
pBA.amiRLEA18:™ y 6000 semillas correspondientes a pK2.amiRLEA18:'*°. Se plaquearon
alrededor de 2000 semillas por placa de cada construccion en cajas Petri con medio MS conteniendo
los antibiéticos para evitar el crecimiento de la cepa de A. tumefaciens, y el herbicida de seleccion:

BASTA / MSO para las dos primeras construcciones y el antibiético kanamicina para la tercera.



Cabe mencionar que el herbicida “BASTA” (glufosinato) tiene alta toxicidad tanto en plantas
como en los seres humanos, debido a que inhibe la actividad de la glutamina sintetasa por
competencia por el sustrato y por ende produce la acumulaciéon de amonio en las células, por lo que,
en presencia de este, las plantas mueren durante la germinacién. Debido a la toxicidad antes
mencionada, se decidio utilizar MSO (Metil-sulfoximidina) en lugar de “BASTA” debido a que tiene

pequefos cambios en la estructura del elemento activo, y a que su uso es mas manejable en

pequefas cantidades (www.ine.gob.mx. Maughan y Cobbett, 2003).

De esta seleccion se obtuvieron 5 plantulas transformantes con la construccion
pBA.amiRLEA18.'%°, 36 transformantes con pBA.amiRLEA18:'°, y 6 plantulas que resistieron a
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kanamicina, lo que indicaba que éstas ultimas contenian la construcciéon pK2.amiRLEA18s
plantulas seleccionadas para las tres construcciones fueron resembradas en medio con una cantidad

mayor de antibiético o herbicida para confirmar si eran transformantes reales.

Objetivo Ill

Caracterizacion de las lineas transgénicas

Las plantas que germinaron y crecieron normalmente en presencia del herbicida o antibiético a
una concentracion inicial y al doble de concentracién después del resembrado, se consideraron como
transformantes, por lo que se les asigné un nombre y se establecieron como lineas independientes.
Los nombres asignados corresponden a tres parametros: 1) La primera letra o digito designa la
construccién que contiene cada linea (a, b é 3); Il) la segunda se refiere a la fecha de obtencion de
las transformantes originales (dividido en dos rondas: una letra A, B ... E, para la primera ronda de
transformacién, y las lineas producto de la segunda ronda, carecen de este digito); y lll) para algunos
casos, la tercera se refiere a su ubicacion durante el trasplante para semillar (nGmeros del 1 al 6
dependiendo de su ubicacién en una charola, y letras de “a” hasta “e” para el caso de la linea 3). Con
estos parametros se definieron lineas que van desde “aA1” hasta “bC3”, para la primera ronda de
transformacién, y de “a1” hasta “3f” para la segunda pasando por “b1”, “b2” etc.

Las lineas independientes se trasplantaron en sustrato “Metromix” con el fin de obtener
semillas, y después de 4 semanas en condiciones de cuarto de crecimiento, se obtuvieron las
semillas independientes para cada linea; estas semillas se dejaron secar y posteriormente se analizé
su viabilidad en medio MS sin antibiético y su respuesta a concentraciones estandares de MSO y
kanamicina. De las 36 lineas transformantes para la construccion pBA.amiRLEA18;'*°, 31 semillas



respondieron eficientemente a la seleccién en placa (germinacion y crecimiento de la plantula), 3 de
las 5 lineas que no germinaron en el medio MS con el quimico de seleccién, tampoco germinaron en
el medio MS sin antibiético, por lo que no se pudo establecer la linea, probablemente debido a que el
T-DNA se insertd en alguna regién correspondiente a un gen de expresion constitutiva
(housekeeping). Un caso similar podria estar ocurriendo con las transformantes que no respondieron
a la seleccién, posiblemente T-DNA pudo haberse insertado en regiones cercanas a centromero o
secuencias repetidas por lo que la expresién tanto del precursor del microRNA artificial, asi como el
marcador de seleccién no pudieron expresarse de forma adecuada (debido a posibles arreglos de
cromatina); sin embargo no se descarta algun otro tipo de alteracién debido a la insercién azarosa de
este DNA transferido (ver Discusion) o a que no eran transformantes. De acuerdo a los criterios de

y

seleccion, se obtuvieron 5 y 6 lineas transgénicas con las construcciones pBA.miRLEA18,'>°

pK2.amiRLEA18;', respectivamente. Estos resultados se presentan en sintesis en la Tabla 2.

Plantas Saemillas Eficiencia de

Construccién | transformantes | analizadas | transformacién Lineas obtenidas

a 5 15000 0.03% 5
B 36 8000 0.43% 21
3 6 6000 0.10% 5

Tabla 2. Eficiencias de transformacion con las diferentes construcciones introducidas en Arabidopsis, y el
nuamero de lineas establecidas por construccion.

Se procedi6 a analizar la segregacion de todas las lineas en medio de seleccion con el fin de
comprobar indirectamente el ndmero de inserciones de T-DNA por linea (ver Discusion). Se
plaguearon aproximadamente 200 semillas por linea en cajas de Petri de manera que cada placa
tuviese 100 semillas de 4 lineas independientes (25 semillas de cada linea por placa) con el fin de
que los resultados no fueran dependientes de las caracteristicas intrinsecas cada placa, y pudiesen
anadir resultados falsos-positivos. En el caso de las lineas correspondientes a las construcciones que

poseen el microRNA artificial amiRLEA185'>°

, Se obtuvieron proporciones cercanas al 75% de semillas
positivas, cabe sefialar que ninguna linea obtuvo una proporcion mayor al 75%, lo que seria esperado
en el caso de que existiese mas de una insercion de T-DNA por linea; sin embargo, por otro lado,
y

amiRLEA183™° no se obtuvieron proporciones mayores a 60% en semillas positivas y, al contrario, la

para el caso de las lineas que poseen las construcciones acarreadoras de amiRLEA184'*°

mayoria de las lineas de ambos amiRNAs obtuvieron proporciones menores a 40%, por lo que,
posiblemente la concentracion del herbicida de seleccion MSO, no fue la adecuada para el
sometimiento de las lineas transgénicas a seleccion, sin que esta pudiese afectar su crecimiento y
desarrollo como se habia propuesto en la literatura (Maughan y Cobbett, 2003), ademas, se decidio



no utilizar una concentracion menor de MSO, debido a que se comprob6 que utilizando el 50% de la
concentracion propuesta en la literatura, permitia el desarrollo de plantulas silvestres, por lo que, se
podrian arrojar resultados falsos positivos a la segregacion (no mostrado). Por ello se decidi6é analizar
directamente la presencia de los amiRNAs maduros de cada linea transgénica. Para este fin se
obtuvo RNA total de planta completa en la generacion T1 (las plantas progenitoras de las semillas
donde se analizé la segregacién que son descendientes de las plantas sometidas al proceso de
transformacién), y se llevd a cabo un experimento tipo Northern para microRNAs. EI RNA de las
distintas lineas fue transferido en diferentes membranas y fueron sometidos a distintas reacciones de
hibridacion contra sondas especificas para amiRLEA18,'*°, amiRLEA18;™°, y amiRLEA185'*°, con el
fin de detectar el amiRNA maduro después de su procesamiento. En este resultado se obtuvieron los
siguientes resultados, algunos de los cuales pueden ser analizados en la figura 29
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— Se encontraron 5 lineas correspondientes a amiRLEA18z™ que carecian de amiRNA

maduro; como era de esperarse, estas 5 lineas fueron las que no germinaron en el medio

de seleccion, consistente con los resultados de ambos experimentos.

159

— Entodas las lineas analizadas para la presencia del amiRLEA183™ maduro resultaron ser

positivas; en tanto que en el caso de las lineas correspondientes al amiRLEA185™,
solamente una de las 6 lineas analizadas no mostré la produccion del microRNA maduro
(Figura 29), por lo que posiblemente haya sido un resultado de escape o producto de una
mala seleccion, resultados que se observan con frecuencia en los experimentos de

caracterizacion de plantas transgénicas (Yadira Olvera, comunicacion personal).

159

— Todas las las lineas que contienen amiRLEA18.™ procesan el amiRNA eficiente y

especificamente



amiRNAs maduros en Arabidopsis thaliana
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Figura 29. Experimento tipo Northern para detectar acumulacion de los amiRNAs disefiados en las diferentes
lineas transgénicas. Notese que se muestran solamente algunos resultados, debido a que el numero de lineas
analizadas asciende a 40. Se observan hibridaciones contra sondas: de arriba hacia abajo amiRLEA18,'%,
amiRLEA185"° y amiRLEA18,'. Los diferentes digitos dentro de los geles corresponden a la linea que
posteriormente fue analizada para el silenciamiento de los transcritos de interés; las puntas de flecha indican el
tamano esperado. Se afiade abajo de cada hibridacién con amiRNAs el control de carga usando el RNA
pequefio U6. De igual manera en cada membrana se observa el control de planta silvestre (col).

Comprobacion del silenciamiento de los RNAs mensajeros “blanco”

Procediendo a la comprobacion de la maduracion de los amiRNAS, se analizé el
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silenciamiento de las lineas transgénicas tanto para amiRLEA184'* como para amiRLEA18:'°. El

silenciamiento provocado por amiRLEA18;5™°

no se analizé debido a que la acumulacién de su
transcrito blanco (AtLEA18-3) es pobre y restringida a una estructura reproductiva, por lo que es
complicado observar un silenciamiento cuantitativamente relevante para los objetivos de este trabajo

(Ver Discusion).

Los ensayos de silenciamiento se analizaron en dos generaciones de plantas transgénicas (T2
y T3, en la ultima se tienen solo plantas homocigotas) debido a que en experiencias previas en el
laboratorio, se observd que la intensidad de silenciamiento cambia de una generacion a otra. Para
estos experimentos se tomé RNA total mediante extraccion con Trizol (ver Materiales y métodos) de
hojas de la roseta sometidas a condiciones de sequia mediante camara humeda (ver Materiales y
métodos), y se realizaron andlisis de comparacién entre niveles de acumulacion de AtLEA18-1 y
AtLEA18-2 (ambos blanco de amiRLEA18."° y amiRLEA18:™°) entre plantas silvestres y las
transgénicas generadas.



Mediante experimentos de RT-PCR semi-cuantitativo se observé que en la generacion T2, las

5 lineas que contienen a amiRLEA18,'*°

y lo procesan correctamente (ver seccion anterior), tienen la
capacidad de silenciar el transcrito de AILEA18-2 a diferentes niveles (Figura 30b); sin embargo,
estas mismas lineas en las que se esperaba que también se silenciara el transcrito de AtLEA18-1,
esto no sucedi6 con la misma intensidad con la que disminuyé la acumulacion de transcrito de

AtLEA18-2 (comparar lineas a4 y a5 en ambas gréficas.(a y b Figura 30; ver Discusion)

Por otro lado, el andlisis de silenciamiento mediado por amiRLEA18:'° fue realizado
solamente para algunas lineas debido a lo propuesto en su disefio (ver discusion), y a que el nimero
de las lineas era grande, por lo que el analisis de cada una de estas lineas no es esencial ya que se
podrian obtener resultados redundantes. De la misma manera que los resultados con las lineas

amiRLEA18."*° , se encontraron algunas lineas amiRLEA18;'°

con la capacidad de silenciar el
transcrito de AtLEA18-2 de manera mas eficiente que otras (Figura 30d). Sin embargo, de acuerdo al
disefio de amiRLEA18;'*° se esperaba que el silenciamiento mediado fuera deficiente (ver Discusion).
amiRLEA18¢' tiene un efecto de silenciamiento sobre AtLEA18-1 similar al obtenido con las lineas

amiRLEA18."* (Figura 30c).

Cabe senalar que al analizar el silenciamiento de los transcritos en la siguiente generacion
(T3, plantas homocigotas dominantes) se observé que el decremento del transcrito AtLEA18-2
mediado por amiRLEA18;'*° se abati6 (Figura 31d). Resultados similares ocurren en las mismas
lineas en el caso del silenciamiento para AtLEA18-1 (Figura 31c). Esto ya se habia observado con
anterioridad en el laboratorio (Yadira Olvera, tesis de doctorado); sin embargo, en los casos
anteriores no se observd su ocurrencia al paso de pocas generaciones (2), por lo que es posible que
el efecto observado sea producto del disefio del amiRNA (ver Discusién). Por otro lado, el
silenciamiento mediado por amiRLEA18.'* sobre AtLEA18-2 es mas estable durante el cambio de
generacion (Figura 31b) a pesar de que no se detectd silenciamiento al mismo nivel en todas las
lineas analizadas en las generaciones T2 y T3 (comparar linea a1 de Figura 30b con Figura 31b). En

%9 se observaron datos similares a

el caso del silenciamiento de AtLEA18-1 mediado por amiRLEA184
los que se muestran anteriormente, con un ligero incremento en la acumulacion de este transcrito en

todas las lineas (ver Discusién).
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DISCUSION

Ortologos del gen Pvlea-18 en A. thaliana.

Como se mostré en los antecedentes, con el fin de hallar los genes que en Arabidopsis
codifican para el o los ortélogos de la proteina LEA18, se decidié comparar bioinformaticamente la

secuencia encontrada en la base de datos de NCBI (http:/ncbi.nlm.nih.gov) correspondiente a

LEA18 de Phaseolus vulgaris (U72764) utilizando el programa de comparacion de secuencias TAIR
TBLASTX, el cual utiliza el mismo algoritmo de comparacién que el encontrado en NCBI (Altschul,
1990). De los tres genes ortélogos que se encontraron, AILEA18-1 es el mas similar a PvLEA-18
debido a que su valor E es méas cercano a cero que el que muestran los otros dos genes (AtLEA182

y AtLEA18-3). En el genoma de Arabidopsis, AILEA18-1 esta en tandem con AtLEA18-2 y esta
caracteristica podria implicar que su origen fue producto de una duplicacién de esa region); por tanto,
se podria especular que AtLEA18-2 era mas parecido a PvLEA-18 que AtLEA18-3; sin embargo, este
ultimo era mas parecido a PvLEa-18 (Figura 32). Por otra parte, el hecho de que obtengamos genes
que sean muy similares al gen PvLEA-18, predice que sus proteinas, podrian tener la misma funcion
que PvLEA-18 independientemente del lugar donde se estén acumulando, una explicacion que no
necesariamente implica que tengan la misma funcionalidad durante una condicion de estrés o bajo
condiciones Optimas. Conjuntando las dos ideas anteriores y sumado el hecho de que los tres genes
estén presentes dentro del mismo cromosoma, podria deberse a que un solo gen pudo dar origen a
los 3 existentes para LEA18; este gen ancestral pudo (de acuerdo a las evidencias de secuencia y
generacién de un arbol (Figura 32)) haber sido sometido a dos rondas de duplicaciéon, una que dio
lugar a AtLEA18-3y, una mas reciente, que pudo dar lugar a AtLEA18-1 y AtLEA18-2. Posteriormente
estos genes duplicados fueron sometidos a una presion selectiva que como consecuencia, pudo
haber modificado sus patrones de acumulacion, aunque, debido a su secuencia, se puede especular
que tienen la misma funcion en diferentes compartimentos (Chen et al., 2004). Esta hipotesis de
temporalidad las duplicaciones que dieron origen a AtLEA18 es soportada, también, por el hecho de
que AtLEA18-3 tiene una expresién restringida, que implica quizas una funciébn méas especializada
dentro de ese tejido; esta expresién permite especular que los genes expresados en polen y otras
estructuras de resistencia son mas ancestrales si se toma en cuenta su participacion en el déficit
hidrico, ya que son estructuras que desde su aparicion estan sometidas a condiciones de
deshidratacion. Sin embargo, por otra parte, no puede ser completamente sustentada debido a que el
genoma de frijol no esta completamente secuenciado y a la fecha no existe informacién suficiente que
permita asignar la expresion por 6rganos de los diferentes transcritos producidos.
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Figura 32. Distribucion por homologia de los tres miembros del grupo 6 de las proteinas LEA de Arabidopsis
realizado mediante el programa ClustalW2 (www.ebi.ac.uk/) por el método de adicién del vecino (Neighbour
joining) utilizando el porcentaje de identidad de las secuencias de los genes AtLEA18-1, AtLEA18-2y AtLEA 18-
3, incluyendo regiones codificantes, y las no codificantes en las regiones 5'y 3'. Como grupo externo se
utilizaron las mismas regiones en el gen FLC (Flowering locus C) cuya funcion es externa a los genes de interés

Seleccion y caracterizacion de lineas mutantes para los genes de LEA18.

Dado que Arabidopsis tiene la ventaja de poseer un banco de mutantes por insercion, se eligio
tomar esta primera opcion para conseguir las mutantes sencillas y con ellas generar tanto una doble
como una triple mutante en los genes LEA del grupo 6, y asi analizar su papel en condiciones de
estrés. Generalmente, para cada gen predicho en el genoma de Arabidopsis existen de 2 a 3 lineas
de insercién de T-DNA (considerando que en promedio un gen es de un tamafno mayor a 1kb), sin
embargo, para el caso de los genes genes LEA del grupo 6 soélo existe una insercién disponible para
cada uno de los genes. Esto es posiblemente debido a que la regién codificante de los 3 genes
corresponde a tamanos pequefos que van desde ~260 hasta ~400 nucleétidos, por lo que la
probabilidad de una insercidén en esta region es muy baja; incluso, las inserciones reportadas para los
genes AtLEA18-1y AtLEA18-2 no se encuentran dentro del exdn; y para el caso del gen AILEA18-3,
para el cual la base de datos indica que se encuentra en el ORF, la amplificacion por PCR de la
region comprendida entre el gen y la insercién no corresponde al tamano esperado, por o que muy
posiblemente la insercibn se encuentre en un sitio cercano y no en la region codificante (ver

Resultados y mas abajo).

Del analisis 2 realizado en este trabajo de la region gendmica que contiene al gen AtLEA18-
se predice un gen que se localizaria en el promotor del gen AtLEA18-2 (cuya ubicacién corresponde
al locus At2g23118;. aunque no es posible descartar su existencia, su existencia se ha puesto en



duda debido a que la region codificante detectada es menor a 200 nucleétidos (aprox. 66
aminoacidos), a que es rica en Ay T (caracteristicamente abundantes en regiones no codificantes,
Revisado en Yamamoto et al., 2006), a que no existe ningun reporte en la literatura de algun transcrito
correspondiente a esta regién, y a que estd sobrepuesto casi completamente con la regién que
corresponderia al promotor central del gen AtLEA18-2, sin embargo, la existencia de un transcrito

proveniente de esta region no puede ser descartada sin una validacion experimental..

Verificando las inserciones

Indirectamente una insercion puede ser identificada por conferir una resistencia a un quimico
de seleccion; sin embargo, algunas lineas pueden silenciar o perder de alguna manera el gen de
resistencia y seguir presentando la inserciéon (Inoue, 1997, Olvera-Carrillo, comunicacién personal).
Este fue el caso de la linea SALK_018685C, la cual no present6 resistencia al antibiético de seleccién
(kanamicina) aunque la presencia de la inserciéon se confirmd mediante PCR. Este tipo de resultados
lleva a la recomendacion de realizar un analisis meticuloso de caracterizacién de las mutantes
adquiridas de los bancos publicos de mutantes para evitar llegar a conclusiones errbneas. Como se
muestra en esta tesis, la caracterizacién de las mutantes disponibles llevaron a descartar algunas de
ellas por errores en la base de datos de los bancos que las albergan, por lo que se considera que es
apropiado considerar la obtencion de mutantes en los genes de interés mediante estrategias
alternativas confiables.

Debido a que se obtuvo un resultado positivo de la amplificacion de la insercién en el gen
AtLEA18-3, pero que el tamano esperado no correspondia al obtenido experimentalmente, se
concluyé muy posiblemente exista un error de mapeo de la insercion en las bases de datos, sin
embargo, esta aproximacion no puede ser usada para observar la presencia de las inserciones en
AtLEA18-1y AtLEA18-2 ya que no se conservan las secuencias para identificarlas ya que los T-DNAs
estan clonados en vectores distintos. por lo anterior, se decidié disefar oligonucleétidos que
aparearan en regiones del gen de interés adyacentes a el sitio predicho de la insercion, por lo que, si
esta existiese en ese lugar, la amplificacion seria negativa, pero si no hay insercion, se amplificaria el
tamano esperado del gen comprendido entre ambas zonas de apareamiento de los oligonucleétidos..
Sin embargo, a pesar de ser una estrategia viable de observar la insercion de T-DNA en el sitio
esperado, a posibilidad de observar resultados falso-positivos en este experimento es muy alta si no
se parte de una genotipia adecuada. Es decir, si las lineas supuestamente mutantes se encuentran
en un estado heterocigoto, la amplificaciéon de la regién del gen va a ser positiva debido a que la zona

tiene un alelo con insercion y un alelo silvestre sobre el cual es posible amplificar la regién silvestre,



confundiéndose asi con la ausencia de la insercién Para evitar esta confusion es importante partir
para este andlisis de lineas homocigotas — como se realizé en este trabajo para la linea mutante en el
gen AtEA18-2. En el caso del gen AtLEA18-3, donde no existié seleccién por antibiético (Ver
resultados), la insercidén se confirmé con la amplificacién de la zona comprendida entre una secuencia
del gen y otra de la insercién. Como seria de esperarse, al utilizar oligonucleétidos que hibridan con
las regiones al extremo de la regién a insertarse la amplificacion es positiva estando o no en el gen de

interés (ver figura 17).

Confirmacion de la ausencia de transcritos.

Como se menciond en la seccion de resultados, los transcritos codificados por los genes
AtLEA18-2 y AtLEA18-3 se detectaron en las lineas supuestamente mutadas en estos genes,
contrariamente a lo ocurrido con el gen AfLEA18-1 para el cual se detect6 la insercién en la region 5’
no traducida (ver Resultados). Consistente con la literatura, las regiones que flanquean el marco
abierto de lectura de genes que tienen la capacidad de producir una proteina son importantes para
darle una estabilidad durante procesos como el transporte a citoplasma y la posterior traduccién del
mRNA. Existen muchos reportes de que la regién 5' UTR es indispensable para su traduccion, como
la senalizacion a CAP (Alberts et al., 2007). Recientemente se ha demostrado que en plantas la
region 3' UTR también es importante para la traduccion eficiente de un mensajero, pero es
medianamente dispensable (Moreno-Fonseca, 2004; Battaglia et al., en revisién). Dado estos
antecedentes, suponemos que las inserciones que se ubiquen dentro del marco abierto de lectura
(ORF), asi como dentro de la regiéon 5" UTR, podrian derivar en una disminucién en los niveles de su
transcrito y/o proteina. En el caso de la linea mutante por insercion en el gen AtLEA18-2, para el cual
la insercion se localizé en la region 3’ UTR, los resultados obtenidos muestran que esta interrupcion
no da lugar a una disminucién en la produccién del RNA mensajero correspondiente. Por lo que se

refiere a la supuesta insercion en el ORF del gen AtLEA18-3 (www.arabidopsis.org), los resultados

de este trabajo demuestran que la insercion en realidad no se encuentra en el ORF de este gen sino
en otro sitio cercano, razén por la cual se detecta la acumulacién de su transcrito (ver seccién

anterior).

Disefio bioinformatico, procesamiento de microRNAs artificiales y silenciamiento de sus
blancos.

La eficiencia con la que un microRNA artificial silencia un RNA mensajero de interés, depende
directamente de su disefio. En plantas, se ha descrito que la gran mayoria de los microRNAs
enddgenos poseen una bateria reducida de posibles RNAs mensajeros blanco, debido a que su



apareamiento por complementariedad de bases es extensivo, caracteristica que permite que el RNA
mensajero blanco sea procesado por la proteina Argonauta 1 en las regiones cercanas al centro del
apareamiento microRNA — mensajero blanco, promoviendo asi su degradacién (Bartel, 2004; ver
Figura 14 en Introduccion Metodolégica). Cabe resaltar que en muchos de los casos donde los
microRNAs regulan por inhibicion traduccional, su apareamiento es en la regién final del ORF, o inicio
de la region 3' UTR. Aprovechando esta cualidad, se disefiaron los amiRNAs de tal forma que el
apareamiento con sus RNAs mensajeros blanco fuese extensivo y estuviese dentro del ORF,
propiciando de esta manera la degradaciéon del mensajero blanco. Es importante senalar que esta
determinado que para los microRNAs enddgenos, la asimetria termodinamica de los extremos de la
doble cadena — producto del apareamiento del microRNA y el microRNA* no olvidando que tienen 2
nucleétidos colgantes en el extremo 3' de cada cadena — determina la hebra que se carga en el
complejo RISC-Argonauta 1 (determinado por el extremo que sea mas facil de abrir (AG mas cercano
a 0)), y consecuentemente la hebra que se degradara (Schwarz et al., 2003). Tomando este
parametro en cuenta, después de observar los niveles de silenciamiento de los transcritos blanco
para nuestros amiRNAs (ver figura 30 y 31) se midi6 deetrmind la asimetria termodindmica del
apareamiento entre los amiRNA y amiRNA* para predecir cudl de las cadenas estaria cargandose
preferentemente en RISC (Figura 33).
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Figura 33. Célculos y esquemas sobre la termodinamica de los extremos del duplex (dsRNA) entre los
diferentes miRNA con sus miRNA*. Las lineas en rojo delimitan las zonas analizadas (nUmeros debajo del
apareamiento analizado) mientras que las lineas cruzadas azules sefialan los desapareamientos entre ambas
cadenas que no afectan los valores termodindmicos de los extremos. (http://www.bioinfo.rpi.edu/zukerm/cqi-bin/
efiles-3.0.cgi#STACK)

Como puede observarse en la Figura 33, los AG de los extremos son muy similares, por lo que
no habria preferencia evidente del cargado de una hebra en el complejo RISC como ocurriria con
extremos lo suficientemente asimétricos (Figura 36); sin embargo, no se descarta un caso en el que
ninguna de las cadenas sea desplazada y el amiRNA no se esté asociando al complejo RISC. La
hip6tesis de una aparente eleccion al azar de la cadena correlaciona con los resultados obtenidos del
experimento tipo Northern para determinar su procesamiento en N. benthamiana, en los cuales
cuando se hibrida contra una sonda complementaria al amiRNA* se nota una acumulacion similar a la
observada en la hibridacién con el amiRNA maduro (Figura 34 y 35).
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Figura 34. Comparacién de la acumulacién de amiRLEA18,'% (izquierda) y amiRLEA18,'%°* (derecha). Se puede
observar que fue posible detectar ambos RNAs pequefios por hibridacion para cada uno utilizando la misma
membrana. Notese que una membrana parece carecer de marcador de peso molecular, debido a que por la

estabilizacion del is6topo radioactivo, ya no se detecta.
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Figura 35. Comparacion entre la acumulacién de amiRLEA18™*° (izquierda) y amiRLEA18;'*°* (derecha).
Notese que el nivel de acumulacién entre las diferentes exposiciones es muy similar, posiblemente debido a que
los dos RNAs pequefios se mantienen como microRNAs maduros con el fin de cargarse en el complejo RISC
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Figura 36. Andlisis de silenciamiento utilizando RNAs mensajeros artificiales que son regulados por la cadena
sentido (rojo) o la cadena antisentido (negro), en condiciones donde los extremos son termodinamicamente casi
simétricos (izquierda) y cuando existe un gap en un extremo (letra azul) que determina una asimetria de los
extremos (derecha). Nétese que las graficas de corte del mensajero sintético indican que existe preferencia por
el lado menos apareado (lineas rojas y negras. Adaptado de Schwarz et al., 2003)

Otra caracteristica que se puede observar en los amiRNAs disefiados es que tanto
amiRLEA18."° como amiRLEA18;'° en su extremo 5' poseen una uracilo (U), caracteristica que
permite con una alta probabilidad la asociacién al complejo RISC-Argonauta 1 (RISC-Ago1). En un
estudio realizado recientemente se demuestra que Ago1 se asocia preferencialmente a microRNAs
que en su extremo 5' poseen U, por otro lado Ago2 y Ago4 se ven asociados mayoritariamente con
RNAs pequefios que comienzan con adenina (A), y Ago5 se asocia con RNAs pequenos que
comienzan con citosina (C, revisado en Mi et al., 2008), esta caracteristica puede ser aplicable al
amiRLEA18.">°* (estrella) y al amiRLEA18:™°* (estrella) que comienzan con C; por lo que, si se
acumulan, se podrian estar asociando con Argonauta 5. Ago5 es muy similar a Ago1 — pertenecen al
clado 1 entre las proteinas argonauta — y se propone que su actividad es la misma — dado que tienen



la misma localizacion intracelular, incluso se sabe que algunos microRNAs como miR169 comienzan
con C, por lo que este microRNA en particular se estaria asociando a RISC-Ago5 para silenciar su
mensajero blanco (Vaucheret, 2008). Esta caracteristica podria ser contraproducente en la eleccion
del uso de microRNAs artificiales si fuera posible que los amiRNA* tuviesen un mensajero blanco
propio independiente de los amiRNAs maduros; sin embargo, un analisis bioinformatico evidencié que
el unico posible blanco de los amiRNA* es la cadena complementaria de los genes de interés (no
mostrado) y, considerando que esta cadena no se estaria transcribiendo (revisado en Alberts et al.,
2007), éste no tendrian un mensajero al cual acoplarse, por tanto, y si la presencia del mensajero
blanco es necesaria para un cargado del amiRNA en el complejo RISC, estos amiRNA* no se
estarian cargando en el complejo. En el caso de los microRNAs que comienzan con guanina (G, es el
caso de amiRLEA18:™° y el amiRNA* de amiRLEA185™*°) se desconoce el complejo RISC-Argonauta
con el que se estarian asociando; sin embargo, como la asociacién de Ago1 con microRNAs 5' U no
es restrictiva, posiblemente debido a su gran acumulacion, amiRLEA18s™° y el amiRNA* de
amiRLEA185™°, se podrian asociar a esta proteina y de esta manera silenciar el gen de interés (en el
caso de amiRLEA185').

Debido a que — como se menciond anteriormente — posiblemente no se estuviese eligiendo
preferencialmente el amiRNA sobre el amiRNA* ya que el dsRNA es bastante simétrico, se especula
que se obtendria aproximadamente un 50% menos de silenciamiento de los mensajeros de interés
del que podria haberse esperado con extremos asimétricos, ya que solamente son blancos de los
amiRNA maduros; ésto descartando la controversial idea de que también la presencia del mensajero
blanco en el complejo RISC determina la cadena que se carga en el complejo. Esta hipotesis podria
explicar por qué el silenciamiento en las distintas lineas transgénicas — por lo menos las analizadas —
no es completo. Adicional a esta posible explicacién habria que considerar otras variables que
podrian influir sobre el nivel de silenciamiento obtenido como el sitio de insercion, la modificaciéon del
precursor, la eficiencia de transformacién, entre otras, que determinan el nivel de silenciamiento de un
microRNA artificial.

Aun cuando los resultados de este trabajo permiten tener una idea de los niveles de
silenciamiento inducido por las construcciones descritas, aun no se han determinado, los niveles de
acumulacién de las proteinas correspondientes; ya que hasta el momento no se cuenta con los
anticuerpos especificos para detectarlas. Sin embargo, en un trabajo muy reciente sobre miR159 (el
microRNA cuyo precursor se usa para nuestros amiRNAS) se muestra que éste tiene una actividad
bifuncional; es decir, de corte y degradacién y de inhibicion traduccional de sus mensajeros blanco
(que codifican los factores transcripcionales MYB33 y MYB120; Li et al.,, 2010). Esto me lleva a
especular que si fuese posible que la secuencia del precursor de miR159 definiera la forma de actuar
del complejo RISC-Ago1 (degradacién o inhibicion) seria probable que nuestros transcritos blanco se



mantuvieran en un estado basal de acumulacion, mientras que la acumulacién de la proteina podria

abatirse completamente.

Inherente al disefio de los amiRNAs, se propone que los cambios que se realicen en la
secuencia de un precursor endégeno, sean lo suficientemente no invasivos con el fin de que la
maquinaria de RNAI los reconozca como el precursor endégeno, y genere los amiRNAs de interés.
Por esta caracteristica, es necesario que se analicen una serie de pardmetros que permiten,
bioinformaticamente, disminuir el nUmero de variables libres y, por tanto, disminuya la probabilidad de
que el precursor introducido no sea reconocido; este es el caso de los analisis de plegamiento. En
ellos observamos que, esencialmente, los precursores modificados carecen de cambios estructurales,
lo que les permitiria ser reconocidos como el precursor de miR159; sin embargo, derivado de estos
andlisis, se observo que tanto el precursor de amiRLEA18,"° como de amiRLEA18:'° poseen una
diferencias con el precursor de miR159. Este precursor enddgeno posee un desapareamiento entre el
miRNA — miRNA* aproximadamente en el nucleétido 9 y 10 a partir del extremo 5' del futuro
microRNA maduro vy, al tratar de imitar ese gap para tener el menor nimero de divergencias, se
introdujo el mismo en otra zona (nucleétidos 12 y 13 a partir de la misma zona, ver resultados). No se
puede definir si este error de disefio pudo afectar la estabilidad o reconocimiento de precursor, de tal
manera que el amiRNA no pudiera ser procesado por la célula. A pesar de ello, en los resultados
obtenidos en la transformacion transitoria en hojas de N. benthamiana, observamos que el
procesamiento no estd afectado para estos dos amiRNAs, comparando los resultados con el
procesamiento de amiRLEA185'°, el cual contiene el desapareamiento en la misma posicion que
miR159 — miR159*. Por este motivo, no se decidi6 utilizar posteriormente precursores con el
desapareamiento en el lugar correcto, ya que una vez procesados, esta divergencia no afectaria el
silenciamiento debido a que la secuencia del amiRNA maduro se mantiene sin cambios (ver

Resultados).

Caracterizacion de las plantas transgénicas.

La genética clasica es de gran ayuda para comprender aspectos genotipicos en la seleccién y
caracterizacién de mutantes. La insercién de T-DNA posee un cassette de resistencia a algun quimico
lo que permite su seleccidn por viabilidad (fenotipo), esta resistencia es debida a un solo gen, por lo
gue su segregacion va a ser sometida a las leyes de la genética mendeliana (Alberts et al., 2007). Si
la resistencia estd dada por un solo gen, se toma en cuenta que la poblacion de plantas
transformantes fundamentalmente tendrian una copia (un alelo) de este gen en su genoma y
entonces se consideran heterocigotas (pertenecen a la generacibn T1 ya que derivan de las
transformadas (T0)). Cuando las plantas heterocigo tas T1 producen desendencia, la heredabilidad



de los genes se dara en proporcion fenotipica 3:1, es decir, el 75% de las plantas poseeran una o las
2 copias de la insercién en su genoma, mientras que el 25% de las plantas que no la posean, no
seran viables a la seleccién. En este trabajo se proponia que las lineas que segregaran en la
generacion T2 una proporcion fenotipica aproximada de 75%, poseian una sola insercion; si esta
proporcion era mayor, seguramente se debia a que existia mas de una insercién en la linea

transgénica. Sin embargo, las plantas transgénicas que poseian el amiRLEA18;™°

segregaron en una
proporcion cercana o menor al 75%, mientras que, las plantas transgénicas que poseian los otros
amiRNAs no llegaron a presentar una proporcion fenotipica mayor al 60% (ver resultados). Esto
implica que el efecto del herbicida utilizado en la seleccion para las plantas que contenian a
amiRLEA18."° o0 a amiRLEA18s"° provocé defectos en la germinacién y el desarrollo de las plantas,
de tal manera que esto afecté la proporcidén esperada; no asi en el caso de la seleccion de las plantas
conteniendo el amiRLEA18;'° la cual se realizé por resistencia a un antibiético. Derivado de ésto, se
habia propuesto utilizar otra concentracion de MS que permitiria seleccionar las plantas sin afectar
significativamente su desarrollo; sin embargo, se probé que la mitad de la concentracién utilizada y
las plantas silvestres fueron capaces de desarrollarse normalmente, por lo que se decidié analizar la
acumulacién de amiRNAs en todas las lineas transgénicas y, posteriormente, analizar las lineas
positivas a este experimento, mediante Southern Blot para identificar el nUmero de inserciones por
cada linea Ese experimento ya no se realiz6 como parte de la presente tesis pero se llevara a cabo
como continuacién del proyecto.

De la seleccion de las plantas transgénicas se encontrd6 que para la construccion
pBA/amiRLEA18.'* se detectaron 5 falsos positivos, 3 de ellos no respondieron a condiciones
normales de germinacion, por lo que se propone que la insercién de la construccién ocurrié en la
region cercana al un gen que al interrumpirse derivd en un fenotipo letal; sin embargo, no se descarta
la idea de que estas lineas no hayan germinado debido a que la viabilidad de las semillas haya sido
deficiente producto de las caracteristicas ambientales que afectaran a las semillas, por ejemplo, si las
semillas no presentan una desecacidon 6ptima, su posterior germinacién se ve inhibida; de la misma
forma, si el periodo en que las semillas se someten a dormancia no es adecuado, las semillas no

germinarian (Olvera-Carrillo y Marina Battaglia, comunicacién personal)

Por otro lado, el hecho de que se decidiera no analizar el nivel de silenciamiento provocado
por la introduccion de amiRLEA185'*°, es debido a que la expresion de AtLEA18-3 (su blanco) esta
restringida a polen, por lo que, el andlisis del efecto provocado por la interrupcion de AtLEA18-3 se
llevara a cabo mediante experimentos ddiigidos a analizar la viabilidad de polen. De igual manera, se
decidié no analizar en este momento el nivel de silenciamiento, debido a que, por lo restringido de su

acumulacién, habia sido dificil observar su expresién en experimentos previos, y no fue sino hasta



hace poco tiempo, que se plantearon experimentos para observar su acumulacién, en conclusion, la
temporalidad de la presente tesis no es suficiente para obtener un acoplamiento con los trabajos a
dilucidar la funcién de AtLEA18-3, sin embargo, el presente trabajo dara cabida a los posteriores
andlisis de este gen.

En el caso de AtLEA18-1, cabe mencionar que su acumulacién en hojas de la roseta fue muy
complicada de observar, ya que su acumulacién sélo se observa en condiciones de deshidratacion
(ver Antecedentes y Resultados), En los experimentos de RT-PCR, puede observarse que la
acumulacién del transcrito de AtLEA18-1 es més baja en las lineas transgénicas, que la observada en
las plantas silvestres, sin embargo, no es significativamente menor, este fendmeno se observa ya
que, ademas de estar sometidas a numerosas rondas de amplificacion, en experiencias previas en el
laboratorio se ha observado que en condiciones de limitacién de agua, otros amiRNAs son menos
eficaces en el silenciamiento de su RNA mensajero blanco, esto puede explicarse debido a dos
fendmenos: |) que la maquinaria de RNAI esté regulando preferencialmente otros RNAs mensajeros
blanco cuya represién es necesaria para una tolerancia a la sequia, debido a que, el silenciamiento
de mensajeros que no intervienen en sequia, o que son benéficos para una condicion de deficiencia
de agua, implicaria un gasto de energia cuya sintesis se ve ya empobrecida en la condicion de estrés
(ver introduccién); o Il) que la cantidad de transcrito destinado a silenciar, sea tan abundante en
sequia que la concentracion — ya sesgada por la explicacion anterior — sea insuficiente como para
silenciarlo. Cabe mencionar que estas dos posibles explicaciones no son mutuamente excluyentes,
por lo que no se puede apoyar alguna de ellas y podamos ver un efecto sinérgico (Olvera-Carrillo,

comunicacion personal).



CONCLUSIONES

En esta tesis se comprueba el uso de microRNAs artificiales como un alternativa
viable para generar mutantes para los genes que no posean inserciones mutagénicas
disponibles, asi como también, se pueden disefiar amiRNAs que tengan como blanco
proteinas pequenas como proteinas LEA (soportada por trabajos anteriores en el
laboratorio), y, ademas, el disefio de los mismos esta intrinsecamente relacionado con
la eficiencia de silenciamiento.

Se observé que la variabilidad en la acumulacion de amiRNAs es dependiente de su
secuencia, y esta variabilidad en secuencia tiene una repercusion en el silenciamiento
de sus transcritos blanco. También se observo que el disefio de los amiRNAs (el inicio
de su secuencia y el apareamiento con el microRNA*) influye de manera sustancial en

la capacidad de silenciamiento, confirmando lo observado en la literatura.

De la misma manera, se observd que el silenciamiento mediado por amiRNAs no
mantiene niveles estables cuando se hereda a la siguiente generaciéon, y que esta
estabilidad podria estar mediada por la secuencia del microRNA o las secuencias que
permiten el apareamiento del duplex, sin embargo, la comprobacion de esta hipotesis
no estuvo contemplada en este trabajo.

Se posee un conjunto de mutantes para analizar los fenotipos derivados de la
interrupcién de la familia LEA 6 en Arabidopsis thaliana: una linea mutante para el gen
AtLEA18-1, lineas transgénicas que silencian tanto el transcrito producido por
AtLEA18-1 (en menor medida) y AtLEA18-2, y lineas transgénicas dirigidas al
silenciamiento de AtLEA18-3 (a comprobar).

PERSPECTIVAS

Generacion de una linea transgénica que esté silenciando los tres genes ortdlogos a
PvLEA-18 en A. thaliana, lo que permitird estudiar la participacién de la familia
completa tanto en condiciones normales, como en sequia.

Llevar a cabo los analisis fenotipicos de las mutantes generadas en este trabajo, con el
fin de dilucidar la funcion de cada uno de los ortélogos a PvLEA-18 en condiciones
Optimas y de limitaciéon de agua.



Comparar los resultados obtenidos de la mutacién de LEA18 en Arabidopsis, con los
generados por la sobreexpresion de esta proteina, con el fin de definir su potencial
agronémico como marcador molecular o biotecnoldégico como gen que determine una
mayor resistencia a la sequia en cultivos transgénicos.

Generar anticuerpos contra las posibles proteinas codificadas por AtLEA18-1,
AtLEA18-2 y AILEA18-3 para observar si existe correlacion entre la disminucién del
transcrito provocada por el silenciamiento por los amiRNAs disefiados en este trabajo,
y los niveles de proteina en la planta.

Para comprobar que los fenotipos que se obtengan son debidos realmente al
silenciamiento de los productos deseados, se deberan generar linea transgénicas en
Arabidopsis que contenga el gen silvestre correspondiente bajo un fondo mutante, con
el fin de verificar la complementacion del fenotipo mutante.
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