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RESUMEN

Las plantas frecuentemente se encuentran bajo condiciones ambientales fluctuantes que
pueden afectar su crecimiento, desarrollo y viabilidad. El estrés causado por un déficit o
exceso de las condiciones quimicas o fisicas se denomina estrés abiotico. Un tipo de estrés
abidtico, el estrés hidrico provoca cambios que van desde alteraciones fisioldgicas y
morfoldgicas, hasta cambios en la expresion génica. Algunos de los genes cuya expresion es
inducida por el déficit hidrico son los que codifican para las proteinas abundantes de la
embriogénesis tardia, lea (del inglés: Late Embryogenesis Abundant). Las proteinas LEA se
agrupan en 6 familias o grupos de acuerdo a la homologia en sus secuencias de aminoécidos.
Nuestro grupo ha identificado y caracterizado el grupo 6 o grupo LEA18 en frijol. Aunque la
familia LEA18 ha sido caracterizada en frijol, poco se conoce de ella en otros vegetales;
aprovechando que para algunos de ellos se conoce la secuencia completa de su genoma, como
seria el caso de Arabidopsis thaliana, se planteé el objetivo de identificar y caracterizar la
familia de LEA18 en A. thaliana. Como primer punto se llevdo a cabo una busqueda de
secuencias homdlogas a PVLEA18 y se encontrd que el genoma de Arabidopsis posee 3 genes
similares a PVLEA18; estos tres genes residen en el cromosoma 2 y dos de ellos se encuentran
adyacentes, lo cual sugiere un evento reciente de duplicacion. Ademas, hemos detectado genes
ortélogos a LEA18 en otras plantas, incluidas monocotiledéneas y gimnospermas.

También hemos determinado los patrones de acumulacion de transcrito para algunos de
los miembros de esta familia y hemos encontrado que la familia AtLEA18 se expresa
diferencialmente en la planta: AtLEA18-1 se expresa en semilla y es inducida fuertemente por
ABA; AtLEA18-2 se induce abundantemente por sequia, aungue no se expresa en semilla y su
expresion es inducida ligeramente por ABA 'y se expresa en condiciones control.

Para determinar el posible papel de la familia AtLEA18 en la tolerancia a la sequia se
generaron plantas transgénicas de Arabidopsis sobreexpresando el gen AtLEA18-1, sin

embargo, no pudimos detectar la sobrexpresion del transgene.
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ABSTRACT

Water is an essential element for living organisms, such that various responses have
evolved to withstand water deficit in all living species. The study of these responses in plants
has had particular relevance given the negative impact of water scarcity on agriculture. Among
the molecules highly associated with plant responses to water limitation are the so-called late
embryogenesis abundant (LEA) proteins. These proteins are ubiquitous in the plant kingdom
and accumulate during the late phase of embryogenesis and in vegetative tissues in response to
water deficit. Seven groups of LEA proteins have been described on the basis of similarities in
their amino acid sequence and conserved motifs. With the exception of group 5, LEA proteins
are highly hydrophilic, contain a high percentage of glycine, alanine, serine, and threonine,
and lack or contain few tryptophan and cysteine residues. It is predicted from their amino acid
sequences that they are intrinsically unstructured proteins, and experimentally confirmed for a
few of them in aqueous solution.

In this work, we report the characterization of LEA proteins from group 6 proteins
from Arabidopsis thaliana. We found that the Arabidopsis genome encodes three genes of this
family, named AtLEA18-1 (At2g23110), AtLEA18-2 (At2g23120) and AtLEA18-3
(At29g33690). AtLEA18-1 and AtLEA18-2 are organized in tandem, suggesting a recent gene
duplication event. We have identified LEA proteins from group 6 in monocots, eudicots and
gymnosperms; however, we did not find LEA 6 family in seedless plants. Furthermore, we
have determined the transcript accumulation patterns of Arabidopsis LEA 6 family: AtLEA18-
1 is expressed in seed and is ABA-responsive; AtLEA18-2 is expressed in well-irrigated plants,
it is not detected in seed, and transcriptional induction in response to exogenous ABA is weak.
The expression of AtLEA18-3 is only detected in pollen grains.

To define the possible function of AtLEA6 family in drought tolerance we generated
transgenic plants expressing a 35S-AtLEA18-1 construct, however, we failed to detect over-

expression of this gene.
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I. INTRODUCCION

Los tipos diferentes de estrés abioticos, tales como la sequia, la salinidad, las
temperaturas extremas, la toxicidad quimica y el estrés oxidativo son serias amenazas para la
agricultura y son la principal causa de las pérdidas de cultivos en el mundo, reduciendo en mas
del 50% la produccion promedio de la mayoria de ellos (Boyer, 1982; Bray et al., 2000). El
estrés abiotico da lugar a una serie de cambios morfoldgicos, fisioldgicos, bioguimicos y
moleculares que afectan de manera negativa el crecimiento y la productividad de las plantas
(Wang et al., 2001a).

Una condicidn de estrés no es necesariamente causada por un factor externo, se puede
originar en las diferentes etapas de desarrollo de las plantas; en la mayoria de las mismas hay
disminuciones transitorias en el contenido relativo de agua en alguna etapa de su vida y
algunas también producen estructuras altamente tolerantes a la desecacion, tales como las
semillas, esporas o polen (Ingram y Bartels, 1996).

Aunque de manera general la sintesis de proteinas disminuye durante el estrés hidrico,
existe un grupo de genes cuya transcripcion aumenta en respuesta a la sequia (Ingram y
Bartels, 1996); tal es el caso de los genes que codifican para las proteinas abundantes de la
embriogénesis tardia o proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant). Estas proteinas se
acumulan en altos niveles durante la etapa de desecacion de las semillas (Galau et al., 1986;
Baker et al., 1988; Bray, 1993) y se ha demostrado que la expresion de algunos genes LEA es
regulada por la fitohormona &cido abscisico, ABA (Battaglia y cols., 2008; Tunnaclife y Wise,
2007; Shih y cols., 2008; Bies-Ethéve y cols., 2008; Busk y Pages, 1998; Leung y Giraudat,
1998). Algunas de las proteinas LEA son altamente hidrofilicas, con unalto contenido glicinas
y de aminoacidos cargados, no poseen una estructura globular, por lo que son resistentes a la
coagulacion por efecto de altas temperaturas y carecen o presentan porcentajes muy bajos de
cisteinas y triptofanos (Hincha y Thalnammer, 2012; Dure, 1993).

El hecho de que los transcritos y proteinas LEA se acumulen en tejidos vegetativos de
plantas sometidas a estrés hidrico y en estructuras altamente tolerantes a la desecacion como
las semillas y el polen, ha sugerido que las proteinas LEA podrian tener un papel protector, al
mantener la integridad de algunas estructuras celulares o disminuir los efectos del estrés

hidrico, al mantener un requerimiento hidrico celular minimo (Dure, 1993a). Otras posibles



funciones de estas proteinas son el secuestro de iones (Dure, 1993b), la actividad d e chaperona
molecular (Close, 1996) y el transporte de proteinas nucleares durante estres (Goday et al.,
1994). También se ha demostrado que la sobreexpresion del gen HVAL, el cual codifica para
una proteina LEA tipo 3 de cebada, le confiere resistencia a estrés hidrico y salino a arroz (Xu
et al., 1996) y que la sobreexpresion de LE25, una proteina LEA de tomate del grupo 4 en la
levadura Saccharomyces cerevisiae, le confiere resistencia a alta salinidad y congelamiento
(Imai et al., 1996).

En 1997, Colmenero-Flores y cols. encontraron en frijol (Phaseolus vulgaris) una
nueva proteina de 14 kilodaltons (kDa) que presenta caracteristicas similares a las de otras
proteinas del tipo LEA, a la que se ha denominado como PVLEAL8. El transcrito y la proteina
PVLEA18 se acumulan en semilla seca, en tejidos vegetativos sometidos a estrés hidrico y en
plantas tratadas con ABA. Ademas, se ha encontrado que esta proteina también se acumula en
tejido vegetativo bajo condiciones favorables de irrigacion, particularmente en la region de
elongacion del hipocotilo. Por estas razones se ha clasificado a la PvLEA18 dentro de una
nueva familia de LEAs, la del grupo 6 (Colmenero-Flores et al., 1999; Battaglia y cols., 2008).

En experimentos posteriores se analizaron los patrones de expresion de las regiones no
traducidas del gen PVLEA18 fusionadas al gen reportero GUS, durante el desarrollo y en
respuesta a déficit hidrico o ABA, en plantas transgénicas de A. thaliana. Los resultados
muestran que los patrones de expresion del gen en las plantas transgénicas, sometidas a estrés
hidrico o bien en condiciones de buena irrigacion, son semejantes a los observados en
plantulas de frijol. Ademas, la region 3' del gen PVLEA18 parece participar en la induccion de
la expresion del gen durante el desarrollo y deshidratacién pero no en respuesta a ABA vy este
efecto se da principalmente a traveés de una via independiente de ABA. También la region
promotora de 2058 pb, usada en las plantas transgénicas de A. thaliana, modula la expresion
del gen durante desarrollo, en respuesta a deshidratacion y en respuesta a ABA (Moreno-
Fonseca y Covarrubias, 2001).

Se sabe muy poco acerca de la funcién del grupo de proteinas LEA18, aunque se ha
propuesto que podria funcionar como un osmoprotector de las regiones maduras del hipocotilo
0 como una molécula atrapadora de agua durante la expansion celular (Colmenero-Flores et

al., 1999). Estas observaciones nos llevana hipotetizar que posiblemente la sobreexpresién de



un gen tipo LEA18 en plantas y en organismos heter6logos podria conferir algin grado de

tolerancia a estrés hidrico. Por lo anterior, se plantea la presente investigacion.

1.1 La planta modelo Arabidopsis thaliana

Es una planta silvestre que pertenece a la familia de las Brassicaceae; debido a que
nunca crece mas de 30 centimetros, es facil mantener una gran cantidad de plantas en el
laboratorio bajo condiciones controladas y cosechar semilla madura en seis semanas. Sus
flores son hermafroditas y normalmente se autopolinizan; una sola flor puede producir de 30 a
50 semillas y la planta completa miles de ellas. Estas caracteristicas (y otras) la han convertido
en la planta ideal para el aislamiento y la caracterizacion genética de mutantes.

Es una planta diploide y su genoma (numero de cromosomas haploides = 5) es
relativamente pequefio, aproximadamente 100-120 x 10° pb y tiene algunas secuencias de
DNA repetitivas dispersas. Los ecotipos son lineas de laboratorio que han sido obtenidas de
diferentes sitios geograficos. SGlo algunos de los 300 ecotipos son usados rutinariamente para
mutagénesis y mapeo molecular, entre los que se encuentran Landsberg erecta (Ler),
Columbia (Col), Niederzenz (Nd) y Wassilewskija (Ws). A. thaliana puede ser infectada
eficientemente por Agrobacterium tumefaciens y se pueden obtener facilmente plantas
transgénicas, las cuales son muy Utiles para la expresion de genes y estudios de regulacion
(Westhoff et al., 1998).

1.2 Estrés en plantas

Las plantas frecuentemente se enfrentan a situaciones que producen diferentes tipos de
estrés, el cual se puede definir como aquella condicién que afecta desfavorablemente el
crecimiento, desarrollo y productividad de los diferentes organismos. El estrés puede ser
bi6tico, el cual puede ser originado por otros organismos, o abidtico, debido a condiciones
ambientales adversas, como la inundacién, la sequia, altas o bajas temperaturas, excesiva
salinidad del suelo, la carencia de nutrientes minerales y demasiada o poca luz, entre otros
(Fig. 1; Bray et al., 2000). Sin embargo, la mayoria de las plantas, especialmente las de interés

agricola, no toleran la desecacion, pero tienen el potencial para desarrollar esa tolerancia.
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Figura 1. Factores de estrés ambiental. Condiciones adversas para un desarrollo vegetal

favorable que dan como resultado un estrés abidtico.

Los mecanismos que permiten a la planta sobrevivir al estrés son llamados
mecanismos de resistencia y le permiten tolerar o evitar el estrés. La respuesta de las plantas a
las condiciones ambientales adversas depende de la severidad y duracion del estrés, la etapa de
desarrollo de la planta afectada, el tipo de tejido y las interacciones entre diferentes tipos de

estrés (Ingramy Bartels, 1996).

1.2.1 Estrés osmotico

Algunas de las respuestas a diversos tipos de estrés se sobrelapan debido a la similitud
de los cambios fisiolégicos que ocurren cuando el organismo se somete a varios tipos de
estrés; por ejemplo, el estrés osmdtico puede ser causado por diferentes factores ambientales,
incluyendo la sequia, desecacion, sal y frio, que involucran problemas de disponibilidad de
agua. El estrés osmético afecta diferencialmente a los érganos vegetales o a diferentes

regiones de crecimiento del mismo 6rgano (Vierling y Kimpel, 1992).



A nivel celular, un mecanismo de resistencia a este tipo de estrés es el ajuste osmotico,
que consiste en una disminucion del potencial hidrico en los tejidos vegetales, lo cual tiene
como consecuencia la entrada de agua y por lo tanto, no se presenta una disminucién en el
turgor de la célula vegetal. El ajuste osmoético se da en las plantas a través de la biosintesis de
osmolitos organicos de bajo peso molecular y por la acumulacién de iones, fundamentalmente
K" (Bohnert y Sheveleva, 1998). La acumulacion de iones durante el ajuste osmdtico ocurre
principalmente en la vacuola, mientras que en el citoplasma se acumulan solutos que no
afectan negativamente la funcionalidad de macromoléculas celulares. Estos solutos son
moléculas organicas de bajo peso molecular (osmolitos) como polioles (azlcares),
metilaminas, aminodacidos libres y derivados de aminoacidos (Yancey et al., 1982).

Se ha encontrado que diferentes organismos como plantas, bacterias, hongos y
animales pueden sintetizar osmolitos compatibles en respuesta a un estrés osmotico (Yancey et
al., 1982). La acumulacion de osmolitos compatibles tiene como consecuencia la
osmoproteccion, que estd dada por la capacidad estabilizadora de algunos de estos solutos
sobre macromoléculas como las proteinas y los sistemas de membrana celulares. Por ejemplo,
la acumulacién de prolina es responsable del ajuste osmético en la punta de la raiz y le permite
continuar su crecimiento cuando se encuentran bajo déficit hidrico (Voetberg y Sharp, 1991).
Los osmolitos compatibles se caracterizan por no alterar la estructura y funcion de las
macromoléculas cuando se acumulan en altas concentraciones. Se propone que estos osmolitos
no interaccionan con sustratos y cofactores enzimaticos, ni afectan negativamente las

interacciones entre las macromoléculas y el solvente (Yancey et al., 1982).

1.2.2 Sequia

Las plantas sufren de sequia o déficit hidrico en respuesta a un ambiente escaso de
agua, en donde la tasa de transpiracion de la planta excede a la toma de agua. En general, el
estrés hidrico es una forma moderada de déficit hidrico (Bray, 1997) y la desecacion es la
forma extrema de deshidratacion, cuando se pierde la mayoria del agua “libre” citoplasmica y
la planta sobrevive s6lo conel “agua unida”, asociada con la matriz celular. En el caso de que

exista pérdida completa de agua libre, se habla de un proceso de desecacion o deshidratacion



(Hoekstra et al., 2001). El déficit hidrico no s6lo ocurre cuando hay poca agua en el ambiente,
sino también por bajas temperaturas y por una elevada salinidad del suelo (Levitt, 1980).

El estrés por sequia induce varias respuestas bioquimicas y fisioldgicas en las plantas;
el déficit hidrico celular puede resultar en un aumento en la concentracion de solutos, cambios
en el volumen celular y en la forma de la membrana, alteracion del gradiente de potencial
hidrico, pérdida de la integridad de la membrana y desnaturalizacion de proteinas, entre otras
cosas (Bray, 1997).

La tolerancia a la sequia se refiere a la tolerancia a una deshidratacion moderada;
cuando se habla de la tolerancia a la desecacién o anhidrobiosis (vida sin agua), generalmente
se refiere a la tolerancia que presenta el organismo a una deshidratacién severa, cuando las

moléculas que lo hidratan se pierden gradualmente (Hoekstra et al., 2001).

1.3 La fitohormona acido abscisico (ABA)

El 4cido abscisico (ABA) es una fitohormona presente en plantas vasculares y también
ha sido detectada en musgos, en algas y hepaticas (Bray et al., 2000). Algunos hongos
patdgenos producen ABA, como un metabolito secundario, por una via completamente
diferente a la que usan las plantas superiores (Neill et al., 1982).

En general, ABA afecta la dormancia de las yemas; regula el desarrollo y germinacion
de semillas asi como la adaptacion de tejidos vegetativos a condiciones de estrés ambiental
(Giraudat, 1995). ABA aumenta como resultado del estrés hidrico y tiene importantes papeles
en la tolerancia de las plantas a la sequia, alta salinidad y frio (Shinozaki y Yamaguchi-
Shinozaki, 1997).

En tejidos vegetativos, ABA tiene varios papeles en las respuestas adaptativas a déficit
hidrico, tales como el aumento en el radio de la raiz, la acumulacién de osmolitos y la
regulacién de la expresion de varios de los genes inducidos por sequia que estabilizan
estructuras celulares (por ejemplo, algunas de las proteinas LEA; Setter, 1997).

La sintesis de ABA es un evento normal durante el desarrollo vegetativo,
especialmente en las Ultimas etapas de la formacion de algunos 6rganos, como la semilla;
ABA estimula la acumulacién de ciertas proteinas y confiere dormancia a embriones durante

la desecacion. Los estudios indican que en plantas en sequia, el estado fisiologico que origina



un aumento en la sintesis de ABA es la pérdida de turgor celular en el punto de marchitez
(Bray, 1993). La sintesis de ABA no solo es estimulada por déficit hidrico, sino también por
enfriamiento (Lee et al., 1995) y déficit de O, inducido por inundacién (VanToai et al., 1995).

Durante las condiciones de estrés, el aumento en los niveles de ABA inhibe la apertura
y promueve el cierre estomatico, reduciendo de esta manera la pérdida de agua ocasionada por
la transpiracion (MacRobbie, 1995). El poro estomatico estd formado por un par de células
guarda; estas células poseen vias de transduccion de sefiales redundantes para ABA y una de
ellas involucra el aumento en las concentraciones de calcio intracelular. La activacion de
alguna de estas rutas (dependiente o independiente de Ca2*) es aparentemente suficiente para
promover el cierre estomatico y el uso diferencial de estas dos vias de transduccion puede
facilitar a la planta integrar factores ambientales tales como la temperatura y la disponibilidad
de agua (Allan et al., 1994). Las células guarda poseen al menos dos sitios de percepcion de
ABA involucrados en la regulacion de la apertura estomética, uno localizado en la membrana
plasmatica y un segundo localizado intracelularmente (Leung y Giraudat, 1998).

Ademas, se sabe que ABA regula, en semilla y tejido vegetativo, algunos de los
cambios fisiologicos a largo plazo que parecen involucrar, principalmente, modificaciones de
la expresion génica a nivel transcripcional. ABA también es responsable de inducir la sintesis
de algunas de las proteinas LEA (Fig. 2; Bray, 1993; Skriver y Mundy, 1990).

Las mutantes aba (con niveles de ABA enddgeno reducidos) y abi (insensibles a ABA)
han sido usadas para apoyar la hipotesis de que el ABA enddgeno regula la expresion de un
gran namero de genes (Chandler y Robertson, 1994). La mayoria de estas mutantes muestran
una pérdida excesiva de agua debido a los defectos en la regulacion estomatica, la cual lleva a
un incremento en la tendencia a la marchitez. Igualmente, los genes que se regulan a través de
ABA presentan en estas mutantes niveles muy bajos de expresion durante las diferentes

condiciones de estrés y durante la embriogénesis (Giraudat et al., 1994).
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Figura 2. Procesos que suceden durante las dife rentes etapas del desarrollo de la semilla.
Los niveles altos de ABA estan temporalmente correlacionados con el inicio de maduraciony
prevencion de la germinacién precoz durante la mitad del desarrollo del embrion. Nétese que
la expresion de los genes LEA en la etapa de embriogénesis tardia correlaciona con los altos
niveles de ABA (Skriver y Mundy, 1990; Rock y Quatrano, 1994; Arroyo, 2003).

1.4 Respuestas moleculares a estrés hidrico

El déficit hidrico da lugar a un conjunto de respuestas que comienzan con la
percepcion del estres, el cual inicia con una cascada de transduccion de sefiales y se manifiesta
en cambios a nivel celular, fisiologico y de desarrollo. Es sorprendente descubrir que algunas
de las respuestas a déficit hidrico son similares en especies tolerantes, tales como
Mesembryanthemum crystallinum y Craterostigma plantagineum y en plantas de interés
agricola, tales como tomate y maiz o ainen la planta modelo A. thaliana.

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 pueden promover la tolerancia celular a

deshidratacién a través de funciones protectoras en el citoplasma, alteracion del potencial



hidrico celular para promover la captacion de agua, control de la acumulacién de iones y
mayor regulacion de la expresion genética (Bray, 1993; Bray 1997).

Se han clasificado los productos genéticos inducidos bajo condiciones de estrés hidrico
en dos grandes grupos. En el primero se encuentran las llamadas proteinas funcionales, que
probablemente participan en la tolerancia a estrés; ejemplos de ellas son: las proteinas de
canales de agua, involucradas en el movimiento de agua a través de las membranas, las
enzimas requeridas para la biosintesis de varios osmoprotectores (azlcares, prolina y glicin-
betaina), proteinas que pueden proteger macromoléculas y membranas (proteinas LEA,
osmotina, proteinas de anticongelamiento, chaperonas y proteinas de unidbn a RNAmMm),
proteasas requeridas para el recambio de otras proteinas (tiol proteasas, proteasa Clp y
ubiquitina) y enzimas de detoxificacion (glutation S-transferasa, hidrolasa epoxisoluble,
catalasa, superdxido dismutasa y ascorbato peroxidasa). En el segundo grupo se encuentran las
proteinas reguladoras, como los factores proteicos involucrados en las vias de transduccion de
sefiales y las proteinas que afectan la expresién genética, como las proteinas cinasas, los
factores de transcripcion, PLC y proteinas 14-3-3 (Fig. 3; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki,
1997).

Las numerosas respuestas a déficit hidrico son controladas por unarreglo de genes con
algunas funciones diferentes. Cuando la célula pierde agua, los procesos regulatorios son
iniciados para ajustar el metabolismo celular a las nuevas condiciones. Al mismo tiempo, la
inhibicion del crecimiento y la alteracion de las vias de desarrollo resultaran en cambios de la
expresion genética. Se ha pensado que los genes inducidos durante condiciones de estrés
hidrico funcionan no solo en proteger las células del déficit hidrico por la produccion de
importantes proteinas metabolicas, sino también en la regulacion de genes para la transduccion
de sefales en la respuesta a estrés.

La mayoria de los genes que son inducidos por sequia también responden a frio y
viceversa, pero algunos sélo responden a sequia y otros sélo a frio, pero ademés hay genes que
responden a sequia y/o frio que también son inducidos por la aplicacion exégena de ABA;
algunos reportes han descrito genes que son inducidos por sequia o frio pero no responden al
tratamiento de ABA exdgeno. Esto indica la presencia de cascadas de transduccion de sefiales

dependientes e independientes de ABA (Shinozakiy Yamaguchi-Shinozaki, 1997).
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1.5 Regulacion de la expresion genética

Las respuestas al estrés en plantas estan reguladas por varias vias de sefializacion y hay
un traslape significativo entre los patrones de expresion genética, que son inducidos en las
plantas en respuesta a diferentes tipos de estrés (Knight y Knight, 2001). La induccion
genética por estrés ocurre primeramente a nivel de la transcripcion y la regulacion de los
patrones de expresion temporales y espaciales de los genes especificos de estrés es una parte
importante de las respuestas vegetales a estrés (Fig.4). Las plantas dedican una gran parte de
su capacidad genémica para inducir factores de transcripcién, como en el caso de Arabidopsis,
cuyo genoma codifica para poco mas de 1500 factores. Estos factores frecuentemente
pertenecen a grandes familias de genes, los cuales en algunos casos son Unicos en plantas
(Riechmann et al., 2000). Hay varias familias de factores de transcripcion entre los que se
encuentran (Fig.4): los factores que se unen al elemento que responde a etileno (ethylene-
responsive-element-binding factor, ERF), las proteinas que se unen a DRE (DRE-binding
protein, DREB), las proteinas basicas de hélice-vuelta-hélice (basic helix-loop-helix, bHLH),
la familia NAC, la familia de factores de transcripcion de homeodominio, las cremalleras de
leucina de dominio béasico (basic-domain leucine-zipper, bZIP), las proteinas WRKY vy los
factores MYC y MYB (Riechmann et al., 2000).

Algunos de los genes cuya transcripcion es inducida por sequia y frio pero no
responden a ABA exdgeno son: rd29A/1ti78/cor78, kinl, cor6.6 y cord7. Estos genes poseen
una secuencia conservada de nueve pares de bases TACCGACAT en su region promotora
llamada DRE (dehydration-responsive element, identificado en 1994 por Yamaguchi-
Shinozaki y Shinozaki). Este elemento es esencial y actla en cis para su regulacion en
respuesta a deshidratacion. Motivos similares llamados CRT (C repetido) y otros elementos
que responden a bajas temperaturas, los cuales incluyen el motivo CCGAC, que forma el
nicleo de la secuencia DRE, se han encontrado en las regiones promotoras de genes
inducibles por frio. Los factores de transcripcion que pertenecen a la familia ERF/AP2 (factor
de unién al elemento que responde a etileno/ apétala2) y que se unen a DRE/CRT son
llamados DREB1A/CBF3, DREB1B/CBF1 y DREB1C/CBF2. La via DREB1/CBF tiene un
papel clave en la regulacién de la expresion genética independiente de ABA en respuesta a
sequia y frio (Fig.4) (Shinozakiy Yamaguchi-Shinozaki, 2000).
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Kim y colaboradores (2002) también reportaron que la expresion genética ind ucida por
frio a través de DRE/CRT es incrementada por una sefial generada por luz; el fotorreceptor
primario involucrado en esta sefializacion por luz fue identificado como fitocromo B.

Algunos de los genes inducibles por sequia y/o frio son también inducidos por un
tratamiento exdgeno de ABA. Estos genes contienen elementos potenciales de respuesta a
ABA (ABA-responsive elements, ABRE) en las regiones promotoras que son importantes
para la transcripcion. El elemento ABRE es definido como una secuencia de 8—10 pares de
bases con la secuencia central ACGT. La secuencia que flanquea el nicleo ACGT es
importante para la funcion in vivo y para union de proteinas in vitro. La secuencia (C/T)
ACGTGGC es un ABRE fuerte (Busk et al., 1997; Izawa et al., 1993). La mayoria de las
proteinas que se unen a secuencias de DNA con el motivo central ACGT contienen una region
basica adyacente a un motivo llamado cremallera de leucina y se conocen como factores de
transcripcion bZIP. La secuencia central ACGT es encontrada en algunos promotores y media
la induccion por luz (Guiliano et al., 1988), anaerobiosis (McKendree y Ferl, 1992), luz UV
(Weisshaar et al., 1991) y acido cumarico (Loake et al., 1992). Ademas, hay secuencias que
contienen el nicleo ACGT que no funcionan como ABREs aun en promotores inducibles por
ABA (Busk et al., 1997). El promotor de rd29A contiene no solo el elemento DRE, sino
también un ABRE, por lo que este gen esta controlado por tres sistemas regulatorios
independientes (Fig.4) (YYamaguchi-Shinozakiy Shinozaki, 1994).

Hobo y cols. (1999) identificaron elementos cis llamados “coupling elements” (CE),
los cuales son activos en combinacion con un ABRE, pero no solos. La diseccion de los
promotores de los genes de cebada HVA22 y HVAL definié el complejo minimo que responde
a ABA (ABRC), que consiste en un “coupling element” y un ABRE capaz de conferir la
transcripcion inducible por ABA bajo un promotor minimo. Los CE encontrados hasta ahora
tienen un alto contenido de citosinas y guaninas (Shen et al., 1996). Algunos factores de
transcripcion que se unen a un ABRE son: AREB1/ABF2, AREB2/ABF4, AREB3, ABF1 y
ABF3 (Uno et al., 2000; Choi, et al., 2000).

También existen factores de transcripcion inducidos por estrés cuyas secuencias de
reconocimiento estan involucradas en la transcripcion inducida por ABA, como los factores
Myc y Myb; estos factores pueden regular genes cuya induccién por ABA depende de la

sintesis de proteinas, mientras que la regulacion via ABRE no la requiere (Iwasaki et al., 1995;
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Abe et al., 1997). Como ejemplo tenemos al factor tipo MYC, RD22BP1 (AtMYC2) vy al
factor tipo MYB, ATMYB2, que se unen a elementos cis en el promotor del gen RD22 vy lo

activan en forma cooperativa. Las proteinas VP1 de maiz y ABI3 de A. thaliana son factores

de transcripcién homologos esenciales para la acciéon de ABA en semillas (Leung y Giraudat,

1998).
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menores y mayores, respectivamente, que estan involucradas en la expresidn genética que

responde a deshidratacion. Las lineas interrumpidas representan las vias de sefializacion que

estan involucradas en respuestas a estrés por baja temperatura.
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1.6 Proteinas LEA

Algunos de los genes mejor caracterizados cuya expresion es ind ucida en érganos
vegetativos durante déficit hidrico, son los que codifican para las llamadas proteinas LEA
(late embryogenesis abundant, proteinas abundantes de la embriogénesis tardia), que fueron
descritas primeramente en semillas de algoddn. Las LEA se han agrupado en varias familias
de proteinas, las cuales se acumulan en altos niveles durante la etapa madura de la
embriogénesis, justo antes del inicio de la desecacidon de la semilla (Battaglia y cols., 2008;
Bies- Etheve y cols., 2008; Hundertmark y Hincha, 2008; Shih y cols., 2008; Tunnacliffe y
Wise, 2007). 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). En la mayoria de los casos reportados, su expresion esta correlacionada con el aumento
en los niveles de ABA, una fitohormona cuyo nivel endégeno aumenta no solo 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 Pages, 1998;
Leung y Giraudat, 1998). ABA es capaz de inducir precozmente la expresion de dichos genes
en embriones inmaduros o en tejidos vegetativos no estresados cuando se aplica exdgenamente
(revisado en Dure 111, 1993).

En general, las proteinas LEA son altamente hidrofilicas, con un alto contenido de
aminoacidos cargados y de glicinas, no poseen una estructura globular por lo que son
resistentes a la coagulacion por efecto de altas temperaturas y carecen o presentan porcentajes
muy bajos de cisteinas y triptofanos; se ha propuesto que estan localizadas en el citoplasma
(revisado en Dure, 1993). Estas proteinas podrian tener propiedades que les permiten unirse
con moléculas de agua y secuestrar iones, lo cual favorece la creacion de un ambiente propicio
para que interactlen con enzimas y otros constituyentes celulares de tal forma que no pierdan
sus funciones y sean preservadas durante la sequia. Algunos estudios muestran una correlacion
entre los niveles de algunas proteinas tipo LEA y el grado de tolerancia a sequia (Cellier et al.,
1998).

La mayoria de las proteinas LEA se encuentran en un grupo mas general denominado
“hidrofilinas”, debido a que poseen un alto contenido de glicina (> 6%) y un alto indice de

hidrofilicidad (> 1.0); se ha propuesto que algunas proteinas del tipo “hidrofilinas” podrian
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haber sido seleccionadas como parte de un mecanismo adaptativo que ayuda a mantener una

maquinaria traduccional funcional en un medio limitado de agua (Garay-Arroyo et al., 2000).

1.6.1 Grupos de proteinas LEA

Las proteinas LEA se agrupan en varias familias de acuerdo a la homologia en sus
secuencias de aminoacidos (Battaglia y cols., 2008; Bies-Etheve y cols., 2008; Hundertmark y
Hincha, 2008; Shih y cols., 2008; Tunnacliffe y Wise, 2007):

Grupo 1 (D-19): son proteinas de bajo peso molecular (90-110 aminoéacidos)
altamente homologas (65% de identidad y 80% de similitud entre mono y dicotileddneas). Son
muy ricas en glicina (16-21%) y se encuentran dispersas a lo largo de toda la proteina, lo que
les confiere gran flexibilidad y favorece que no adopten estructuras secundarias (revisado en
Dure IIl, 1993). Poseen un motivo interno hidrofilico formado por 20 amino&cidos:
GGQTRKEQLGEEGYREMGHK, que ha sido encontrado en genes de cebada y algodény
puede estar repetido hasta cuatro veces (Espelund et al., 1992; Galau et al., 1992). 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 (McCubbin y Kay, 1985; Espelund et al.,
1992).

Grupo 2 o dehidrinas (D-11): son muy hidrofilicas, de tamafio variable (14-150 kDa)
y poseen diversos motivos caracteristicos representados diferencialmente entre las distintas
proteinas de la familia: pueden tener un segmento de 15 amino&cidos ricos en lisina al cual se
le ha llamado el segmento K, con la secuencia consenso EKKGIMDKIKELPG vy puede
estar repetida varias veces. Algunas proteinas LEA del grupo 2 pueden poseer un segmento de
6-9 serinas fosforilables (segmento S), adyacente al K y también puede tener una secuencia
caracteristica en el N-terminal llamada el segmento Y (DEYGNP). Goday y colaboradores
(1994) demostraron que la regidén de serinas fosforilables se trata de un motivo presente en
proteinas que se unen a otras proteinas para acarrearlas al nicleo y dicho motivo es el que
reconoce la sefial de localizacion nuclear. A las proteinas de este grupo se les ha asignado
algunas posibles funciones, como el de estabilizacion de proteinas citoplasmicas contra
desnaturalizacion (chaperoneo), unién a iones (particularmente sulfato y fosfato) y el de

preservacion de estructuras supermoleculares o membranas (Dure, 1993b; Close et al., 19933,
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1993b; Kaye y Guy, 1995; Close, 1997). Recientemente, Heyen y colaboradores (2002)
encontraron una proteina en la membrana de la vacuola de plantas de apio (Apium
graveolens), VCaB45, que se une a calcio y esta propiedad es regulada por fosforilacion. Otra
funcién propuesta para proteinas de este grupo es la de transporte de metales a tejidos en
crecimiento para prevenir el dafio celular, como la proteina de transporte de Fe*® (ITP),
encontrada en el floema de plantas de higuerilla (Ricinus communis L., Kriiger et al., 2002).

Se han encontrado miembros de este grupo en plantas monocotileddneas,
dicotileddneas y en la cianobacteria Anabaena sp. (Close y Lammers, 1993). Los mRNA de
estas proteinas se acumulan en respuesta a estrés hidrico, idnico y por bajas temperaturas y son
inducidos por la aplicacion de ABA exdgeno. Su abundancia es de aproximadamente el 0.5%
de la proteina total soluble de un embrion y existe evidencia que sugiere que estos genes
codifican proteinas que se unen a lipidos (Ismail et al., 1999). Estas proteinas también son
llamadas dehidrinas (dhn) y rab (por respuesta a ABA) en la literatura. Por ejemplo, la
dehidrina acida de trigo, WCORA40, se acumula enaltos niveles en las regiones proximas de la
membrana plasmatica de células en el &rea de transicién vascular y podria tener un posible
papel de crioproteccion de la membrana plasméatica durante deshidratacion inducida por
congelamiento (Danyluk et al., 1998).

Grupo 3 (D-7): se caracterizan principalmente por la presencia de un 11-amero
(TAQAAKEKAGE) conservado que puede estar repetido varias veces en tandem a lo largo
de la proteina (entre 5 y 13), lo que hace que los miembros de esta familia sean de tamafios
muy diferentes. Estos dominios se estructuran como o—hélices amfipaticas, teniendo una
superficie hidrofobica formada por grupos metilo, como en el caso de las dehidrinas, que
puede ser importante para la formacion de un homodimero y otra superficie cargada que puede
estar involucrada en el secuestro de iones (revisado en Dure Ill, 1993a). Estas proteinas se
encuentran en una concentracion citosolica de 0.226 mM entodo tipo de células embrionarias.
Se predice que pueden tener un papel en el secuestro de iones que son concentrados durante la
deshidratacion celular. También se ha encontrado que una proteina LEA del grupo 3 de polen
de Typha latifolia estabiliza cristales de glucosa in vitro, formando bio-cristales estables en el
citoplasma que podrian atrapar moléculas biologicas fragiles en tiempo y espacio y
preservarlas del dafio por desecacion (Wolkers et al., 2001). De manera interesante,

recientemente se ha identificado un gen tipo LEA 3 en el neméatodo anhidrobidtico
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Aphelenchus avenae (la anhidrobiosis es un estado de latencia que presentan algunos
organismos cuando estan sujetos a condiciones de sequia; Browne et al., 2002).

Grupo 4 (D-113): tienen un rango variable de tamafio (88—175 aminoéacidos), son ricas
en glicinas, treoninas y alaninas (11-20%); estas proteinas tienen una secuencia caracteristica
conservada de 60-80 aminodcidos, con una estructura practicamente ininterrumpida de o—
hélice en el N-terminal. El resto de la proteina es una region de estructura aleatoria, esta poco
conservada y varia mucho en tamafio entre los diferentes miembros de la familia. En
embriones de algoddn esta proteina se encontrd en una concentracion de 0.3 mM en todo tipo
de células (revisado en Dure 111, 1993); se cree que estas proteinas pueden sustituir el agua
para preservar estructuras membranales.

Grupo 5 o LEAs atipicas: al igual que las proteinas LEA, se ha encontrado que estas
proteinas se expresan en hojas de plantas sometidas a estrés hidrico y en hojas desprendidas,
pero se les llama 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 ejemplo, la proteina LEAS5 de algodon posee dominios
hidrofobicos en la region N-terminal que podria ser una sefial de trdnsito al reticulo
endoplasmico (Jackson et al., 1997) y el resto de la proteina es hidrofilica; no es rica en
glicinas pero si en serinas, aproximadamente 15%. La proteina LEA14 de algodon en general
es moderadamente hidrofobica y tampoco es rica en glicinas (Galau et al., 1993). Existen
genes homdlogos a LEAS inducidos por auxina (Yamamoto, 1994), por acido giberélico en
hojas, por choque térmico, por metales pesados y por tuberizacion, también en hojas (Jackson
et al., 1997). La LEA14 es casi idéntica a la proteina Lemmi9, que se induce en las agallas
generadas por la infeccidn de nematodos en raices de tomate y no por sequia (Van der Eycken
et al., 1996).

1.6.2 El grupo 6. La proteina LEA18
En trabajos previos (Colmenero-Flores et al., 1997) se encontré y caracterizd una
proteina de frijol que presenta caracteristicas similares a las de otras proteinas LEA, a la que

se nombro como PVLEALS; esta proteina de 14 kDa es altamente hidrofilica y presenta una

estructura en su mayoria como ‘random coil”. El transcrito y la proteina PVvLEA18 se
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acumulan en semilla seca, entejidos vegetativos sometidos a estrés hidrico y a la aplicacién de
ABA.

Ademas, se ha encontrado que la proteina PVLEA18 no solo se acumula en tejido
vegetativo expuesto a sequia sino también bajo condiciones favorables de irrigacion,
particularmente en la regién de elongacion del hipocotilo, en donde los potenciales hidrico y
osmadtico son mas negativos; este fendmeno no habia sido descrito anteriormente para ninguna
proteina LEA conocida. En base a experimentos de localizacion inmunohistoquimica se ha
demostrado que la proteina PVLEA18 esta presente en el nicleo y el citoplasma de todo tipo
de células, con una mayor acumulacion en la epidermis y en los tejidos del cilindro vascular,
particularmente en células de protoxilema y tejidos meristematicos de raices, aunque la mayor
acumulacion se ha detectado bajo condiciones de estrés hidrico. Por estas razones se ha
clasificado a la PvLEA18 dentro de una nueva familia de LEAs, el grupo 6 (Colmenero-Flores
et al., 1999).

En otros experimentos se hicieron fusiones de las regiones no traducidas del gen
PvLEA18 al gen reportero GUS y como control se utilizé la construccién 5° PvLEA18:: GUS::
3’ nos (nopalina sintasa). Estas construcciones fueron expresadas en plantas de A. thaliana,
donde se analizé la actividad del gen reportero durante el desarrollo y en respuesta a deficit
hidrico o ABA. Los resultados mostraron que los patrones de expresion del gen en las plantas
transgénicas, sometidas a estrés hidrico o bien en condiciones de buena irrigacion o por
tratamiento con ABA, son semejantes a los observados en plantulas de frijol. Ademas, la
region 3' del gen PvLEA18 aumenta la expresion del gen durante el desarrollo y deshidratacion
pero no en respuesta a ABA, y este efecto se da principalmente a través de una via
independiente de ABA; también la region promotora de 2058 pb, usada en las plantas
transgenicas de A. thaliana, permite la expresion del gen durante desarrollo, en respuesta a
deshidratacion y en respuesta a ABA (Moreno-Fonseca y Covarrubias, 2001).

Ademas de que Colmenero-Flores y cols. (1999) han detectado la proteina PvLEA18
en el ndcleo y el citoplasma de células de frijol mediante experimentos de localizacion
inmunohistoquimica, Quiroz-Castafieda (2005) ha encontrado que plantas transgénicas de A.
thaliana expresando la proteina PVLEA18 fusionada con GFP-GUS acumulan la fusion en el
citoplasma y no se transporta al ndcleo, concluyendo que la PVLEA18 carece de sefiales

funcionales tipo NLS que transloguen la proteina al ndcleo.

18



1.6.3 Posibles funciones de las proteinas LEA

Se ha sugerido que las proteinas tipo LEA actiian como moléculas que captan agua, en
el secuestro de iones y en la estabilizacion de macromoléculas y membranas (Dure, 1993a,
1993b; Close, 1996; Ingram y Bartels, 1996; Thomashow, 1998, 1999). Se demostré que
CORS85, una proteina LEA del grupo dos, esta involucrada en crioproteccion de enzimas
sensibles a congelamiento (Kazuoka y Oeda, 1994) y COR15am, el polipéptido maduro de
COR15a, actia directamente como una proteina crioprotectora al inhibir la formacién de
lipidos de fase hexagonal 11, el tipo principal de lesibn membranal inducida por congelamiento
en plantas no aclimatadas (Steponkus et al., 1998). La sobreexpresiéon de COR15a, el cual fue
dirigido a los cloroplastos, aumentd la tolerancia a congelamiento de cloroplastos in vivo y de
protoplastos in vitro. Este aumento muy probablemente fue el resultado del efecto
estabilizante de la membrana de COR15a (Artus et al., 1996; Steponkus et al., 1998). Sin
embargo, el efecto protector fue insignificante para la supervivencia de plantas completas
durante congelamiento (Jaglo-Ottosen et al., 1998).

Se ha demostrado que dos proteinas LEA tienen un papel funcional en tolerancia a
estrés. HVAL, una proteina LEA del grupo tres de cebada se introdujo en células en
suspension de arroz. Bajo condiciones de estrés, las plantas de arroz transgénico crecen mejor
que las plantas no transformadas y también mostraron un desarrollo retardado de sintomas de
dafio causado por estrés y se recuperaron mejor después de remover las condiciones de estrés
(Xu et al., 1996). Sobre todo, la expresién constitutiva de la misma proteina en plantas
transgénicas de trigo mejord la productividad de la biomasa y la eficiencia del uso del agua
bajo condiciones de estrés (Sivamani et al., 2000). También la proteina LE25 de tomate, del
grupo cuatro, ha sido sobreexpresada en Saccharomyces cerevisiae y se encontr que confiere
una mejor resistencia a alta salinidad y congelamiento (Imai et al., 1996).

Ndong et al. (2002) reportaron que la expresion constitutiva de una proteina tipo LEA
cloroplastica de trigo, WCS19, en Arabidopsis dio como resultado un aumento significativo en
la tolerancia a congelamiento.

La multiexpresion de proteinas tipo LEA activadas por factores de transcripcion

comunes correlaciona con la tolerancia a estrés por sequia, sal y congelamiento en plantas
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transgénicas de A. thaliana, como es el caso en la sobreexpresion de DREB1A y CBF1
(Kasuga et al., 1999; Jaglo-Ottosen et al., 1998; Jaglo-Ottosen et al., 2001).

HIPOTESIS

Las proteinas similares a PVLEAL18 en A. thaliana (AtLEA18) participan en la

respuesta adaptativa a déficit hidrico.

OBJETIVOS

1. Determinar el namero de miembros que componen la familia de genes tipo LEA18 en la

planta modelo Arabidopsis thaliana.
2. Analizar la expresion de AtLEA18 ensemilla y en tejido vegetativo, expuesto tanto a sequia
como a la fitohormona ABA (acido abscisico) y en tejido vegetativo bajo condiciones

normales de irrigacion.

3. Realizar unanalisis funcional para determinar la contribucion de la proteina AtLEA18 en la

tolerancia a sequia, por medio de la generacion de plantas transgénicas que la sobreexpresen.
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Il. MATERIALES Y METODOS

1.1 Material vegetal

Se usaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia crecidas a 24°C, con un
fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas oscuridad durante cuatro semanas en Metro-Mix 200
estéril; las plantas se regaron una vez por semana con solucion nutritiva Somerville [KNO3
5mM, KH,PO, 2.5mM pH 5.6, MgSO, 2mM, Ca(NOs3), 2mM, Fe-EDTA 0.05mM,

micronutrientes; Somerville, 1982].

11.2 Esterilizacién de semillas de A. thaliana

Las semillas de A. thaliana se hidrataron en tubos eppendorf con 600 pl de agua estéril
durante toda la noche a 4°C. Los tubos con las semillas se centrifugaron por 20 s para quitar el
agua y enseguida se trataron con 200 ul de etanol por 1 min. Se centrifugaron los tubos por 20
sy se descarto el etanol. A cada tubo se le afiadieron 200 ul de una solucién comercial de
hipoclorito de sodio al 40% (CLORALEX™) y triton 0.02%, las semillas se agitaron durante
5-10 min y se centrifugaron por 20 s para quitar la solucion. Las semillas se lavaron siete
veces con 600 ul de agua estéril y con el agua del altimo lavado se guardaron a 4°C, durante

toda la noche, antes de sembrarlas (la cantidad de semillas utilizadas dependié del tipo de
experimento a realizar).

11.3 Tratamiento de estrés hidrico y aplicacion de ABA

Se sembraron semillas de A. thaliana en cajas con medio de germinacion GM
(Valvekens et al., 1988) y después de tres semanas se transfirieron las plantulas a una cAmara
hdmeda para someterlas a estrés hidrico durante 3 %, 7, 19 0 24 horas; para cada una de estas
condiciones de estrés se usaron seis plantulas. Se tomo el peso de todas las plantulas al inicio y
al final de cada tratamiento de estrés y aproximadamente perdieron el 30% de su peso.
Después del tratamiento de estrés hidrico, las plantulas se congelarona -70°C.

En el caso de los tratamientos con la fitohormona ABA, se usaron cajas con medio de
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germinacion previamente machacado para que absorbiera uniformemente 1 ml de una solucion
de ABA 100 uM vy posteriormente se introdujeron en cada caja seis plantulas de tres semanas
crecidas en caja con medio de germinacion. Las cajas con las plantulas se mantuvieron en el
cuarto de crecimiento durante 3 %4, 7, 19 6 24 horas, al cabo de este tiempo se colectaron y se
congelaron en nitrdgeno liquido. Para el control se colectaron las plantulas crecidas en caja no

tratadas e inmediatamente se congelaron (Jacobsen y Close, 1991; Iwasaki et al., 1995).

11.4 Analisis de bases de datos

Para determinar el niumero de miembros de la familia de genes tipo AtLEA18 y
encontrar genes similares a PvLEA18 en otras plantas, se llevo a cabo una busqueda en los
bancos de secuencias y de ESTs (expressed sequence tag) en la base de datos del Nacional
Center for Biotechnology Information (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/BLAST/), de The

Institute for Genomic Research (TIGR; http://www.tigr.org) y de Munich Information Center

for Protein Sequences (MIPS; http://www.mips.gsf.de), por medio del programa BLAST. Para

esto, se usaron las secuencias nucleotidica y de aminoacidos del gen PVLEA18 de frijol
(U72764; Colmenero-Flores et al., 1999).

I1.5 Aislamiento y clonacién de los genes AtLEA18-1 y AtLEA18-2

A partir de la secuencia nucleotidica que codifica para las proteinas AtLEA18-1
(At2g23110) y AtLEA18-2 (At2g23120) se disefiaron oligos especificos para cada gen, donde
el oligo sentido contiene el codon de inicio de la traduccion y el antisentido el coddn de
término de la traduccion (indicados en negritas en la Tabla 1); enambos genes, en el extremo
5’ del oligo sentido se incluyd un sitio de restriccion Nco | y en los oligos antisentido, un sitio
Sal I. La region codificante de los genes AtLEA18-1 y AtLEA18-2 se amplific con la DNA
polimerasa Vent (BioLabs ) por la técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
utilizando el sistema DNA Thermal Cycler, Perkin Elmer Cetus , usando como templado un
banco de cDNA de Lacroute (construido a partir de mRNAs aislados de plantulas completas,
incluyendo la raiz, en laetapa de dos hojas de A. thaliana ecotipo Landsberg erecta, crecidas

en condiciones normales; Minet et al., 1992).
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Los productos de PCR obtenidos se clonaron en el sitio Eco RV del vector pKS,
perdiendose el sitio de restriccion para Eco RV; este vector posee un gen de resistencia a

ampicilina para ser usado como marcador de seleccion.

GEN OLIGOS

AtLEA18-1 AAA CCATGG AGGATCAGAAAAAG (K, sentido)
Nco |

GCG GTCGACTCA CGG AACGCC CTG ACG (J, antisentido)
Sal |

AtLEA18-2 AAA CCATGG AGG CCG GGA AAACA (WA, sentido)
Nco |

GCC GTCGAC TCACGGAGCTTT CGCATC (WB, antisentido)
Sal |

AtLEA18-3 GCG CCATGG CGA AGA GTG AAG AG (AP, sentido)
Nco |

AAA GTCGACGTG GTT CACTTCTTAGCT  (PL, antisentido)
Sal |

Tabla 1. Oligos disefiados para la amplificacion de los cDNAs de los genes AtLEA18-1y 2
y los propuestos para el aislamiento del gen AtLEA18-3.

11.6 Secuenciacion

A partir de células de E.coli se aislé el plasmido que contenia la construccion con el
gen AtLEA18-1 o AtLEA18-2 por el método de lisis alcalina (Birnboim, 1979; Ish-Horowicz,
1981); el DNA obtenido se purific en columnas de QIAGEN (QIAGEN" Plasmid Mini Kit).
El DNA clonado se secuencio por el método basado en fluorescencia de la terminacion del
ciclo de secuencia por coloracion Taqg FS en la Unidad de Sintesis del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, usando los oligos ks y sk del plasmido pKS™. La identidad de las
secuencias se verificd con el programa GAP y BESTFIT del paquete GCG (Seqweb,

Wisconsin Package).
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1.7 Marcaje de sondas

Para los experimentos tipo Southern y Northern se usaron como sondas las regiones
codificantes de los genes AtLEA18-1 y AtLEA18-2. Las sondas fueron marcadas por el método
de Feinberg y Vogelstein (1983) usando (o.-*P)dCTP. Para la deteccion del gen rd29A se usé
como sonda la region 3’ no traducida obtenida por PCR, donada amablemente por la Dra. Ana

Lilia Arroyo.

I1.8 Analisis tipo “Southern” de los genes AtLEA18-1y AtLEA18-2

Se analizaron 2 pug de cada uno de los genes en geles de agarosa al 2% vy
posteriormente se transfirieron a una membrana de nylon (Hybond-N*, Amersham™) en
condiciones semi-secas (Kempter et al., 1991). La hibridacion se llevé a cabo en buffer PSE
(NasPO4 0.3 M pH 7.2, SDS 7%, EDTA 1 mM) y los lavados se hicieron en condiciones
estrictas (68°C, SDS [dodecil sulfato de sodio] 0.1%-SSC [citrato de sodio salino] 0.1x;
Church y Gilbert, 1984). Las membranas marcadas se expusieron junto con una pelicula

Kodak™ XAR a -80°C y posteriormente la pelicula se revelo.

11.9 Aislamiento de RNA total y andlisis tipo Northe rn

Para el aislamiento de RNA total de semillas y de tejido foliar de las plantas
transgénicas T; y de las plantulas completas de tres semanas sometidas a estrés hidrico y
tratamiento con la solucion de ABA 100 uM durante 3 %2, 7, 19 y 24 horas se utiliz6 el método
del TRIZOL (Chomczynski, 1987), siguiendo las instrucciones del fabricante (GIBCO
BRL™), EI RNA se resuspendio en H,O libre de RNAsas y la concentracidon se determind por
absorbancia a 260 nm (1 D.O.=50 pgde RNA).

Para los ensayos tipo Northern se usaron geles de agarosa al 1% con formaldehido al
2.2% en los que se separaron 10 pg de RNA total, de acuerdo al método de Sambrook y
colaboradores (1989). El RNA se transfiri6 a una membrana de nylon (Hybond-N",
Amersham™) en condiciones semi-secas con SSC 10x; las condiciones de hibridacion y el

revelado se hicieron de la misma forma que en los anélisis tipo Southern.
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11.10 Clonacidn del gen AtLEA18-1 en vectores de expresion de planta

Para sobreexpresar el gen AtLEA18-1 se utilizaron los vectores binarios con una copia
del promotor 35S (pBin35S) y con tres copias (pBin3x35S); ambos vectores poseen un
marcador de resistencia a kanamicina tanto para bacteria como para planta. Dentro de estos
vectores el gen AtLEA18-1 se clond bajo la regulacion del promotor constitutivo fuerte del
Virus del Mosaico de la coliflor 35S (en una o tres copias) y el terminador del gen nos
(nopalina sintasa). EI cDNA de AtLEA18-1 se insertd en el sitio BamH I-Kpn | de estos
vectores.

11.11 Cruza triparental

Se hizo una cruza triparental usando la cepa C58C1 de A. tumefaciens (con el gen de
resistencia a rifampicina), la cepa del “helper” o ayudador que posee el plasmido pRK2013
(con el gen de resistencia a kanamicina) y las cepas de E. coli que contenian el plasmido
binario con tres copias del promotor 35S y el gen AtLEA18-1 o con el promotor 35S en una
sola copia y el gen AtLEA18-1. Ademas se hicieron las cruzas con los controles respectivos,
pBin35S y pBin3x35S.

Para hacer la cruza triparental, en una caja con medio Lb se colocaron 5 pl de un
cultivo de la cepa de E. coli con una de las construcciones y 5 ul del cultivo del ayudador, se
incubo por 2 horas a 37°C. Sobre el halo de crecimiento se afiadieron 5 ul del cultivo de A.
tumefaciens y se incubd por 2 horas a 28°C. Con una asa se rasp6 todo el halo y se inoculd 1
ml de medio Lb, con este medio se estrié una caja de medio Lb-rifampicina-kanamicina (los
antibidticos se usaron a una concentracion de 100 mg/ml, de rifampicina y 50 mg/ml, de
kanamicina) por tratamiento y se incubd por 2 dias a 28°C. Las clonas positivas, que poseian

el gen de resistencia a kanamicina, se confirmaron por analisis de restriccion.
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11.12 Transformacién de plantas de A. thaliana con A. tumefaciens por el método de

infiltracion

Con una de las colonias positivas de A. tumefaciens de cada construccion, se inocul6 1
L de medio de cultivo Lb mas los antibidticos kanamicina y rifampicina y se incubaron
durante 16 horas a 28°C con agitacion (250 rpm). Cuando el cultivo alcanzé una densidad
Optica entre 1.2-2.0 (Spectrophotometer DU 640, Beckman™), se centrifugd a 10000 rpm
(rotor JA-14, Beckman™) a temperatura ambiente durante 15 min, para bajar las células. La
pastilla se resuspendié con 5 ml de medio de infiltracion estéril (sales MS 2.2 g¢/L, vitamina
B5 1ml/L, sacarosa 50 g/L, MES 0.5 ¢/L; pH=5.7) a temperatura ambiente y la suspension de
células se mezclo con 1.2 L de medio de infiltracion adicionando 0.044 uM de
bencilaminopurina y 200 pl/L de silwet L-77, que disminuye la tension superficial para que la
planta absorba mejor el medio de infiltracion. Este medio se vacio en un recipiente de acrilico
especialmente disefiado para transformacién por infiltracion con A. tumefaciens y se colocaron
las macetas invertidas, de forma que las plantas se sumergieran en el medio de infiltracion
durante 15 minutos (Bechtold, 1993; Ye, 1999). Para la transformacion se utilizaron cinco
macetas con cinco plantas de cuatro semanas cada una, podandolas regularmente para originar
mas inflorescencias; las macetas se cubrieron con una malla para sostener el sustrato durante
la infiltracion (Clough y Bent, 1998).

Despueés de la infiltracion las plantas se lavaron muy bien con agua estéril para quitar
el exceso de medio y se colocaron en charolas con una cubierta de plastico; a partir del tercer

dia las macetas se destaparon poco a poco Yy se regaron todos los dias.

11.13 Método de seleccion de plantas transgénicas

Las semillas obtenidas de las plantas transformadas (semilla Tpy) se esterilizaron
superficialmente (1250 semillas/tubo = +50 ul) y se sembraron en cajas con medio de
crecimiento (sales MS 4.3 g/L [Murashige y Skoog, 1962], vitamina B5 1ml/L, sacarosa 10
g/L, MES 0.5 g/L, fitoagar 8 g/L; pH=5.7). El medio se complementé con kanamicina (50
mg/ml), para seleccionar las plantas transgénicas y se afiadié el antibiético claforan (400

mg/ml), para evitar contaminacién por Agrobacterium tumefaciens.
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Para distribuir las semillas en la caja, se resuspendieron en 800 ul de agarosa 0.1%-
kanamicina-claforan estéril y esta suspension se dispersé sobre la caja. Las cajas se sellaron
con parafilm y para romper la dormancia se dejaron tres dias a 4°C, después se pasaron al
cuarto de cultivo en donde crecieron a 24°C, con un fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas
oscuridad. Después de dos semanas en el cuarto de cultivo las plantas seleccionadas por su
resistencia a kanamicina, se trasplantaron a macetas con Metro-Mix 200 (Sun Gro™)
cubriéndolas completamente con plastico y destapandose dos dias después (poco a poco) para
disminuir el efecto del cambio de las condiciones de crecimiento.

Las semillas de cada planta se cosecharon individualmente (semilla T;). De cada linea
se tomaron 100 semillas, que se esterilizaron superficialmente y se sembraron semilla por
semilla en dos cajas (50 semillas en cada una) con el medio de seleccidon; de las plantas
resistentes al antibiético se tomaron 15 de cada linea y se trasplantaron a Metro-Mix 200 para
obtener la semilla To.

De las plantas que crecieron en las cajas con medio de seleccion se tomaron otras 10
gue se trasplantaron a suelo, se crecieron y el tejido foliar se colectd en nitrdgeno liquido y se

almacené a -70°C.

11.14 Generacién del anticuerpo anti-AtLEA18-1

11.14.1 Construccion de la proteina de fusion GST - AtLEA18-1

Para generar una proteina de fusion entre AtLEA18-1y GST, se aisld por PCR el gen
AtLEA18-1 a partir de una libreria gendmica de A. thaliana (los genes AtLEA18 carecen de
intrones) utilizando los oligos especificos 18.GST (con un sitio Bam HI) y 18GST.r (con un
sitio Eco RI), disefiados en base a la secuencia nucleotidica del gen (ver Fig. 5). El genaislado
se clond en el vector pKS™ en el sitio Eco RV, se selecciond una clona positiva y se verifico
por analisis de restriccion. Posteriormente, el marco de lectura abierto del gen AtLEA18-1 se
subclond en fase con el gen que codifica para la proteina GST (glutation-S-transferasa), en la
region que codifica el C-terminal de la proteina, dentro del plasmido pGEX1 (en los sitios
Bam HI y Eco RI; Fig. 5); como control se utiliz6 el plasmido que no expresa la proteina de

fusion, solo GST. El vector pGEX1 posee un gen de resistencia a ampicilina y un promotor

27



Ptac, el cual es inducible por IPTG (isopropil-1-tio--D-galactdsido).

Se transformaron células de E. coli con el plasmido pGEX1 que posee el gen
AtLEA18-1 y el plasmido sin el gen (pGEX1), se selecciond una clona positiva para cada
construccion y se verificaron por analisis de restriccion.

De un cultivo crecido durante toda la noche de la cepa positiva, se tom6 1 ml de cada
una para inocular 100 ml de Lb-ampicilina (para cada construccién) y se incubaron por 3
horas a 37°C con agitacién (300 rpm). Se indujo la expresién de la proteina GST y de la
proteina de fusion GST-AtLEA18-1 con IPTG 1 M (ImM final), tomando 1 ml de cada
cultivo de E. colien los tiempos 0, 1 y 2 horas de induccion; después las células se lisaron con
buffer Laemmli (Laemmli, 1970). Los extractos proteicos se analizaron en geles de SDS-
PAGE al 15% tefiidos con Coomasie Blue R-250 para detectar la produccion de las proteinas
GSTy GST-AtLEA18-1.

GAAAAAGCCACCAACGACC Oligo18GST

—_—
BamHI Eco RI
— | Ptac GST Atleal8-1 | GST Amp 1| lacl®
279 pb

<-_
TCACGGAACGCCCTGACG Oligo 18GST.r

Figura 5. Estrategia de clonacion del gen AtLEA18-1 dentro del plasmido pGEX1.

11.14.2 Purificacién de la proteina de fusion

Una vez confirmada la expresion de la proteina de fusién, se obtuvo una mayor
cantidad de la proteina de fusion a partir de 400 ml de cultivo, la cual se purificé por afinidad
con perlas de glutation-agarosa (Ausubel et al., 1995). Para obtener la proteina de fusion
GST-AtLEA18-1 se inocularon 400 ml de medio Lb-ampicilina con 1 ml de un cultivo

crecido durante toda la noche de la cepa positiva y se incub6 por 3 horas a 37°C con agitacion
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(300 rpm); después de este tiempo se afiadio 400 ul de IPTG 1 M (1mM final) y se continud
con la incubacion durante 2 horas. Después se colectaron las células centrifugando 10 min a
10000 rpm (rotor JA-14, Beckman) y se resuspendieron en 2 ml de PBS frio (NaCl, KCI,
KH2PO4, Na;HPO,). La suspension de células se distribuyd en alicuotas de 1 ml en tubos
eppendorfy se sonico en intervalos de 30 s hasta lisar completamente las células. Al lisado se
le afadio 10% Tritdn X-100 (final), se mezcld y se centrifugd 5 min a 14000 rpm (en una
centrifuga de mesa) a 4°C y al sobrenadante se le afiadieron perlas de glutation-agarosa. Las
perlas se lavaron cuatro veces con PBS frio y en cada lavado se centrifugd 10 sa 14000 rpm a
temperatura ambiente. Después del ultimo lavado la proteina adherida a las perlas se

desprendié mediante lavado con buffer laemmli, durante 5 min en ebullicion.

11.14.3 Generacion del anticuerpo anti-AtLEA18-1

La fraccion enriquecida GST-AtLEA18-1 se separd en geles de SDS-PAGE al 15%
(para visualizar la proteina de fusion se tifi6 el gel con azul de Coomasie) y se corto la banda
de 37.2 kDa, que corresponde con el peso esperado de la proteina de fusion. Esta banda se
molié con nitrégeno liquido y se mezcld con un volumen igual de agua y adyuvante completo
de Freund (GIBCO BRL™) hasta obtener una emulsion con la que se inyectd a un conejo por
via subcutanea. Se hicieron dos inmunizaciones cada tres semanas; al término de ellas el

conejo se desangrd para la obtencion del suero inmune (Harlow, 1988).

11.15 Cuantificacion y titulacion de la proteina AtLEA18-1

La proteina de fusidn GST-AtLEA18-1 se cuantificd en un gel de SDS-PAGE al 15%
usando diferentes volimenes de proteina purificada (1, 3, 5 y 10 ul) y se compararon con
cantidades conocidas de albumina sérica bovina (BSA; 25, 50, 100, 200, 400 y 800 ng).

El anticuerpo se tituld contra diluciones de cantidades conocidas de su antigeno (1, 10,
20 40 y 100 ng), mediante ensayos tipo Western utilizando el suero inmune en dilucién 1:500.
Como anticuerpo secundario se usO anti-conejo acoplado a fosfatasa alcalina (Boehringer

Mannheim™) en dilucion 1:2000.

29



11.16 Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteina total se usaron tres métodos diferentes:

1. Para la extraccidn de proteinas totales de E. coli y de tejido foliar de las plantas
transgenicas T; de A. thaliana, se afiadié un volumen igual de buffer Laemmli 2x, la
suspension se calentd a ebullicién por 5 min y se centrifugd 5 min a 14000 rpm para colectar
el sobrenadante (Laemmli, 1970).

2. Para hacer la extraccion de proteinas totales de semilla, planta silvestre y de una de
nuestras lineas transgénicas (2.11) de A. thaliana por el método de TCA-acetona, el tejido
molido y congelado se mezcld con una solucion de TCA 10% en acetona y se incubd a -20°C
toda la noche. La muestra se centrifugd 10 min a 14000 gy la pastilla se lavd cinco veces con
acetona fria. La pastilla se secd con vacio y se resuspendido en dos volimenes de buffer
Laemmli.

3. Para la extraccion de proteinas totales de semilla, planta silvestre y de la linea
transgénica 2.11 se utilizd el reactivo TRIZOL, siguiendo las instrucciones del fabricante
(GIBCO BRL).

Todos los extractos se analizaron por electroforesis en geles de SDS-PAGE al 15% y

mediante tincidén con una solucidon de Coomasie Blue R-250.

11.17 Ensayos tipo Westem

Después de la electroforesis en un gel de SDS-PAGE al 15%, las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond-C extra, Amersham™) en condiciones
semi-secas durante 1 hora a 200 mAmp con buffer de transferencia (0.19 M glicina, 25mM
Tris-HCI, 20% metanol [Towbin, 1979]). La transferencia se verificd por tincidon reversible de
las membranas, con reactivo de rojo de Ponceau S (0.2% de rojo de Ponceau disuelto en acido
acetico al 1%).

Posteriormente, las membranas se bloquearon en TBS-leche 5% (TBS: 20mM Tris pH
8.0, 150mM NaCl; leche descremada en polvo) por 2 horas a temperatura ambiente, con
agitacion oscilatoria. Ya bloqueadas las membranas, una de ellas se incubd toda la noche a

4°C con el suero inmune y otra con el suero preinmune. Ambos sueros se usaron en una
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dilucion 1:500. Al dia siguiente las membranas se lavaron con TBS-leche 5% tres veces por 10
min para quitar el exceso de anticuerpo, se incubaron dos horas con el anticuerpo secundario,
acoplado a fosfatasa alcalina en dilucién 1:2000 (Boehringer Mannheim™), con agitacion
oscilatoria y a temperatura ambiente. Al término de la incubacion con el anticuerpo
secundario, las membranas se lavaron tres veces con TBS durante 10 min.

Para revelar se incubaron las membranas con el sustrato de la fosfatasa alcalina
BCIP/NBT (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato/cloruro de tetrazolio nitroazul) disueltos en el
buffer de fosfatasa (Tris-HC10.1 M pH 9.0, MgCl, 5mM, NaCl 0.1 M) hasta la aparicion de
las bandas. La reaccidn se detuvo lavando con agua destilada.

11.18 Inmunopurificacion del anticuerpo

Se inmunopurifico el anticuerpo anti-PvLEA18 por el método de precipitacion con
sulfato de amonio (Harlow and Lane, 1988b); para esto, en un gel de SDS-PAGE al 12% se
aplicaron 50 pg de antigeno y se transfirieron a nitrocelulosa. La membrana se tifio
reversiblemente conrojo de Ponceau S para detectar la banda del antigeno y recortarla. La tira
de nitrocelulosa se bloque6 con 2 ml de TBS-leche 5% por una hora a temperatura ambiente
con agitacion oscilatoria.

Previamente, se enriquecio la fraccion de IgG’s del suero inmune (200 ul) por
precipitacion con 0.2 ml de sulfato de amonio saturado durante media hora. Al término de la
precipitacion, se centrifugd 10 min a 14000 rpm y las IgG’s se resuspendieron en 2 ml de
TBS. La tira de nitrocelulosa que contenia el antigeno se incubo con la fraccion de IgG’s, toda
la noche a 4°C conagitacion oscilatoria. Al dia siguiente la membrana se lavo durante 5 min 5
veces, con 5 ml de TBS y se eluy6 el anticuerpo con 0.5 ml de glicina 0.2 M pH 2.7 durante
15 min. El eluido se neutraliz6 con 25 pl de Tris 2 M y el anticuerpo inmunopurificado se
almacend a 4°C con azida de sodio 0.02%. La membrana se enjuago, se bloqued con 5 ml de

TBS-leche 5% durante 1 hora y se guardé a -20°C para una posterior reutilizacion.

31



I1l. RESULTADOS

I11.1 Identificacion de proteinas similares a PvLEA18 en Arabidopsis thaliana

Colmenero-Flores y colaboradores (1997) identificaron un cDNA de frijol que codifica
para una proteina de semilla, la PVLEA1S8, la cual es altamente hidrofilica, inducible por
sequia y por la fitohormona ABA. En base a estos hallazgos, Colmenero-Flores y
colaboradores (1997, 1999) propusieron que esta proteina podria pertenecer a una nueva
familia de proteinas tipo LEA, el grupo 6. A finales del afio 2000 la secuencia del genoma de
la planta modelo Arabidopsis thaliana se completd, por lo que resultaba interesante llevar a
cabo una busqueda de genes similares a PvLEA18 en A. thaliana; al hacer la busqueda en la
base de secuencias de A. thaliana (http://www.arabidopsis.org/BLAST/), encontramos que
existe una pequefia familia de genes que codifican para proteinas semejantes a PvLEA18. Esta
familia esta formada por tres genes que se encuentran en el cromosoma Il de A. thaliana y son:
At2g23110, At2g23120 y At2g33690, a los que hemos denominado AtLEA18-1 AtLEA18-2y
AtLEA18-3, respectivamente. Los genes AtLEA18-1 y AtLEA18-2 se localizan uno tras de otro,
lo cual podria indicar que ha habido un fenémeno reciente de duplicacion. El gen AtLEA18-3
se encuentra en otra regién dentro del cromosoma Il.

Al analizar los niveles de identidad entre la region nucleotidica correspondiente a la
parte codificante de los diferentes miembros de la familia génica AtLEA18 y de su homdlogo
en frijol, PvLEA18, encontramos un porcentaje significativo de identidad (Tabla 2), que va del
51.4 a 56.9%; también observamos un porcentaje significativo de identidad entre las
secuencias de la familia génica AtLEA18, del 47.2 al 62.9% (Tabla 2). Al llevar a cabo el
mismo tipo de andlisis pero a nivel de proteina, encontramos que el producto codificado por el
gen AtLEA18-2 es més similar a la proteina PvLEA18 (en un 53.4%) que las otras dos (48.8%
AtLEA18-1 y 47.9% AtLEA18-3); ademas, las proteinas AtLEA18-1 y AtLEA18-2 son mas
homologas entre si que con AtLEA18-3 (Fig. 6, Tabla 3).
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PvLEA1S 1 UBKE/e——————— Q
AtLEA18-1 1 D OISR — —— TPYLIYDNLEDYKMKGY GIitO
AtLEal8-2 1 NNSAGINT)ET T'T SPYM LEDHKLKAY AL

AtILEA18-3 ] ——————————————

Consenso 1 me kkpptt te etk vk dLptedsPYvkyddlEDyKmkgYG g
PvLEA1S 44 AR GATEA PTIHS G 7 12! SKQATGEG—TK———
AtLEA18-1 47 B GCATDAPT PSGEIMENGGGIRA S T DI TDAIN'QEVP
AtLEA18-2 50 ——GSTDAPTPSGD———AEAATTTDAKAP —————————
AtLEA18-3 35 [gsle)svisgerieler T(eTsrNggtlely - - BV ST DSIINOK- - - —- KK
Consenso 51 GHQepkpG Gg GaTdAPTpSGd agg astda t a nh g

Figura 6. Alineamiento de las secuencias homdlogas a la proteina PvLEA18 encontradas

en A. thaliana. Los aminoacidos en cuadros negros indican aminoacidos idénticos y los que

estan en cuadros grises, a los similares.

PVLEA18 AtLEA18-1 AtLEA18-2 AtLEA18-3
PVLEA18 100 52.3 51.4 56.9
AtLEA18-1 100 62.9 47.2
AtLEA18-2 100 54.6
AtLEA18-3 100

Tabla 2. Comparacion de los porcentajes de identidad entre las secuencias nucleotidicas de

AtLEAI8 y PvLEA 18, usando el programa GAP del paquete GCG.

PVLEA18 AtLEA18-1 AtLEA18-2 AtLEA18-3
PvVLEA18 100/100 52.4/48.8 56.2/53.4 54.9/47.9
AtLEA18-1 100/100 60.8/54.4 43.7/38
AtLEA18-2 100/100 58.8/52.9
AtLEA18-3 100/100

Tabla 3. Comparacion de los porcentajes de similitud/identidad entre las secuencias de
aminoacidos de AtLEA18 y PvLEAL8, usando el programa GAP del paquete GCG.
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PROTEINA

AMINOACIDO AtLEA18-1 AtLEA18-2 AtLEA18-3 PvLEA 18
Gly (G) 14 (15.22%) 9 (10.84%) 7(9.86%) 11 (12.79%)
Ala (A) 6 (6.52%) 10 (12.05%) 7(9.86%) 7(8.14%)
Ser (8) 5 (5.43%) 3(361%) 77(9869%) 6 (6.98%)
Thr (T) 7(7.61%) 17(20.48%) 6 (8.45%) §{167475%
Val (V) 3(3.26%) 1(1.20%) 1(1.41%) 2 (2.33%)
Ceu™ (L) 6 (6.52%) 4(4.82%) 2'(2:82%) 4(4.65%)
lle (1) 2(2.17%) 0(0.00%) 2(2.82%) 0(0.00%)
Pro (P) 7(7.61%) 10 (12.05%) 6 (8.45%) 4 (4.65%)
Cys (C) 0(0.00%) 0(0.00%) 0(0.00%) 0(0.00%)
Met (M) 3(3.26%) 2 (2.41%) 1(1.41%) 2 (2.33%)
His (H) 1(1.09%) 1(1.20%) 2 (2.82%) 2 (2.33%)
Tyr vy 4(4.35%) 3(3761%) 4(5.63%) 4(4765%)
Asp (D) 9(9.78%) 7(8.43%) 6 (8.45%) 3(3.49%)
Giu (E) 7(7.61%) 6 (7.23%) 6 (8.45%) 9 (10.47%)
Lys (K) §(847%) 7(8.43%) §(1268%) 127(137959%)
Arg (R) 2 (2.17%) 0(0.00%) 0(0.00%) 2 (2.33%)
Asn (N) 3(3.26%) 1(1.20%) 2 (2.82%) 2 (2.33%)
Gin" (%) 5(5.43%) 2 (2 41%) 3(4723%) 6(6.98%)
Phe (F) 0(0.00%) 0(0.00%) 0(0.00%) 1(1.16 %)
Trp (W) 0(0.00%) 0(0.00%) 0(0.00%) 0(0.00%)
Ter 0(0.00%) 0(0.00%) 0(0.00%) 0(0.00%)

Tabla 4. Composicién de aminoacidos en porcentaje en nimero de cada una de las proteinas

AtLEA18 y de su homologa PVLEA18. Los aminoacidos que estan en letras negritas son los

mas abundantes y los subrayados no estan presentes en la proteina.

Ademés de que la familia de proteinas AtLEA18 posee una homologia significativa
con la proteina PVLEAL8, hay otras caracteristicas que comparten, como son: 1) el tener un
peso molecular pequefio, 2) alta hidrofilicidad, 3) alto porcentaje de glicinas y 4) carecer de
cisteinas y triptofanos, al igual que la mayoria de las proteinas tipo LEA (Fig. 6, Tablas 4 y

5). Al analizar las secuencias nucleotidicas de los genes AtLEA18, encontramos que no poseen
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intrones, al igual que el gen PvLEA18. También podemos observar que las proteinas tipo
LEA18 ademas de ser ricas en glicina, lo sonen lisina, alanina y treonina (Tabla 4), lo que les

da la caracteristica de una alta hidrofilicidad.

PROTEINA No.de acceso LONGITUD ORF PM Pl
aa. pb kDa

AtLEA18-1 At2g23110 93 279 9.7 6.9

AtLEA18-2 At2g23120 84 252 8.5 6.6

AtLEA18-3 At2g33690 72 216 7.6 7.0

PVLEA18 u72764 82 258 9.3 6.4

Tabla 5. Caracteristicas de las proteinas similares a PVLEA18 encontradas en A. thaliana.

111.2 Identificacion de elementos cisen los promotores de los genes de la familia AtLEA18

Se analiz6 la region promotora de cada uno de los miembros de la familia AtLEA18,
para determinar la existencia de posibles elementos cis, los cuales podrian estar involucrados
en la respuesta a estrés. Para ello, se analizaron aproximadamente 1200 pares de bases de la
region intergénica del gen AtLEA18-1, 1200 pares de bases de AtLEA18-2 y 407 para
AtLEA18-3, a partir del nucledtido adjunto al coddn de inicio de la traduccion hacia atras. En
el caso de AtLEA18-3 se analizaron solo 407 pb porque son los nucledtidos que hay entre el
marco de lectura de este gen con el del anterior; también se analizd la region 3’ no traducida
de los tres genes, tomando 327 pares de bases después del codon de término de la traduccion
debido a que es el tamafio promedio de las regiones 3’ no traducidas en plantas (Graber et al.,
1999). Los elementos cis encontrados en las posibles regiones promotoras y en la region 3’-
UTR vy su localizacion se describen en la Tabla 6 y la posicién de cada elemento en la
secuencia nucleotidica se representa en la Figura 7.

Como podemos ver en la Figura 7, en el gen AtLEA18-1 encontramos un sitio de
reconocimiento por el factor de transcripcion MYB (dependiente de la sintesis de proteinas),

un motivo CE1 (couplig element), cuatro secuencias con un nicleo ACGT y dos cajas ABRE
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(ABA-responsive element, elemento que responde a ABA). Ademas encontramos sefiales para
la expresion genética en eucariotes, tales como el motivo TATA y cuatro posibles cajas
CAAT, necesarias para un inicio de la transcripcion eficiente. Al analizar la secuencia
nucleotidica de la region 3’ del gen, encontramos seis posibles sefiales de poliadenilacion,
ademas de dos motivos UE conservados requeridos para el procesamiento del 3° de mRNA
vegetal (Graber et al., 1999).

Enel gen AtLEA18-2 encontramos un sitio de reconocimiento MYB, unelemento DRE
(DRE, drought-responsive element), una secuencia con un nlcleo ACGT y dos cajas ABRE.
Ademas encontramos el motivo TATA vy cuatro posibles cajas CAAT. Al analizar la secuencia

nucleotidica de la region 3’ del gen, encontramos siete posibles sefiales de poliadenilacion y

dos motivos UE.

ELEMENTO CIS ATtLEAIS-1 AtLEAIS-2 ATtLEAIS-3
MYB -799 -22
(CAACTA)
CAAT -241, -394, -610, -724 -2171, -463, -553, -1049 -96, -109, -119, -123
CAJA G -132, -155, -251, -550 -162
(CACGTG)
CE1 -108
(TGCCACCGQG)
ABRE -67, -91 -134, -1192
(ACGTG)
TATA -57 -51 -73
DRE -185
(CCGACQC)
SENALES EN 3’
S.DE +332, 4368, +375, +381, +255, 4270, +327, +372, +347, +425
POLIADENILACION +432, +465 +442, +551, +557
S.DE +389, +595 +314, +430 +460, +514
PROCESAMIENTO

Tabla 6. Ubicacién de los elementos cis encontrados en las posibles regiones promotoras y 3’
-UTR de la familia de genes AtLEA18.

Enel gen AtLEA18-3 solo pudimos analizar 407 pares de bases que hay entre la region

codificante de este gen y el que le antecede y encontramos sefiales para la expresion genética
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en eucariotes, como el motivo TATA y cuatro posibles cajas CAAT. Al analizar la secuencia
nucleotidica de la regién 3’ del gen, encontramos dos posibles sefiales de poliadenilacion,
ademéas de dos motivos UE.

La posicion de cada elemento se ennumerd basdndonos en la primera letra del codon
de inicio de la traduccién como el sitio de inicio de la transcripcién (+1), debido a que no ha

sido posible determinar el sitio de inicio de la transcripcidn experimentalmente.

ORF
AtLEA18-1
ORF
AtLEA18-2
ORF
AtLEA18-3
ORF
PVLEA1S
m M _
E Caja CAAT I:l CajaTATA
DRE
Caja G O
g Sefeles de poliadenilecion
CE1
o] » Motivo UE
g AR
m MYC

Figura 7. Localizacion de posibles elementos que actan en cis en las regiones 5’ y 3’ de
los genes AtLEA18.
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111.3 Identificacién de genes homdlogos a PVLEA18 en otras plantas

Ademéas de identificar genes homdlogos al gen PVLEA18 en A. thaliana, también
llevamos a cabo un analisis para encontrar genes similares a PvLEA18 en otras plantas; para
esto se llevo a cabo un rastreo en los bancos de secuencias almacenados en National Center
for Biotechnology Information (NCBI), mediante los programas BLASTp para la busqueda en
los bancos de secuencias de proteinas y tBLASTn para la busqueda en los bancos de ESTs
(Expressed Sequence Tag). En este rastreo encontramos que hay genes similares a PvLEA18
en 56 plantas diferentes (datos no mostrados), incluidas las secuencias de nueve plantas
leguminosas (ver Fig. 8.A), de 11 monocotiledoneas (ver Fig. 8.B) y dos gimnospermas.
Fuimos incapaces de detectar secuencias similares en plantas inferiores (helechos, briofitas,

hepaticas), algas u organismos no vegetales.

(a) .
Pvulgaris ME Sk ESEOGKVNLEG WERD SPYMK YKDLEDYK®OGYGT QGHQE
Vunguiculata WO E KIS KINE S I SEKE RLEG MESD SP YV YKDLEDYKEOGYGT QGHOE
Ahypogaea AN KE - - -NRIBKKTQNNESAKESSS TEEL —DSPYVKYKDLEDYKREGYGTEGHQE
Ctetragonoloba SPYL@YKDLEDYKR GYGTRGHQE
Gmax
Psativum
Vfaba
Mtruncatula
Cjubata

Pvulgaris
Vunguiculata
Ahypogaea IHGRGAGATHAP TESGAAVSSE AlRRSA TEAVNREGVP
Ctetragonoloba VGRGAGATEAPTLSGAAVSSEDEV‘ATDEINEKG N
Gmax S
Psativum SEIPINNGRGAGNTEAP TLSGANVSSEA

Vfaba SEAPEIRNGRGAGNTEGP TLSGARIVS SE AINENA
Mtruncatula
Cjubata

(B) .

Sbicolor
Sofficinarum
Zmays
Pvirgatum
Cdactylon
Hvulgare
Taestivum
Pspicata
Osativa
Llongituba
Pvulgaris
Csativus
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Sbicolor 57
Sofficinarum 56 55DVPHGGSGNEAPTVPGTAIPVAVPQ"

Zmays 54 BEIDVPHGGSGTEAPTMP GTAL PVA! PKRI
Pvirgatum 52

Cdactylon 54

Hvulgare 52

Taestivum 58

Pspicata 61

Osativa 58

Llongituba 47  46|REEOH[EGSINNENNES €S|
Pvulgaris 50 ATEAPTLECHA
Csativus 45

Sbicolor 110 117
Sofficinarum 111 118
Zmays 107 114
Pvirgatum 107 114
Cdactylon 107 114
Hvulgare 100 107
Taestivum 111 118
Pspicata 114 121
Osativa 105 112
Llongituba 75 7TTGHGVP 82
Pvulgaris 78 80HIH--- 82
Csativus 72 T4R---- 75

Figura 8. Alineamiento de las secuencias homoélogas a la proteina PvLEA18 encontradas
en otras plantas. En el panel (A) se muestra un alineamiento entre las proteinas LEA18 de
plantas leguminosas y en el panel (B) se muestra un alineamiento entre frijol y plantas
monocotileddneas, indicAndose con un cuadro una secuencia adicional especifica de plantas
monocotiledoneas. En cuadros negros se marcan los aminoacidos idénticos y en cuadros grises

los similares.

Como se puede ver en la Figura 8, en general las proteinas pertenecientes a la familia
LEA18 son proteinas pequefias, hidrofilicas y con regiones muy conservadas, ricas en tirosina
y glicina. Se observa una conservacion de tirosinas y prolinas en la mayoria de las secuencias
analizadas. También observamos que las proteinas de las plantas monocotiledéneas son mas
grandes que las de las dicotileddneas, ya que presentan una secuencia adicional cerca del
carboxilo-terminal que no se encuentra en proteinas de otras plantas (Fig. 8). Sin embargo, a
pesar de que Lycoris longituba y Crocus sativus pertenecen al grupo de plantas
monocotileddneas, no presentan dicha secuencia (Fig. 8B).

No obstante que las proteinas LEA tipicas carecen de cisteinas, encontramos que las
proteinas similares a PVLEA18 de betabel, alfalfa, tomate, pino y arroz poseen al menos una

(dato no mostrado).

39



111.4 Andlisis de la expresion de los genes AtLEA18 en Arabidopsis thaliana

111.4.1 Aislamiento y clonacién de los ORFs de los genes AtLEA18-1 y AtLEA18-2

A partir de las regiones codificantes de los genes AtLEA18, se disefiaron
oligonucledtidos especificos para cada gen. La region codificante de los genes AtLEA18-1 y
AtLEA18-2 se amplifico por la técnica de PCR a partir de un banco de cDNA de Lacroute
(Minet et al., 1992) y los productos de PCR obtenidos se clonaron enel vector pKS* en el sitio

Eco RV y se mapearon con algunas enzimas de restriccion (ver Materiales y Métodos; Figs. 9
y 10).

Oligog Qligo K
Sal | Nco |
AtLEA18-1 xrim '
3, 279 pb 5’

Kpnl Xho!l Sall HindIll EcoRV EcoRlI Pstl Smal BamHI Sacl

D ——— B —

Figura 9. Diagrama de la clonacion del gen AtLEA18-1 dentro del plasmido pKS™ vy los

oligonucledtidos especificos disefiados.
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OligoWB Oligo WA
2V P RAL

AtLEA18-2
Sal | Nco |
Hind 111
I
3’ 252 pb 5’

Kpnl Xhol Sall HindIll EcoRV EcoRlI Pstl Smal BamHI Sacl

B — D —

Figura 10. Diagrama de la clonacion del gen AtLEA18-2 dentro del plasmido pKS™ y los
oligonuclettidos especificos disefiados.

Los cDNAs obtenidos fueron completamente secuenciados en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion del Instituto y los resultados mostraron que la secuencia de los cDNAs de
AtLEA18-1 y AtLEA18-2 son 100% idénticas a las de las secuencias almacenadas en la base de
datos del proyecto de secuenciacion del genoma de A. thaliana, por lo que se pudieron utilizar

confiablemente ambos genes para los experimentos posteriores.

111.4.2 Analisis del patrdn de hibridacion entre los genes AtLEA18

Debido a la necesidad de contar con sondas especificas para analizar la expresion de
los genes tipo LEA18 en A. thaliana, se hizo un andlisis tipo Southern en condiciones estrictas
(Church y Gilbert, 1984; ver Materiales y Métodos) para determinar si era posible usar la
region codificante de ambos genes como sonda especifica para ensayos posteriores sin que
hubiera hibridacion cruzada entre ellos. Como podemos ver en la Figura 11, al usar como

sonda la region codificante del gen AtLEA18-1 no observamos hibridacion cruzada con el gen
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AtLEA18-2, a pesar de que enel gel se cargd el triple de DNA de AtLEA18-2 (Fig. 11A, carril
2) que de AtLEA18-1 (Fig. 11A, carril 1). Al usar como sonda la region codificante del gen
AtLEA18-2 encontramos que tampoco hay hibridacion cruzada, no obstante que se cargd una
mayor cantidad de DNA del gen AtLEA18-1 (Fig. 11B, carril 1). EI cDNA del gen AtLEA18-3
no se analizd en este trabajo.

En base a estos resultados, decidimos utilizar como sondas especificas las regiones
codificantes de los genes AtLEA18-1 y AtLEA18-2 en los ensayos tipo Northern.

A B
1 2 1 2

. .
s |

AtLEA18-1 AtLEA18-2
Figura 11. Andlisis del patron de hibridacion entre los genes AtLEA18. Se llevaron a cabo
ensayos tipo Southern en condiciones estrictas para determinar el patron de hibridacion de los
genes utilizando como sonda la regidén codificante del gen AtLEA18-1 (A) y la del gen
AtLEA18-2 (B). Como control de carga se muestran los insertos liberados (AtLEA18-1 o
AtLEA18-2) del plasmido pKS™, a partir de una digestion con las enzimas de restriccion Eco

RI'y Hind 111. Se muestran lo geles de agarosa al 2% 'y tefiidos con bromuro de etidio.

111.4.3 Analisis de la expresion de los genes AtLEA18en A. thaliana

Para determinar la expresion de la familia de genes AtLEA18 se analizo el RNA de A)
semilla seca, B) plantulas de A. thaliana de tres semanas crecidas en cajas con medio MS en
condiciones control, C) plantulas sometidas a estrés hidrico durante 3 %, 7, 19 y 24 horas y D)
plantulas tratadas con una solucién de ABA 100 uM durante 3 %, 7, 19 y 24 horas (ver
Materiales y Métodos).
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AtLEAL8-1  oriia  pranta Sequia ABA

control

AtLEA18-2 Semilla  Planta Sequia ABA

control
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

rd29A Planta Sequia ABA

control
2 3 4 5 6 7 8 9 10

28S-rRNA m

Figura 12. Determinacion de los niveles de acumulacion del transcrito de los genes

AtLEA18 durante sequia y en la presencia de ABA. Para determinar los niveles de
acumulacion de transcrito se llevaron a cabo experimentos tipo Northern, usando RNA total de
plantulas de A. thaliana sometidas a sequia durante 3 %, 7, 19 y 24 horas, (3, 4,5y 6) y
tratadas con ABA durante 3 %2, 7, 19 y 24 horas, (7, 8, 9 y 10). Como sondas se utilizaron los
ORFs de AtLEA18-1 y AtLEA18-2; como control positivo de los tratamientos de sequia y ABA
se utiliz6 como sonda un fragmento del gen rd29A y como control de carga se uso el patron de

tincion del RNA 28S tefido con bromuro de etidio.

En los resultados de los ensayos tipo Northern encontramos que la acumulacion del
transcrito del gen AtLEA18-1 ocurre principalmente en semilla seca y a las 3 % y 7 horas del
tratamiento con ABA. Detectamos una menor acumulacion a las 3 %2 y 7 horas del tratamiento
de deshidrataciéon y muy poca en las plantulas crecidas en condiciones optimas (Fig. 12A).

Para lograr detectar la expresion del gen AtLEA18-1 fue necesario exponer por varios dias
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(nueve dias).

Enel caso del gen AtLEA18-2 (Fig. 12B), la acumulacion de transcrito en las cinéticas
de los tratamientos de estrés hidrico y aplicacion de ABA ocurre de forma contraria con
respecto a AtLEA18-1; en ambos tratamientos se encontrd6 que aument6é la acumulacién de
transcrito progresivamente, observdndose en mayor cantidad a las 24 horas. Ademas, la
acumulacion de transcrito de AtLEA18-2 detectada en semilla seca es ligeramente menor que
en plantulas crecidas en condiciones Optimas y significativamente menor que en AtLEA18-1;
el gen AtLEA18-2 se detectd a las 24 horas de exposicion del film con la membrana, un
resultado similar se obtuvo con gen rd29A.

Como control positivo de induccion por sequia y tratamiento exdgeno con ABA se uso
el gen rd29A de A. thaliana (Fig. 12C), el cual se induce bajo condiciones de deshidratacién a
los 20 minutos de iniciada la sequia y por tratamiento con ABA exdgeno a las 2 horas
(Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 1993). En este trabajo se observd un aumento progresivo
de la acumulacion del transcrito del gen rd29A a partir de las 3 % horas en ambos
tratamientos, sequia y ABA (el hecho de que no se observe una gran induccion por sequia de

este gen es debido al tiempo de exposicion de la membrana).

111.5 Obtencidn de plantas transgénicas que sobreexpresan el gen AtLEA18-1

111.5.1 Sobreexpresion del gen AtLEA18-1 en plantas de Arabidopsis thaliana

Para obtener plantas transgénicas de A. thaliana que sobreexpresaran el gen AtLEA18-
1, se clond el ORF de este gen, que previamente habia sido clonado en el vector pKS™, en los
vectores binarios bajo la regulacién del promotor del virus del Mosaico de la coliflor, 35S o
35S triplicado y la region 3’ del gen nos (nopalina sintasa). Como controles se manejaron los
vectores sin el gen de AtLEA18-1, por lo que finalmente trabajamos con cuatro construcciones:
1) pBin35S-3’nos, 2) pBin35S-AtLEA18-1-3’nos, 3) pBin3x35S-3’nos y 4) pBin3x35S-
AtLEA18-1-3’nos. En la Figura 13 se muestra la posiciénen la que se clono el gen AtLEA18-1
dentro del vector pBin35S (Fig. 13A) y pBin3x35S (Fig. 13B).

Se transformaron 25 plantas de A. thaliana de cuatro semanas para cada construccion,

usando el método de infiltracidn con A. tumefaciens (descrito en Materiales y métodos); la
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semilla de la primera cosecha (Tp) de cada construccion se obtuvo por separado y se

seleccionaron las transformantes por su resistencia a kanamicina en medio MS. De esta

seleccion se obtuvieron: 1) 14 lineas independientes de 35S-nos, 2) ocho lineas con el transgen

35S-AtLEA18-1-nos, 3) 10 lineas 3x35S-nos y 4) nueve lineas con el transgen 3x35S-

AtLEA18-1-nos; en la Tabla 7 se muestra un resumen con los resultados obtenidos de la

transformacion.

Sac |

Bam HI
Kpn 1
Eco RI
Hind 111
LB 358 || AtLEA18-1 || NOS | | Resist. Kan.planta RB Resist. Kan. Bact.
850pb 279 pb 190 pb
A
B
Bam HI Sac |
Kpn |
Eco RI
Hind 11
RB NOS | Resist. Kan. NOS || 3x35s || Atleal8-1 |1 NOS LB Resist. Kan.
1100 pb 279 pb 250 pb

Figura 13. Diagrama de la clonacién del gen AtLEA18-1 en el plasmido pBin35S (A) y en

el plasmido pBin3x35S (B). Se muestra la posicion del gen, del promotor, del terminador y de

los marcadores de resistencia a antibiotico dentro de los plasmidos.
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CONSTRUCCION| PLANTAS TOTALDE | SEMILLAS | CAJAS PLANTAS PLANTAS | PROPORCION
TRANSFOR-| SEMILLA |SEMBRADAS RESISTENTES QUE DE
MADAS | COLECTADA| PORCAJA A SOBREVIVIE| TRANSFO MA-
KANAMICINA | -RON EN CION
SUELO

1. 35S - nos 25 42500 1250 34 21 14 1:3036

2. 35S - 25 33600 1250 28 11 8 1:3734

AtLEA18-1 - nos

3. 3x35S —nos 25 33600 1250 28 13 10 1:3360

4. 3x35S - 25 33600 1250 28 9 9 1:3734

AtLEA18-1 - nos

Tabla 7. Resefia de la transformacion y experimentos de seleccion de plantas transgénicas.

La semilla de cada linea independiente (generacion T;) se cosechd por separado y

después de esterilizarse superficialmente, se sembraron 100 semillas de cada una en medio de

seleccion, 50 en cada caja, para determinar el porcentaje de segregacion, que en general fue

del 70% (Tabla 8); este porcentaje corresponde al esperado en base a la prediccion de una

segregacion tipo Mendeliana. La segregacion de las lineas en donde los porcentajes son del

90% o més puede ser explicado por la insercion de mas de un transgen.

En este punto (generacion Ty), 15 plantas de cada linea se trasplantaron a macetas con

Metro-Mix 200 y se crecieron hasta producir semilla. Esta semilla se cosecho individualmente

y constituye la generacion T,. Ademas, se congelo el tejido foliar de otras 10 plantas de cada

linea de la generacidn Ty, para los analisis Northern y Western.
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Cajal Caja2
Lineal2 94% (47/50) 90% (45/50)
Lineal4 92% (46/50) 92% (46/50)
35S - nos Linealb 66% (33/50) 78% (39/50)
Lineal.12 80% (40/50) 66% (33/50)
Lineal.14 54% (27/50) 56% (28/50)
Linea2.1 78% (39/50) 70% (35/50)
Linea25 88% (44/50) 98% (49/50)
Linea2.6 92% (46/50) 92% (46/50)
355 — AtLEA18-1 - Linea2.7 84% (42/50) 74% (37/50)
nos Linea2.8 88% (44/50) 96% (48/50)
Linea2.9 92% (46/50) 88% (44/50)
Linea2.10 76% (38/50) 74% (37/50)
Linea2.11 92% (46/50) 90% (45/50)
Linea3.1 74% (37/50) 90% (45/50)
Linea3.7 16% (8/50) 34% (17/50)
3x35S - nos Linea3.11 56% (28/50) 66% (33/50)
Linea3.12 26% (13/50) 42% (21/50)
Linea3.13 78% (39/50) 64% (32/50)
Linea4.1 76% (38/50) 70% (35/50)
Linea4.2 20% (10/50) 18% (9/50)
Linea4.3 22% (11/50) 26% (13/50)
3x35S — AtLEA18-1 - Linea4.4 22% (11/50) 24% (12/50)
nos Linea4.5 20% (10/50) 18% (9/50)
Linea4.6 70% (35/50) 74% (37/50)
Linea4.7 14% (7/50) 20% (10/50)
Linea4.8 76% (38/50) 80% (40/50)
Linea4.9 78% (39/50) 72% (36/50)

Tabla 8. Porcentaje de germinacion de plantas transgénicas de A. thaliana generacion T;.
Plantulas de las lineas transgénicas 35S-AtLEA18-1-nos y 3x35S-AtLEA18-1-nos, ademas de
sus controles, crecidas en cajas con medio MS-kanamicina para determinar el porcentaje de

segregacion de cada linea transgénica.

111.5.2 Determinacion de los niveles de transcrito del transgen AtLEA18-1 en las lineas

transgeénicas

Para determinar si el transgen AtLEA18-1 se estaba transcribiendo en las plantas
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transgénicas obtenidas, se procedié a analizar los niveles de RNAm del transgen por medio de
experimentos tipo Northern y utilizando como sonda la region codificante del gen. Para llevar
a cabo este andlisis se utilizaron 10 pug de RNA total de cada linea 35S-AtLEA18-1-nos y
3x35S-AtLEA18-1-nos y como controles se analiz6 el RNA total de una linea 35S—-nos, de una
linea 3x35S-nos (generacion T;) y de plantas de A. thaliana tipo silvestre (Columbia).

Al determinar los niveles de transcrito para el transgen, detectamos que hay
acumulacion del transcrito del gen Atleal8-1 en todas las lineas transgénicas en las que el gen
esta bajo el promotor 35S en una sola copia que en las lineas control (Fig. 14A).

Con respecto a las lineas transgénicas con el promotor triplicado, solo detectamos
acumulacion del RNAm en siete de las nueve lineas (Fig. 14B). Como se observa en las
figura, la cantidad de transcrito acumulado en las diferentes lineas transgénicas no es la misma
y no se observa acumulacién del transcrito del gen enddgeno, (esto durante el tiempo de

exposicion que se uso para observar la acumulacion del transgen).

A Plantas transgénicas 35S::AtLEA18-1

C 35 210 211

S 21 25 2.6 2.7 2.8 29

B Plantastransgénicas 3x35S::AtLEA18-1
C 3x35S 41 4.2 4.3 4.4 45 4.6 47 48 49
omen — - - —

. s -

Figura 14. Analisis de la sobreexpresion del gen AtLEA18-1 en plantas transgénicas de la

generacion Ti;. Ensayos tipo Northern usando RNA total de tejido foliar de plantas
transgénicas de la generacion T de las lineas transgénicas 35S-AtLEA18-1-nos (A) y de las
lineas transgénicas 3x35S-AtLEA18-1-nos (B). En ambos casos se us6 RNA total de planta
silvestre y de una linea 35S—nos o 3x35S-nos como controles. Como control de carga se

muestra el 28S-rRN A tefiido con bromuro de etidio.

48



111.6 Analisis de la sobreexpresion de la proteina AtLEA18-1 en plantas transgénicas de

Arabidopsis thaliana

Después de determinar que las plantas transgénicas obtenidas (35S-AtLEA18-1 y 3x35S-
AtLEA18-1) mostraban niveles significativos del transcrito del transgen, se procedié a

determinar por Western-blot los niveles de proteina recombinante en las lineas obtenidas.

111.6.1 Deteccion de la proteina AtLEA18-1 con el anticuerpo anti-PvLEA18

Ya que la proteina PVLEA18 tiene una similitud significativa con su homologo de
Arabidopsis AtLEA18-1, se analiz6 la posibilidad de que el anticuerpo anti-PvLEA18 pudiera
detectar a AtLEA18-1. Como un paso previo para determinar si el anticuerpo dirigido contra
una proteina de fusion, GST-PVLEAL8 era capaz de reconocer a la proteina AtLEA18-1, se
procedid a caracterizar este anticuerpo. Se analizaron las fracciones solubles y totales de
semilla de frijol (ver material y métodos), asi como las fracciones obtenidas del extracto
soluble de semilla de frijol con sulfato de amonio y extractos de semilla de A. thaliana. Como
se observa en la Figura 15, al llevar a cabo el western-blot con el suero inmune se encontro
mucho fondo, ya que se detectaron proteinas de alto peso molecular en todas las fracciones
analizadas. Sin embargo, es posible detectar una proteina de alrededor de 20 kDa en fracciones
solubles y totales de semilla de frijol; esta proteina se enriquece en las fracciones de 40 a 80%
de sulfato de amonio (Fig. 15B).
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Semilla de frijol Semilla Athal.

A Extracto Sulfato de amonio, % Athal.  wt.
kba T S1 20 40 60 80 TRIZOL TRIZOL

66
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Suero preinmune
24
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B . - _ . e~
66 ’ u.__: {153
15 &
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Anti— PvLEA 18
24

20 Qb * PyLEA18

Fig. 15. Inmunodeteccion de las proteinas PvLEA18 y AtLEA18-1 en plantas. Ensayo
tipo Western usando el anticuerpo anti-PvLEAL8 en extractos proteicos totales de semilla y
de plantas de A. thaliana y de semilla de frijol A) Incubacién de los extractos proteicos con el
suero preinmune y B) inmunodeteccidn de las proteinas PVLEA18 y AtLEA18-1 en extractos
proteicos de semilla, de plantas de A. thaliana y de semilla de frijol (total y enriquecido con

sulfato de amonio) utilizando el anticuerpo anti-PvLEA18.

Dado que hay antecedentes (datos no publicados) de que la proteina PVLEA18 puede
sufrir agregacion y que Colmenero-Flores y colaboradores (1999) detectaron bandas de alto
peso molecular al analizar extractos proteicos de semilla y de plantas de A. thaliana, podria
caber la posibilidad de que la proteina AtLEA18-1 pudiera sufrir también de agregacion y
como consecuencia, tener un peso molecular mas alto y no poder ser detectada por
confundirse con el fondo que da el anticuerpo. Para excluir alguna de estas posibilidades, se

procedid a inmunopurificar el anticuerpo anti-PvLEAL8 y repetir este analisis (ver Material y
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métodos). Al titularse el anticuerpo inmunopurificado se encontrd que detectaba hasta 2.5 ng
de la proteina GST — PVLEA18, usando el anticuerpo en dilucién 1:500 en un ensayo Western
blot. Este anticuerpo se probd con extractos proteicos de semilla de frijol, de semilla y de
planta silvestre (crecida en condiciones controladas) de A. thaliana extraidos por varios
meétodos (TRIZOL, TCA, Laemmli) y de tejido foliar de una linea transgénica que
sobreexpresa la proteina AtLEA18-1, ademas de usar como control positivo la proteina de
fusiébn GST — PVLEA18 purificada; en los resultados del ensayo tipo Western encontramos
que este anticuerpo sélo detecta a su antigeno en extractos proteicos bacterianos y de semilla
de frijol (Fig 16).

A Semilla A.hal.  A.hal wt Linea21 Semilla GST -
kDa TRIZOL TCA TRIZOL laemmli de frijol PVLEA18

66
45

36 o

29 Membrana  tefiida

con rojo de Ponceau

24 |

20

66

s e

36 Anti— PVLEA18
29 inmunopurificado

24

20
—

Fig. 16. Inmunodeteccion de la proteina PvLEA18 y AtLEA18-1 con el anticuerpo anti-

PvVvLEA18 inmunopurificado. Ensayo tipo Western usando extractos proteicos totales de A.

thaliana y frijol A) Analisis de las proteinas de los extractos proteicos en una membrana de
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nitrocelulosa tefiida con rojo de Ponceau y B) inmunodeteccion de las proteinas AtLEA18-1y
PVLEAL18 en extractos proteicos de semilla y de plantas de A. thaliana y de semilla de frijol,
ademas de 1ug de la proteina de fusion GST-PVLEA18 purificada, usando el anticuerpo anti-
PVLEA18 inmunopurificado.

111.6.2 Generacion de anticuerpos dirigidos contra la proteina AtLEA18-1

Debido a que el anticuerpo anti-PvLEAL8 no podia ser utilizado para detectar la
proteina AtLEA18-1, se decidid generar un anticuerpo contra la proteina AtLEA18-1,
clonando en el plasmido pGEX1 el gen que codifica para la proteina AtLEA18-1 y asi generar
una proteina de fusion GST-AtLEA18-1 (GST: glutatidn-S-transferasa. Ver Material y
métodos); el plasmido se introdujo en células de E. coli para inducir su expresion. Al analizar
los patrones de expresion de proteinas en extractos totales de bacterias que poseen el plasmido
con el gen quimérico, se detectd la acumulacion de una proteina de aproximadamente 37.2
kDa, que es el peso esperado de la proteina de fusibn GST-AtLEAL8-1; en cambio, en los
extractos control sélo se detectd la acumulacion de una proteina de 27.5 kDa y la diferencia de

peso corresponde a la proteina AtLEA18 (Fig. 17).
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Figura 17. Analisis de extractos proteicos totales en gel de SDS-PAGE al 15% tefiido con
azul de Coomasie. Se analizaron los extractos totales de bacterias crecidas durante dos horas
en presencia de IPTG y se observa: (A) acumulacion de la proteina GST (27.5 kDa) en el
extracto control con pGEX1, (B) acumulacion de una proteina de aproximadamente 37.2 kDa
en los extractos proteicos de bacterias que expresan el gen quimérico y (C) proteina GST-
AtLEA18-1 purificada (100ng).

Para obtener una mayor cantidad de proteina de fusion para hacer las inmunizaciones y
obtener el anticuerpo contra la proteina GST-AtLEA18-1, se hizo una induccidn en mayor
cantidad (cultivo de 500 ml) y se purifico la proteina de fusién por afinidad con perlas de
glutation-agarosa (Fig. 17, carril C. Ver Materiales y métodos). Con la proteina obtenida se
inoculd un conejo para la produccion de anticuerpos.

El suero no inmune del conejo previamente se probd en un analisis Western, utilizando
los mismos extractos proteicos totales usados anteriormente y se observd que no reconoce
tantas proteinas como el suero preinmune del anticuerpo anti-PvLEA18 (datos no mostrados).

Antes de hacer la titulacion del anticuerpo, se hizo una cuantificacién de la proteina de
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fusion y se encontré que los extractos enriquecidos contenian 100 ng/ul de dicha proteina; la
cantidad aproximada de proteina de fusién en los extractos se obtuvo al comparar un gel,
tefiido con azul de Coomasie, cargado con diferentes cantidades del extracto proteico, con otro
gel cargado con cantidades conocidas de la proteina BSA, tefiido con la misma solucion.

Posteriormente se tituld el anticuerpo, usando una dilucién 1:500, utilizando cantidades
conocidas de la proteina de fusidn en un analisis tipo Western, en donde se observéd que el
suero detectd hasta 20 ng de esta proteina; en este ensayo también observamos que el suero
obtenido no reconoce la proteina GST-PVLEA18 (Fig. 18).
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Fig. 18. Titulacion del anticuerpo anti-AtLEA18-1 e inmunodeteccion de la proteina
AtLEA18-1. Ensayo tipo Western donde observamos: A) Incubacion de los extractos
proteicos y de la proteina purificada con el suero preinmune y B) Titulacion del anticuerpo
utilizando distintas diluciones de la proteina de fusion purificada e inmunodeteccién de la
proteina AtLEA18-1 en extractos proteicos que expresan GST, GST-AtLEA18-1 y GST-
PVLEA18 utilizando el anticuerpo anti-AtLEA18-1.
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111.6.3 Deteccion de la proteina AtLEA18-1 en plantas

Al usar el anticuerpo anti-AtLEA18-1 contra proteinas totales de tejido foliar de
plantas transgénicas de A. thaliana (35S-AtLEA18-1) extraidas con SDS al 5%, en un analisis
tipo Western, se encontrd que este anticuerpo no detectaba la acumulacion de una proteina con
un peso similar a AtLEA18-1 (Fig. 19A).
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Fig. 19. Inmunodeteccion de la proteina AtLEA18-1 en plantas. A) Inmunodetecciéonde la
proteina AtLEA18-1 en extractos de proteinas extraidas con buffer Laemmli de las lineas
transgénicas 35S —nos y 35S — AtLEAIS-1 — nos. B) Inmunodeteccion de AtLEA18-1 en
extractos proteicos de semilla y planta de 4. thaliana obtenidos por precipitacion con TRIZOL

y TCA. Como control se muestra el resultado de la incubacion de estos extractos con el suero

preinmune.

Considerando que el método de extraccion con SDS pudiera no ser eficaz para la
extraccion de la proteina AtLEA18-1, se usaron otros métodos de extraccidn para obtener
proteinas totales, como el de TCA y extraccion con el reactivo TRIZOL. EIl anticuerpo se
probo sobre los extractos proteicos, obtenidos por estos métodos. Se analizaron extractos de
semilla, planta silvestre y tejido foliar de plantas de la linea transgénica 2.11 (35S-AtLEA18-
1); sin embargo, al llevar a cabo los analisis tipo Western, no se logré detectar alguna sefial y
los filtros presentaron un fondo muy alto (Fig. 19B).

Para tratar de eliminar el fondo y hacer mas especifico el anticuerpo, se enriquecio la

fraccion 1gG del suero con sulfato de amonio saturado; el anticuerpo precipitado se volvié a
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titular y se encontré que se detectaban aproximadamente 100 ng de GST-AtLEA18-1, pero la
fraccion de 1gG's siguio presentando fondo. Pensamos que la pérdida del titulo y el alto fondo
gue presenta el suero inmune se debid a que el anticuerpo generado contra la proteina
AtLEA18-1 sufridé alguna modificacion (degradacion, agregacion, etc; datos no mostrados).
Debido a esto se optd por usar otro lote de anticuerpo anti-AtLEA18-1, el cual reconocia hasta
40 ng de la proteina de fusion. Al repetir los analisis con este anticuerpo, no se encontro sefial
de alguna proteina en el rango de 10-20 kDa o a la altura del marcador de peso molecular enel
que se observa la proteina PVLEA18 (14 kDa; Fig. 20).
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Figura 20. Segunda inmunodeteccion de la proteina AtLEA18-1. Ensayo tipo Western
usando otro lote de suero inmune en extractos proteicos totales bacterianos y foliares. A)
Incubacion de los extractos proteicos y de la proteina purificada con el suero preinmune y B)
inmunodeteccidon de la proteina AtLEA18-1 en extractos proteicos totales que expresan GST,
de semilla y planta de A. thaliana y de distintas diluciones de la proteina de fusién purificada

usando el anticuerpo anti-AtLEA18-1.
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IV. DISCUSION

Las plantas poseen drganos capaces de resistir la perdida de agua y asi sobrevivir, éstos
son la semilla y el polen. Se ha propuesto que varios componentes pueden participar para que
esto suceda y entre éstos se encuentra un grupo de proteinas que se acumulan durante la Gltima
fase de la embriogénesis, llamadas proteinas LEA; estas proteinas han sido detectadas en
angiospermas, gimnospermas, plantas inferiores y algas, por lo que se ha propuesto que las
proteinas LEA son ubicuas en el reino vegetal y también se han detectado en otros organismos
de otros reinos como son: insectos, nematodos, rotiferos y bacterias. Ademas, en plantas se ha
encontrado que las proteinas LEA pueden acumularse en tejidos vegetativos en respuesta a
déficit hidrico, frio, estrés salino o a la aplicacion de acido abscisico. Se han descrito siete
grupos de proteinas LEA en base a su secuencia de aminoacidos y motivos conservados; uno
de estos grupos fue identificado inicialmente en frijol y se le ha denominado como Grupo 6 o
LEA18. En este trabajo se ha presentado la identificacion, organizacion gendmica y expresion
de las proteinas LEA del grupo 6 (o LEA18) de Arabidopsis thaliana. Se us6 como modelo de
estudio la planta Arabidopsis thaliana ya que hasta el momento, junto conarroz, su genoma se
encuentra totalmente secuenciado (AGI, 2000).

Al llevar a cabo unanalisis bioinformatico en la base de secuencias de NCBI (National
Center for Biotechnology Information) hemos encontrado que en el genoma de Arabidopsis
existe una pequefia familia de genes que codifican para proteinas LEA18. Esta familia consta
de tres miembros localizados en el cromosoma Il y dos de estos genes se encuentran
adyacentes uno de otro, lo cual indica un fendmeno reciente de duplicacién. A estos tres genes
los hemos denominado como: AtLEA18-1(At2g23110), AtLEA18-2 (At2g23120) y AtLEA18-
3 (At2g33690), respectivamente. Estas proteinas poseen un porcentaje de similitud/identidad
con PVLEA18 de més del 52/47% vy las secuencias nucleotidicas de sus genes presentan mas
del 51% de identidad con el gen de PVvLEA18. Ademas, las proteinas AtLEAL8 poseen las
caracteristicas estructurales de las proteinas LEAs tipicas, incluso las que se han observado en
la LEA18 de frijol. Hasta el momento, solo en Arabidopsis hemos detectado que existe una
familia de genes que codifican para proteinas LEA. Incluso en arroz, cuyo genoma se
encuentra totalmente secuenciado, s6lo se detecta un solo gen. También encontramos

secuencias homdlogas a LEAL8 en varias plantas como soya, jitomate, Brassica rapa, plantas

58



monocotileddneas y gimnospermas, como pino.

Hemos encontrado que los miembros de la familia de LEA18 de Arabidopsis tienen
una expresion diferencial: AtLEA18-1 se expresa en semilla, en sequia y se induce
fuertemente por la presencia de ABA exdgeno, en cambio AtLEA18-2 no se expresa en
semilla y no se induce tanto por ABA y ademas se detecta su expresion en condiciones
control, lo cual sugiere que esta proteina puede tener una funcién bajo condiciones normales y
no s6lo en estrés. Aunque inicialmente pensamos que AtLEA18-3 podria ser un pseudogene ya
que no habiamos detectado su transcrito en semilla seca, plantulas control y plantulas bajo
estrés hidrico o tratadas con ABA (datos no mostrados), hemos encontrado, en la bases de
datos de NCBI, un EST (BE525272) de semilla en formacion similar a AtLEA18-3, por lo que
se puede pensar que su expresion es muy baja y restringida a este estadio de desarrollo de la
semilla. Ademas, Becerra (2006) detectdo ESTs para este gen sélo en semillas inmaduras.

Al analizar las posibles regiones 5° y 3’ de cada uno de los genes AtLEA1S,
encontramos elementos cis involucrados en la respuesta a estrés. En el caso de AtLEA18-1,
observamos la presencia de un elemento tipo MY B involucrado en la regulacion por ABA, dos
motivos ABRE y un elemento cis llamado “coupling elements” (CE) que en conjunto forman
un complejo minimo que responde a ABA, (este complejo podria ser capaz de conferir la
transcripcion inducible por ABA; Shen et al., 1996) y no se encontraron elementos tipo DRE.
En el caso del gen AtLEA18-2, en su region promotora identificamos un elemento tipo MYB,
involucrado en la regulacion por ABA. También encontramos dos motivos ABRE y uno tipo
DRE, esto nos indica que AtLEA18-2 puede ser modulado por ABA, pero la presencia del
elemento DRE nos infiere que puede ser regulado también por una via independiente de ABA,
por lo que también podria ser inducido por frio, lo cual ha sido reportado previamente (Seki et
al., 2001). Debido a que la region promotora del gen AtLEA18-3 es muy pequefia (400 pb) y
gue en esta parte ademas esta incluida la region 3-UTR del gen vecino, aunado a los datos de
acumulacion de transcrito, inicialmente habiamos pensado que el gen Atleal8-3 podria ser un
pseudogene; sin embargo, la reciente identificacion del EST mencionado en el parrafo anterior
nos hace pensar que mas bien la expresion de este gen es muy baja y se encuentra restringida a
un estadio especifico del desarrollo de la formacién de la semilla. Al buscar posibles
elementos en cis en la region promotora del gen AtLEA18-3, no encontramos alguna sefial para

estrés hidrico.
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Nuestros resultados sugieren una expresion diferencial durante el estrés para esta
familia; mientras que la maxima acumulacion del transcrito de AtLEA18-1 se detecta a
tiempos tempranos (3.5 a 7.0 horas), AtLEA18-2 tiene un pico de acumulacion a tiempos mas
tardios (19-20 hs). Un patrén similar se observa con ABA, ademas de que AtLEA18-1 se
expresa en semilla y AtLEA18-2 no. Estos datos indican que podria existir una diversificacion
funcional para la familia de LEA18 de A. thaliana.

Hemos generado plantas transgénicas que sobreexpresan el gen AtLEA18-1 en
Arabidopsis thaliana, y aunque hemos detectado una acumulacion del transcrito en estas
plantas, no hemos sido capaces de detectar la proteina correspondiente. Esto podria deberse a
uno o varios factores, que incluirian:

(@). Que la proteina AtLEA18-1 se encuentra en tan poca cantidad que el anticuerpo no la
alcanza a detectar.

(b). Que el anticuerpo tiene un titulo muy bajo, pudiendo deberse esto a que el anticuerpo no
fue generado solamente contra la proteina AtLEA18-1, sino contra una fusion (GST-
AtLEA18).

(c). Debido a algun mecanismo de regulacion postraduccional la sobreexpresién de esta
proteina causa su degradacion.

Ya que fuimos incapaces de detectar la proteina recombinante, no se pudieron llevar a
cabo experimentos para determinar la posible contribucion de este gen a una posible

resistencia al déficit hidrico.
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V. CONCLUSIONES

1. En el genoma de Arabidopsis thaliana existe una pequefia familia de genes que codifican
para la LEA18. Hay tres genes LEA18.

2. La familia de AtLEA18 se expresa diferencialmente:

(@). AtLEA18-1 se expresa en semilla y su expresiéon es inducida fuertemente por
ABA.

(b). AtLEA18-2 se induce abundantemente por sequia, aunque no se expresa en
semilla, su expresion no se induce tanto por ABA y se expresa en condiciones control.

(c). AtLEA18-3 se expresa en niveles muy bajos durante la formacion de la semilla.

3. Hemos detectado genes ortdlogos a LEA18 en otras plantas, incluidas monocotileddneas y

plantas gimnospermas.

4. Generamos plantas de Arabidopsis transgénicas (lineas T1 y T2) sobreexpresando el gen de

AtLEA18-1, sinembargo, no pudimos detectar la sobrexpresion del transgene.
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VI. PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se han identificado 3 genes similares a PVLEA18 en
Arabidopsis. También se ha detectado que la expresion de algunos de los miembros de esta
familia puede ser modulada por sequia, ABA y pueden estar presentes en semilla, estos datos
apoyan la idea de que esta pequefia familia de proteinas corresponden a proteinas LEA, las
cuales pueden estar involucradas en la tolerancia a la sequia en planta.

En un intento para determinar el posible papel de esta proteina durante el estrés hidrico
se generaron plantas transgénicas de Arabidopsis sobre-expresando el gen de AtLEA18-1 (ver
seccion I11.5); sin embargo, no pudimos detectar la sobrexpresion del transgene. Otra
estrategia para determinar la funcion de esta familia génica es el andlisis de mutantes por
insercion en la familia de AtLEA18, el analisis se llevaria en plantas con mutaciones en unsolo
gen (mutaciones sencillas) o generar mutaciones dobles y triples y con estas evaluar la

respuesta de la planta al estrés, comparada con la planta silvestre.
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