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Abstract

The LEA proteins are synthesized during plant seed development in the late
embryiogenesis phase. These proteins also have been found in vegetative plant tissues
under different stress conditions. Based in their accumulative patterns and previous assays
it has been suggested that these proteins participate in the cellular water deficit response to
protect the cell, however their molecular mechanisms during this stress conditions are
unclear.

Using isoelectrofocusing assays we show that the LEA 6 group member of Phaseolus
vulgaris, PVLEAG, is modified post-translationaly. Our in silico and in vitro analyses
suggest that these modifications are phosphorylation events, but we do not discard the
possibility some others modifications. The PTM in LEA proteins can open new
investigation lines about the function, because in trials done to date don’t considerate these
modifications.

Further we use BX04 an Escherichia coli mutant that lack four cold shock proteins (CSPs)
and is highly sensitive to cold stress, for complementation assays using different LEA6
proteins. In these assays we observe that the BX04 complemented lines have a better
survival than control cells during incubation at low temperature. These results suggest that
LEA 6 proteins can promote the cold adaptation process in E. coli, possibly as a RNA
chaperone activity during the cold adaptation process.



Introduccidn

El estrés por déficit hidrico en las plantas

De manera general una condicidn de estrés es definida como cualquier factor externo que
puede alterar las funciones normales de la planta, lo cual implica un cambio significativo en
las condiciones favorables del ambiente en las que una planta puede sobrevivir, crecer y
reproducirse éptimamente. Los diferentes tipos de estrés pueden resumirse en dos grupos:
el estrés bidtico y abidtico. El estrés bidtico se debe a la influencia de otros organismos,
tales como depredadores, hongos, bacterias y patdgenos virales (Taiz & Zeiger, 2010);
mientras que en el abidtico, se presenta cuando se presenta un exceso o un déficit en las
condiciones fisicas o quimicas del ambiente, como sequia, salinidad, carencia o exceso de
nutrientes minerales, altas temperaturas, congelamiento, inundacién y condiciones extremas
de luminosidad e hipoxia (Hirayama & Shinozaki, 2010; Taiz & Zeiger, 2010).

Algunos de estos tipos de estrés involucran cambios en la disponibilidad de agua que
pueden conducir a un estado de déficit hidrico que se manifiesta en una gran variedad de
dafios fisicos y quimicos en las estructuras celulares y macromoleculares que pueden ser
irreversibles y en ultimos términos producir la muerte celular (Shih, Hoekstra, & Hsing,
2008).

El estrés desencadena una amplia variedad de respuestas en las plantas, como cambios en la
tasa de crecimiento y productividad, alteraciones en la expresion genética y el metabolismo,
entre otros (EA Bray, Bailey-Serres, & Weretilnyk, 2000). El estrés por déficit hidrico en
las plantas se presenta cuando éstas no son capaces de extraer la suficiente agua del suelo
para recuperar la que pierden por evaporacion. Este es uno de los tipos de estrés abidtico
mas comunes que las plantas enfrentan durante su ciclo de vida y tiene un gran impacto en
su desarrollo, crecimiento y productividad (Olvera-Carrillo, Campos, Reyes, Garciarrubio,
& Covarrubias, 2010)



El estrés por déficit hidrico en las células tiene como consecuencia el aumento en la
concentracion de solutos, cambios en el volumen celular, ruptura de membranas, disrupcion
de los gradientes de potencial hidrico, deficiencia en la integridad y fluidez de la
membrana, inestabilidad de macromoléculas y aumento del estrés oxidativo (E. A. Bray,
1997; Caramelo & lusem, 2009).

La respuesta de las plantas a las condiciones de déficit hidrico puede darse por diversas
vias, sin embargo estrés hidrico puede tener muchas variables como la severidad, duracién
e intensidad, asi como la combinacion o repeticién de varias formas de estrés en un mismo
momento. Ademas, otro factor importante que modula la respuesta se refiere a propiedades
de la planta como las caracteristicas genéticas, el estado del desarrollo en el que la planta
sufrio el estrés y finalmente, el 6rgano o parte de la planta que especificamente pueda sufrir
el estrés (Taiz & Zeiger, 2010).

El conjunto de respuestas ante un estrés determinado y los mecanismos regulatorios que las
generan dependerén de las caracteristicas inherentes de una planta para contender con esta
condicién en términos de adaptacion. En algunos casos, las plantas son capaces de
contender con condiciones extremas, ya que poseen caracteristicas morfoldgicas,
fisioldgicas y metabolicas, producto de la seleccion genética a lo largo de la evolucion que
les ha permitido adaptarse a estas condiciones ambientales adversas. En otros casos han
adquirido la capacidad de contender transitoriamente con el estrés, lo cual involucra
respuestas que se dan en la planta a minutos de haber comenzado el estrés y pueden
mantenerse por dias 0 semanas; estas respuestas son generalmente reversibles y en su
mayoria se deben a cambios en la expresion génica que involucran factores inducibles (Taiz
& Zeiger, 2010).

Respuesta al estrés por déficit hidrico

Durante su respuesta al déficit hidrico las plantas modifican su crecimiento, destacAndose
una disminucion de la expansién foliar para evitar el dafio a los tejidos fotosintéticos y un
aumento en el sistema radicular que tiene la finalidad de incrementar el &rea de absorcion
de agua; asi como, el cierre de estomas para evitar la pérdida de agua, lo cual ocurre tan
s6lo algunos minutos después de haber percibido la condicion de estrés. Esta modificacion



fisiologica es una de las respuestas al déficit hidrico mas caracterizadas (Taiz & Zeiger,
2010).

A nivel celular el estrés hidrico se detecta a través de varias sefiales que involucran
sensores que convierten el estrés fisico en una respuesta bioquimica (E. A. Bray, 1997;
Harb, Krishnan, Ambavaram, & Pereira, 2010). A pesar de que la informacion sobre el
tema es limitada, se ha propuesto que hay osmosensores que podrian ser activados por la
pérdida o disminucion de la turgencia, cambios en el volumen celular o alteraciones en las
interacciones entre la pared celular y la membrana plasméatica que desencadenen la
respuesta. Un ejemplo son los complejos transmembranales de cinasas de histidinas (HK
por sus siglas en inglés) como la AHK1/ATHK1, una cinasa de Arabidopsis sp., que actla
como un osmosensor en células de levadura y presumiblemente mantiene esta funcion en
plantas (Hirayama & Shinozaki, 2010; Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 1997). Después
del evento de percepcidn, las sefiales se transducen por diferentes vias de sefializacion en
los que muchos segundos mensajeros, hormonas de plantas, transductores de sefiales,
reguladores transcripcionales y traduccionales actian para regular la respuesta al estrés

(Fig. 1).

Con la percepcion del estrés se produce un cambio importante en el perfil de expresion
genética, en el cual la mayoria de los genes inducidos codifican proteinas que estan
involucradas directamente con la tolerancia al estrés. También otro grupo de los genes que
se inducen, corresponden a proteinas que participan en la modulacién de la respuesta al
estrés por déficit hidrico (Hirayama & Shinozaki, 2010). La mayoria de estos cambios en la
expresion genética se dan en respuesta a la pérdida de agua; sin embargo, varios genes se
pueden expresar ante el déficit hidrico aunque no estén directamente relacionados con el
mismo, sino mas bien su expresion puede ser el resultado de otras condiciones de estrés
consecuencia del primero (estrés oxidativo y genotdxico, dafio, etc.; Bray 1997).

El ajuste osmotico
Una respuesta generalizada al estrés hidrico en las plantas, es el ajuste osmotico que tiene

por finalidad la disminucion del potencial hidrico en los tejidos, que a su vez impide la
pérdida de agua y en consecuencia evita el dafio celular (E. A. Bray, 1997).



El ajuste osmético es diferencial de acuerdo al compartimento celular en donde ocurra; asi,
por ejemplo, en la vacuola se da por acumulacién de iones (Cushman, 2001) y en el citosol
a través de la sintesis de osmolitos, los cuales son solutos compatibles que se pueden
acumular abundantemente sin interferir con las funciones celulares, como por ejemplo, con
la actividad de las proteinas (E. A. Bray, 1993, 1997). Algunos ejemplos de osmolitos son
ciertos solutos organicos como algunos carbohidratos (mono, di y oligosacéaridos), algunos
aminodacidos (ej. prolina) y sus derivados, compuestos de amonio cuaternario (ej.
glicinbetaina) y compuestos de sulfonio (Cushman, 2001). Para el proceso de ajuste
osmético también se requiere de la actividad de transportadores de agua como las
acuaporinas, o de iones como los canales i6nicos y bombas, que en conjunto juegan un
papel esencial en la contencidn del déficit hidrico (E. A. Bray, 1997).

Papel de la acumulacién de carbohidratos en la respuesta al estrés hidrico

La acumulacion de algunos carbohidratos, como la sacarosa y el sorbitol, participan en la
proteccion de componentes celulares, sin embargo no quedan del todo claro los
mecanismos moleculares de esta proteccion. Aungue con ensayos in vitro se ha demostrado
la participacién de estos carbohidratos en la proteccion de liposomas, ya que evitan la
desorganizacion y fusion de membranas durante ciclos de sequia y rehidratacion.
Adicionalmente, basados en estos estudios in vitro, se propone que estos carbohidratos
disminuyen la temperatura de transicion de la fase lipidica en el sistema de membranas de
la célula, posiblemente por interactuar con los grupos polares de los lipidos (Caramelo &
lusem, 2009). Ademas se ha propuesto que en condiciones de extrema desecacion, los
carbohidratos podrian remplazar las capas de agua que rodean las macromoléculas,
formando puentes de hidrégeno con las mismas, lo que finalmente disminuye los efectos
dafinos producidos por la deshidratacion (Caramelo & lusem, 2009).

El papel de ROS en la respuesta al estrés hidrico
Otra respuesta a nivel celular que esta enfocada a evitar el dafio celular es la remocién de

compuestos toxicos producidos durante el periodo de estrés como lo son las especies
reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés; Reactive Oxygen Species; Ingram &



Bartels 1996) que en condiciones de estrés aumentan dramaticamente (Miller, Suzuki,
Ciftci-Yilmaz, & Mittler, 2010). Para contrarrestar estos escenarios, enzimas antioxidantes
como la ascorbato peroxidasa, la superéxido dismutasa, la catalasa, la glutatién peroxidasa
y la peroxirredoxina se acumulan abundantemente en respuesta al déficit hidrico para
minimizar el estrés oxidativo (Miller et al., 2010). Estas proteinas, junto a compuestos no
proteinicos, como los fenilpropanoides y compuestos fendlicos, se encargan de la remocion
de radicales libres en las células (E. a. Bray, 2002; Ingram & Bartels, 1996).

El grupo de proteinas LEA en respuesta a estrés hidrico

Ademas, destaca un grupo de proteinas que se acumulan bajo condiciones de déficit hidrico
y se propone que participan activamente en evitar el dafio celular producido. Estas proteinas
son las pertenecientes a la superfamilia LEA (del inglés: Late Embryogenesis Abundant)
que, como su nombre lo indica, son proteinas que se acumulan en la fase tardia de la
formacién de la semilla o fase de deshidratacion, proceso necesario para que la semilla
germine y la planta prosiga su desarrollo. Estas proteinas han sido caracterizadas
ampliamente por la alta correlacién que existe entre su acumulacion y las condiciones de
limitacion de agua, sin embargo, a nivel molecular su mecanismo de accién ain no ha sido
esclarecido (Battaglia, Olvera-Carrillo, Garciarrubio, Campos, & Covarrubias, 2008).

Sistemas de reparacion del dafio en respuesta a estrés hidrico

Para las células otro factor importante en la contencion del déficit hidrico es la reparacion
del dafio producido por las condiciones de estrés; para reparar el dafio proteinas como las
chaperonas, ubiquitinas y proteasas tienen un rol fundamental. Con los cambios
fisicoquimicos que ocurren ante la baja disponibilidad de agua, algunas proteinas tienden a
perder su conformacién funcional y/o llegan a agregarse. Para evitar este problema, las
chaperonas moleculares asisten a las proteinas afectadas para que mantengan o readquieran
su plegamiento funcional y para evitar asi su agregacion y/o consecuente degradacién. Por
otro lado, aquellas proteinas que ya no pueden repararse necesitan ser eliminadas, para lo
cual los sistemas de degradacion dirigen a las proteasas y ubiquitinas. Las proteasas mas
comunes en condiciones de déficit hidrico son cistein-proteasas y las metalo-proteasas.
También se sabe que a la par se activan inhibidores de proteasas, lo que sugiere una



compleja red de regulacion que balancea los mecanismos de reparacion y degradacion de
proteinas (E. a. Bray, 2002).

Senfalizacion y regulacion de la respuesta a déficit hidrico

Después de la percepcion del estrés se sabe poco acerca de los elementos que regulan y
participan en la transduccion de la sefial; sin embargo se han examinado elementos de las
cascadas de sefializacion en donde se han identificado segundos mensajeros como el Ca?*
(Fig. 1), el cual es uno de los méas importantes elementos en la respuesta a estimulos
extracelulares en plantas. EI incremento en los niveles intracelulares de Ca?* parece ser
inducido presumiblemente bajo condiciones de estrés, lo cual desencadena la movilizacion
de moléculas sefalizadores tales como inositol trifosfato (IP3), diacilglicerol, inositol
hexafosfato (IPs), CADP-ribosa o especies reactivas de oxigeno, que transducen la sefial a
otros elementos, aunque los receptores de estas moléculas son practicamente desconocidos
en plantas (Hirayama & Shinozaki, 2010).

En los eventos de sefializacion de eucariontes, la fosforilacion de proteinas cumple un rol
esencial en la transmisién de la sefial, y su relevancia en las vias de sefializacién en
respuesta a déficit hidrico no es trivial. De manera general las cinasas funcionan en
contraparte a las fosfatasas y, en conjunto, estos elementos comprenden los mas
importantes factores de sefializacion en eucariontes. En plantas muchas cinasas y fosfatasas
han sido identificadas como factores en la sefializacién por respuesta a déficit hidrico y
algunas han sido bien caracterizadas (Hirayama & Shinozaki, 2010). Las familias de
cinasas mas importantes que participan en la respuesta a este tipo de estrés son SnRK2,
CDPKs, CIPK/PKS/SnRK3 y las MAP cinasas (MAPKS).

De manera particular, la familia de las MAPKs funge como uno de los mas importantes
componentes de sefializacion celular en los eucariontes. Ademas, en condiciones de estrés
se ha analizado a los genes que codifican a las MAPKSs para determinar su participacion en
estos escenarios. Se ha encontrado que muchas MAPKs, MAPKKs y MAPKKKSs participan
en la compleja red regulatoria durante diferentes tipos de estrés. Las cinasas relacionadas a
SNF1 (SnRK1, SnRK2 y SnRK3) han sido involucradas funcionalmente en varias
respuestas a estrés y a la fitohormona acido abscisico (ABA). Inclusive para la sefializacion



por ABA las cinasas SnRK2 juegan un papel esencial (Hirayama & Shinozaki, 2010).
También existen muchas proteinas cinasas dependientes de Ca?* que estan asociadas a la
tolerancia a condiciones de estrés y respuestas por ABA (Hirayama & Shinozaki, 2010).

El papel de ABA y otras hormonas en la sefializacion de estrés hidrico en plantas

La fitohormona ABA afecta varios aspectos de la vida de la planta, por ejemplo, la
dormancia de las semillas, maduracion, desarrollo y crecimiento de la planta, asi como la
respuesta a estrés por déficit hidrico (Umezawa & Hirayama, 2011). Por esta razén la
acumulacion de ésta fitohormona es un elemento central en la cascada de transduccion de
sefiales asociada al estrés, pues desencadena un cambio drastico en los perfiles de expresion
genética, sintesis de proteinas y una variedad de procesos celulares involucrados con la
respuesta al estrés. Estas peculiaridades hacen a esta hormona una pieza clave en la
respuesta al estrés por déficit hidrico, debido a que coordina una respuesta integral a través
de varias vias de sefalizacion, que a su vez se entrecruzan con vias de sefializacion para
otras hormonas y para diferentes procesos del desarrollo, dando como consecuencia una
respuesta a gran escala dentro de la planta. Sin embargo, no todas las respuestas al déficit
hidrico son mediadas por ABA, ya que se han identificado y en algunos casos,
caracterizado algunos de los mediadores de otras vias de sefalizacion (Chandler &
Robertson, 1994).

A nivel fisiologico, el modelo por excelencia para el estudio de esta fitohormona es el
control del cierre y apertura de los estomas para evitar la pérdida de agua por transpiracion
en respuesta a ciertas condiciones de estrés. La sefializacion de ABA hacia las células
guarda (células encargadas de la apertura estomatica) produce una cascada de sefializacion
que en respuesta a la limitacion de agua, promueve la salida de potasio a través de la
membrana plasmatica y del tonoplasto, e inhibe su entrada regulando los canales
correspondientes. Por otro lado, también modula los canales responsables de la entrada y
salida de calcio, de tal manera que induce su entrada al citosol y su salida de la vacuola. De
esta manera se restablece el equilibrio electroquimico celular, lo que disminuye el turgor y
produce el cierre estomatico (Schroeder, Kwak, & Allen, 2001).



Ademas, el ABA junto con otras hormonas, como las citoquininas y el etileno, se encarga
de coordinar procesos tan importantes como la conductividad hidraulica y otros procesos
ligados al control del crecimiento que son afectados por la baja disponibilidad de agua
como la senescencia y la abscision (Miller et al., 2010).

Otras hormonas de plantas juegan un papel substancial en el estrés hidrico de manera
directa o indirecta, especificamente hormonas como el &cido salicilico (AS), el etileno (ET)
y el acido jasmdnico (AJ), que se ha demostrado participan en la respuesta a estrés abiotico
a través de complejas interrelaciones con el ABA (Hirayama & Shinozaki, 2010). Por
ejemplo, se ha demostrado que los factores transcripcionales AtMycC2 y ERF1 son puntos
de convergencia en las cascadas de sefializacion de AJJABA o AJ/ET, respectivamente. La
interaccion entre ABA y ET es presumiblemente necesaria para integrar varias
sefializaciones de estrés y mantener un balance entre la respuesta a nivel celular y de toda la
planta (Hirayama & Shinozaki, 2010).

La acumulacion de la fitohormona ABA esté regulada por diversas vias, donde participan
enzimas limitantes en su sintesis, almacenamiento, activacion y degradacion (Hirayama &
Shinozaki, 2010). En particular enzimas limitantes, como la dioxigenasa 9-cis-
epoxicarotenoide (NCED) que participa en la via de biosintesis o las P450CYP707As
(CYP707A) que actuan en la via catabdlica, han sido muy estudiadas, ya que afectan la
regulacion de esta hormona por distintos mecanismos. La activacion de estas enzimas se
presenta bajo una diversidad de tratamientos de estrés; por ejemplo, el caso de NCED3
(enzima para la biosintesis del ABA) cuya acumulacion disminuye por rehidratacion,
mientras que CYP707A3 (enzima para la degradacion del ABA) tiene un importante
aumento en su acumulacion, lo que implica una precisa regulacion de los niveles del ABA a
través de la coordinacion de los mecanismos necesarios para su produccion y eliminacion.
Adicionalmente, esta fitohormona se almacena en su forma inactivada (éster glucosil de
ABA) en vacuolas y apoplastos. En condiciones de estrés, el ABA es activado por la
enzima B-glucosidasa y liberado para que ejerza su actividad (Hirayama & Shinozaki,
2010).

El mecanismo de regulacion mediada por la hormona ABA depende en primera instancia
de sus receptores y se han caracterizado dos tipos: PYR1-PYLs-RCAR1 y START (Fig. 1).



Estos complejos proteinicos que reciben la sefial son de dos tipos, el primero es un receptor
anclado a la membrana y el otro es soluble en el citosol (Hirayama & Shinozaki, 2010).
Cuando el ABA es reconocido por los receptores, el complejo se une a la fosfatasa PP2C, lo
cual es clave en la modulacion de la sefializacion debajo de este complejo, ya que a su vez
interactua con el complejo SnRK2 (Fig. 1; Soon et al. 2012). El sistema PP2C (ABI1, ABI2
y HABL) interactia fisicamente con SnRK. SnRK2 en ausencia de ABA, interactla
fisicamente con PP2Cs y desfosforila sus residuos de serina en el asa de activacion, el cual
necesita estar fosforilado para la actividad de cinasa (Fig. 1; Soon et al. 2012). En presencia
de ABA, éste se une al receptor de la familia PYR/PYL/RCAR lo que promueve que el
complejo se una al sitio catalitico de PP2C e inhiba su actividad catalitica. Por lo tanto,
ABA induce la inhibicion de PP2Cs lo que lleva a la activacion de SnRK2s, por un evento
de auto-fosforilacién (Fig. 1; Soon et al. 2012). La cinasa SnRK2 puede estar involucrada
en la activacion de otras cinasas por debajo de la via de transduccion de sefiales y también
actua directamente en la activacion de factores transcripcionales como AREB/ABF bZip
(Hirayama & Shinozaki, 2010). Ademas se sabe que PP2C regula proteinas como los
transportadores de potasio, AKT2 y AKT3, la proteina de homeodominio ATHBS6, varias
cinasas de proteinas que interactian con proteinas parecidas a calcineurina-3 y con la
proteina remodeladora de cromatina SWI3, sin embargo la relevancia fisioldgica de estos
blancos no ha sido establecida (Umezawa & Hirayama, 2011).
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Fig. 1. Modelo de las interacciones entre ABA y sus posibles receptores descritos a la fecha. Entre ellos
se encuentran una quelatasa de magnesio (CHLH), localizada en la membrana del cloroplasto; una proteina G
de tipo GPCR, localizada en la membrana plasmatica; y las proteinas nucleocitoplasmicas PYR/PYL/RCARs.
Estas proteinas intervienen en la expresion genética y la electrofisiologia de las células guarda (representadas
como un canal anionico, A). Las interconexiones de estos factores no se han descrito hasta el momento. Las
lineas solidas indican interacciones directas y las lineas punteadas indican interacciones no descritas. Las
interacciones positivas se indican con una flecha; las barras indican represiéon. Tomado de Cutler et al. (2010).

Otros factores importantes en la transduccion de sefiales en la respuesta al deficit hidrico,
que pueden o no ser regulados por ABA, son los factores transcripcionales (Fig. 1) como
los DREB (DRE-binding protein), CBF (C-repeat-binding factor), AREF/ABF (ABA-
binding factor), MYC y MYB, entre otros (Hirayama & Shinozaki, 2010). Estos factores
transcripcionales se encargan de activar genes que codifican proteinas diversas cuyas
actividades son necesarias para establecer una nueva homeostasis celular que conduce a la
adaptacion y/o ajuste al estrés (Hirayama & Shinozaki, 2010). Muchos de estos factores
actian de manera coordinada, formando complejos multiproteinicos, sobre elementos
regulatorios en cis localizados en el promotor de los genes blanco, generando asi una
compleja red regulatoria (Hirayama & Shinozaki, 2010).

Para los genes que responden a ABA uno de los elementos regulatorios mas conservados en
la region en cis es el denominado ABRE (ABA Response Element, por sus siglas en
inglés), estos elementos constan de secuencias de 8 a 10 pb (YACGTGGC), con una
secuencia central ACGT (Mundy, Yamaguchi-Shinozaki, & Chua, 1990). Para la activacién
transcripcional dependiente de ABA de un gen se necesita més de una secuencia ABRE y
regularmente son repeticiones de esta secuencia asociada a los llamados ‘elementos
acopladores’ (CE). En este sentido el conjunto de elementos minimos que responden a
ABA consiste de un ABRE y un ‘elemento acoplador’, y de esta forma dichos elementos
son capaces de inducir la respuesta al ABA (Hobo, Asada, Kowyama, & Hattori, 1999).

En plantas se han encontrado varios factores transcripcionales tipo bZIP, los cuales
presentan un motivo basico de cierre de leucinas en el extremo N-terminal, el cual se une a
los elementos ABRE. Estas proteinas de union a ABRE se han nombrado AREB (ABA
responsive element binding protein por sus siglas en inglés), o ABFs (ABRE binding factor
por sus siglas en inglés). Adicionalmente, se ha mostrado que los AREBs/ABFs son
regulados por eventos de fosforilacién y desfosforilacion, lo cual desencadena su actividad
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para controlar la expresion de los genes que contienen los elementos en cis ABRE (Fujita et
al., 2005; Uno et al., 2000).

Otro tipo de factores transcripcionales son los MYC y MYB, los cuales son sintetizados de
novo bajo condiciones de estrés osmético, y de manera cooperativa activan genes
inducibles por estrés tales como el de RD22 (Hirayama & Shinozaki, 2010).

Otra clase de factores transcripcionales son los del tipo NAC, y un ejemplo es el que activa
la expresion del gen RD26. Ensayos de analisis de la expresion genética han demostrado
que la aplicacién exdgena de ABA induce la expresién de este factor transcripcional.
También se induce por sequia y por condiciones de alta salinidad. La sobre-expresion de
RD26 en plantas transgénicas confiere hipersensibilidad al ABA; ademas el andlisis de
microarreglos ha mostrado que los genes que se inducen durante estrés bidtico (GLY,
SAG13, etc.) y ABA son sobre-regulados en aquellas plantas que sobre-expresan a RD26, y
se reprimen en plantas mutantes en este gen (Fujita et al., 2005).
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Fig. 2. Modelo integral de la respuesta al estrés abidtico. La planta recibe una gran variedad de sefiales a
través de diversos sensores; estas sefiales son transducidas por distintas vias de sefializacién en las cuales
muchos segundos mensajeros, transductores de sefiales y reguladores transcripcionales participan. Algunos
genes inducidos por estrés son regulados por mdltiples sefiales de estrés, donde los factores transcripcionales
inducidos durante la respuesta a estrés son actores destacados. Algunos genes inducibles por estrés codifican
proteinas funcionales que estan directamente involucrados en la tolerancia al estrés. Otros genes inducibles
por estrés codifican proteinas regulatorias que probablemente forman parte de sistema retroalimentativo (+/-)
que regula la respuesta al estrés. En los Gltimos afios se ha esclarecido la importancia de otros reguladores,
como los modificadores post-traduccionales, modificadores post-transcripcionales y la regulacion epigenética
(modificado de Hirayama & Shinozaki 2010).

En la regulacion de la respuesta al estrés por déficit hidrico no s6lo participan factores
transcripcionales que activan o reprimen a los genes implicados, actuando directa o
indirectamente sobre su regidn regulatoria. También existe otra clase de regulacién
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transcripcional, la conocida como regulacion epigenética. Este tipo de regulacion no
depende de la secuencia del gen sino de la sefializacion a distancia por factores proteinicos
y moléculas de RNA’s pequefios que participan en la modificacion del DNA (metilacion) y
de proteinas asociadas a éste, como lo son las histonas (metilacion y acetilacién); que
tienen la finalidad de activar o reprimir su transcripcion. Esta regulacion permite mantener
una condicion dada (activacion y/o represion) aun después de transcurrido el periodo de
estrés (memoria) y, en generaciones posteriores (herencia), proveyendo al organismo de
estrategias que le permiten prepararse para situaciones adversas.

En todo tipo de células ademas de regular los niveles de transcripcion de un gen dado,
también es necesario regular la acumulacion del producto correspondiente (i.e. proteinas)
de una forma adecuada, por lo que se requiere de controlar los procesos post-
transcripcionales. Muchos de los RNA"s mensajeros (mMRNA) sufren varias modificaciones
como son el procesamiento de intrones, corte-empalme alternativo, la adicién de una
estructura llamada “‘cap’ en el extremo 5, y la poli-adenilacion del extremo 3". Todos estos
procesos son blancos de regulacién con el objetivo de evitar su degradacién y mantener a
los MRNA’s para su procesamiento. En condiciones de estrés estos procesos son regulados
de manera fina para mantener los niveles apropiados de RNAs, en los diferentes tipos
celulares y durante las diferentes etapas de su desarrollo, que le permitan a las células
realizar las funciones minimas necesarias para sobrevivir ante esas condiciones adversas.

Después de la produccién del mRNA, éste se exporta al citoplasma donde se traduce,
proceso que también esta sometido a un control riguroso; en particular, porque la sintesis de
proteinas es una de las funciones con mayor gasto energético y que disminuye
notablemente de forma global bajo condiciones de estrés (Battaglia, 2008). Aunque
sorprendentemente se conoce poco sobre los mecanismos regulatorios involucrados en ello,
se sabe que varios transcritos de genes activados bajo estas condiciones estan sometidos a
este nivel de regulacion, a través de sus regiones 5’ y 3’ no traducidas; ya que, a pesar de
que la célula disminuye su capacidad de traduccion, es importante que mantenga la sintesis
de las proteinas que le ayudaran a contender con los efectos del estrés (Battaglia et al.,
2008).
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Papel de la regulacién traduccional y post-transcripcional en el estrés por déficit
hidrico

Las proteinas son la principal base de la actividad celular en todos los tipos de células. Por
ello, la produccién y regulacion de las proteinas es modulada frente a una diversidad de
estimulos, como es el caso de la respuesta al estrés.

En las plantas, la traduccion se regula en condiciones de déficit hidrico de manera dual. Por
un lado, muchos estudios han demostrado que diferentes condiciones de estrés causan una
disminucidn significativa en la sintesis de proteinas totales, lo cual lleva a una situacion de
represion global de la traduccién; sin embargo, existen ciertos mMRNAs (que generalmente
codifican proteinas involucradas en la respuesta a estrés hidrico) que se traducen
normalmente a pesar de la represion global de la traduccion. Los mecanismos involucrados
en la represidn de la sintesis de proteinas y como se gobierna la seleccion de los mMRNAS
que seran preferencialmente traducidos han sido poco explorados (Battaglia et al., 2008;
Branco-Price, Kaiser, Jang, Larive, & Bailey-Serres, 2008).

Por otro lado, existe otro nivel de regulaciéon adicional que se da sobre las proteinas
sintetizadas, el cual involucra modificaciones especificas de las mismas que modularan su
funcion. En condiciones de estrés la regulacion post-traduccional juega un papel central,
pues es una via de comunicacién rapida y sencilla para modular procesos celulares que se
Ileven a cabo para contender con el estrés. Gracias a las modificaciones post-traduccionales
las proteinas son sometidas a cambios que favorecen su activacion, represion o inclusive su
degradacion.

Las modificaciones post-traduccionales suelen ser modificaciones reversibles y covalentes
lo cual involucra la alteracion de proteinas a través de una diversa gama de modificaciones
post-traduccionales que incluyen la fosforilacion de hidroxi-aminoéacidos (Ser, Thry Tyr),
metilacién, acetilacion, ubiquitinacién, sumoilacion, prolil-hidroxilacién, entre muchas
otras (Tompa, 2010).

El mecanismo mas comun de modificacién post-traduccional (MPT) es la fosforilacién, que
ademas parece ser el mas importante y frecuente sistema de regulacion en la célula. Las
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proteinas pueden ser fosforiladas por cinasas en los residuos de Ser, Thr y Tyr,
principalmente, en tanto que los grupos fosfato son removidos por fosfatasas. La delicada
regulacion entre la expresion espacial y temporal de cinasas y fosfatasas, hacen de este
evento reversible (la fosforilacién) uno de los mas complejos, pues esta implicada en la
regulacion de practicamente todos los procesos celulares basicos, como la division celular,
diferenciacion, migracion, apoptosis, transmision sindptica por mencionar algunos. A partir
de los analisis de datos in silico se predice que un tercio de todas las proteinas eucariontes
son blanco de fosforilacién reversible, de ahi que cerca del 2% de todas las secuencias
codificantes lo sean para cinasas y fosfatasas (Tompa, 2010).

La fosforilacién es un tipo de modificacién unitaria, es decir que un solo fosfato puede ser
agregado a un aminoacido. Sin embargo, una cadena polipeptidica puede ser
potencialmente fosforilada en muchos sitios, lo que produce una gama de isoformas que
pueden tener distintas actividades bioldgicas. Otras modificaciones post-traduccionales
pueden ser mas diversas, con lo que se pueden generar polipéptidos modificados con un
namero inmenso de posibles variantes (Tompa, 2010).

Las modificaciones post-traduccionales pueden actuar alterando la estructura y/o funcion al
inducir nuevos estados conformacionales. Este tipo de regulacion alostérica involucra un
conjunto de interacciones moleculares especializadas que estan ligadas a un polipéptido
particular (Tompa, 2010).

Potencialmente cualquier residuo de Ser, Thr y Tyr puede ser modificado, sin embargo, se
requieren algunas caracteristicas estructurales que permiten la modificacién, como puede
ser una secuencia local apropiada, una region expuesta y cierta flexibilidad del sitio que va
a ser modificado para alcanzar la posicion dentro del sitio activo de la enzima
modificadora. Curiosamente varias lineas de investigacion muestran que existe una intima
relacion entre las proteinas intrinsecamente no estructuradas y estas caracteristicas
estructurales (Tompa, 2010).

Las proteinas intrinsecamente no estructuradas

También conocidas como proteinas desordenadas, se caracterizan por tener un ensamblaje
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estructural que intercambia conformaciones alternativas rapidamente. Esta propiedad les da
caracteristicas que proteinas con estructuras definidas no poseen, como el incremento en la
velocidad de interaccion con el ambiente o con sus posibles ligandos, la combinacién de
tener alta especificidad y promiscuidad, lo que ademas les da la capacidad de tener mas de
una funcion (Kovacs, Agoston, & Tompa, 2008; Olvera-Carrillo et al., 2010; Tompa &
Kovacs, 2010).

Uno de los conceptos de la biologia estructural de mayor influencia, establecia que para la
actividad de una proteina es necesaria una estructura tridimensional definida, lo mismo se
aplica para el reconocimiento molecular y para que una enzima lleve a cabo una catalisis.
Sin embargo, las IUPs (Intrinsically Unstructured Protein, por sus siglas en inglés) adn sin
una estructura estable, son capaces de llevar a cabo diversas funciones (Tompa, 2010).
Aunque a la fecha se cuenta con muy poca informacién sobre su dinamica funcional,
existen datos que indican que al menos algunas de estas proteinas o algunas de sus regiones
pueden adquirir una estructura definida por su interaccion con blancos biolédgicos tales
como otras proteinas, membranas, RNA o DNA. La adquisicion de estructura también se ha
reportado por autoensamblaje y oligomerizacién (Tompa, 2010). Ademas hay ejemplos
donde la adquisicion de una estructura definida esta dada por las condiciones del ambiente
como cambios en la temperatura, pH, concentracion de iones o la disponibilidad de agua (J.
Mouillon, Gustafsson, & Harryson, 2006).

Esto muestra como el desorden estructural puede representar ventajas adaptativas para los
organismos. Por ejemplo, algunas de las IUPs que participan en los procesos regulatorios
modifican su estructura al adquirir una estructura funcional, la cual puede estar dada por
modificaciones post-traduccionales o modificaciones promovidas por cambios en el
ambiente. También se han reportado cambios en su conformacion estructural al adquirir
cierto grado de plegamiento, después de que regiones desordenadas de una proteina se unen
a su ligando. Las interacciones entre una proteina o region desordenada y sus ligandos
presentan la caracteristica de que a pesar de su baja afinidad muestran una alta
especificidad. Ademas, esta flexibilidad estructural en las IUPs provee de multiples
interfaces moleculares, sin la necesidad de una gran andamiaje proteinico; esta idea se basa
en que las interfaces de union expuestas por las IUPs son mas extensas que las de proteinas
comunes. Estas regiones flexibles podrian unirse al mismo ligando en diferentes
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conformaciones, o bien, la misma region unirse a diferentes ligandos a través de la misma o
de una conformacion diferente. Estas caracteristicas resultan en una ventaja desde el punto
de vista de la funcion de proteinas reguladoras, particularmente, aquellas que son puntos
centrales dentro de una red de regulacion (J. Mouillon et al., 2006; J.-M. Mouillon,
Eriksson, & Harryson, 2008).

Analisis en varias proteinas IUPs han mostrado que es comln que estas proteinas sean
reguladas por modificaciones post-transcripcionales, particularmente la fosforilacion, como
es el caso de las proteinas CREB (cyclic-AMP response element-binding por sus siglas en
inglés), fosfatasa 1, p53, MAP2, tau, p27kipl, estamina, DARPP-32 y las proteinas LEA no
son la excepcion (Tompa, 2010).

Las proteinas LEA en la respuesta al déficit hidrico

Una de las respuestas al déficit hidrico ampliamente caracterizadas es la acumulacién de
proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant por sus siglas en inglés), las cuales se
descubrieron debido a su elevada acumulacion en la fase tardia de la maduracion de la
semilla, es decir, cuando ésta entra en la etapa de desecacion, en donde llega a perder hasta
el 98% de su contenido de agua. Estas proteinas cobraron un mayor interés cuando se
descubrié que también se acumulaban en respuesta a condiciones de déficit hidrico celular
en el desarrollo de otras estructuras como el polen y 6rganos vegetativos; lo que llevo a
proponer que su funcién estaba relacionada con la proteccion de las células bajo
condiciones ambientales que involucraran el déficit hidrico (Battaglia et al., 2008).

Las proteinas LEA pueden clasificarse dentro de otro grupo mas extenso de proteinas a las
que se denomina hidrofilinas. Las hidrofilinas se definen por su composicion de
aminodacidos, donde destaca un porcentaje de glicinas mayor al 6%, y un indice de
hidrofilicidad mayor a 1 (Battaglia et al., 2008). Es de llamar la atencion el hecho de que
este grupo de proteinas esta presente en todos los dominios biolégicos y que en todos los
casos en donde se han encontrado, estan asociadas con la respuesta a condiciones de
limitacion de agua (Battaglia et al., 2008); por lo que se ha propuesto que estas proteinas
constituyen uno de los mecanismos necesarios para contender con los efectos de la baja
disponibilidad de agua (Olvera-Carrillo et al., 2010).
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Aunque no todas las hidrofilinas son proteinas LEA y viceversa, comparten muchas
caracteristicas; en particular las proteinas LEA se caracterizan por tener las siguientes
propiedades fisico-quimicas: su estructura primaria incluye en su mayor parte aminoacidos
pequefios, con carga o polares sin carga, indicando que son proteinas dominantemente
hidrofilicas. En su mayoria carecen de Cys y Trp. A nivel de su estructura tridimensional,
los elementos estructurales que presentan los miembros de las distintas familias indican que
poseen un alto porcentaje de una estructura tipo ‘random coil’, en solucion; es decir,
proteinas que tienen un ensamblaje estructural que intercambia conformaciones alternativas
rapidamente. Ademas, debido a su potencial flexibilidad estructural han sido consideradas
IUPs o proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs del Inglés: Intrinsically Disordered
Proteins). Estas propiedades fisicoquimicas les confieren a las proteinas LEA la capacidad
de un alto recambio con sus posibles ligandos o interactores, y a la vez se pueden generar
interacciones altamente especificas con diversos blancos (promiscuidad) que pueden ser
reversibles. Por estas razones, se ha propuesto que estas proteinas, como otras IUPs, tienen
la capacidad de tener mas de una funcién (Kovacs et al., 2008).

En un principio algunas de las caracteristicas de las proteinas LEA llevaron a Dure et al.
(1989; 1993) a proponer que su funcidn recae en proteger las membranas o proteinas contra
dafio producido por la desecacion, posiblemente por unirse estrechamente al agua o
proveyendo interacciones hidrofilicas en condiciones de baja disponibilidad de agua libre, y
previniendo la cristalizacion de componentes celulares debido a su capacidad de actuar
como estabilizador de solventes, con un efecto similar al que se ha propuesto para algunos
carbohidratos.

Aungue el rol funcional que cumplen estas proteinas sigue siendo especulativo, la evidencia
apoya su participacion en la respuesta adaptativa y/o aclimatacién al estrés. Para esclarecer
su funcion se han efectuado andlisis de expresion ectdpica de algunas proteinas LEA en
plantas y levaduras, dando como resultado la tolerancia a condiciones de déficit hidrico y al
congelamiento (Battaglia et al., 2008; Shih et al., 2008). Ademas, se ha reportado que la
ausencia de ciertas proteinas LEA en Physcomitrella y Arabidopsis sp provoca un fenotipo
osmosensible (Olvera-Carrillo et al., 2010; Saavedra et al., 2006). Estos y otros ejemplos
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sugieren que distintas proteinas LEA pueden tener contribuciones unicas en la proteccién
celular contra el estrés (Shih et al., 2008).

Otro acercamiento para dilucidar la funcion de las proteinas LEA lo han provisto los
analisis in vitro, en donde los ensayos de proteccion de enzimas sensibles a condiciones de
estrés, como la desecacion o el congelamiento, son estrategias habituales (Battaglia et al.,
2008; Shih et al, 2008). Los ensayos de limitacion de agua o
congelamiento/descongelamiento demuestran que distintas proteinas LEA pueden proteger
la actividad de enzimas sensibles al congelamiento o al déficit hidrico como lo son la
malato deshidrogenasa (MDH) o la lactato deshidrogenasa (LDH); lo que ha sugerido una
funcidn protectora para estas proteinas in vivo (Jose L. Reyes et al., 2005; José L Reyes et
al., 2008; Shih et al., 2008).

Las proteinas LEA estan sujetas a ser activadas o desactivadas por modificaciones post-
traduccionales, tal es el caso de la proteina LEA RABL17, cuya fosforilacion afecta sus
propiedades de unidn a péptidos con sefiales de localizacion nuclear, y de ERD14, cuya
propiedad de unién a iones es dependiente de fosforilacion. En Craterostigma
plantagineum, una proteina similar a proteinas LEA presenta sitios potenciales de
fosforilacién en regiones que se predice se pueden conformar como ‘coiled-coil’, lo que
permitio generar la hipétesis de que estas modificaciones alteran la especificidad y/o
estabilidad de la interaccion de estas proteinas con algun blanco (Rohrig et al., 2006).

Las proteinas LEA se encuentran de manera ubicua en el taxa de las plantas, y proteinas
con caracteristicas similares a las proteinas LEA también se han encontrado en organismos
como bacterias, cianobacterias, protozoarios y nematodos, rotiferos, crustaceos e insectos.
En estos organismos su presencia esta asociada con la tolerancia celular a la deshidratacion,
donde los genes de las proteinas parecidas a LEA se expresan en condiciones de déficit
hidrico o anhidrobiosis, en esporas, embriones, ninfas o tejidos somaticos (Shih et al.,
2008).

Clasificacion de las proteinas LEA
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Aungue los diferentes grupos de las proteinas LEA no guardan relaciones significativas a
nivel de secuencia, los miembros de sus diferentes familias son agrupados por sus
caracteristicas  fisicoquimicas y perfil de acumulacion en diferentes 6rganos,
particularmente en condiciones de déficit hidrico celular. Las proteinas LEA se agrupan por
sus caracteristicas fisicoquimicas comunes y se agrupan en distintas familias con base a su
similitud de secuencia y a la conservacion de sus motivos distintivos, lo que ha permitido
definir entre 5 y 9 grupos (Tabla 1). Aunque se han reportado otras formas de clasificacion
que han considerado herramientas bioinformaticas como el perfil de probabilidad de
proteinas u oligopéptidos (POPP del Inglés: Protein or Oligonucleotide Probability Profile),
en donde se toma en cuenta la distribucion de ciertos grupos de amino acidos, generalmente
en ventanas pequefias de 3 a 5 residuos. Con base a estas pequefias secuencias repetidas se
realiza un perfil de similitud (Hunault & Jaspard, 2010; Shih et al., 2008). Sin embargo,
esta clasificacion no coincide con la obtenida por similitud de secuencia, que sugiere
grupos filogenéticamente emparentados, por lo que no se toma en cuenta para este trabajo.

Tabla 1. Principales Clasificaciones de las Proteinas LEA.

PFAM Dure | Bray Tunnacliffe | Battaglia | Bies- Hundertmarke | Hunaulty | Shih
(nombre) et al. y Wise et al. Estheve | Hincha Jaspard et al.
et al.
PF00257 D11 Grupo | Grupo 2 Grupo 2 | Grupo 2 | dehidrinas PF00257 | Grupo
(dehidrinas) 2 2
PF04927 D34 Grupo | Grupo 6 Grupo Grupo5 | SMP PF04927 | Grupo
(SMP) 6 5A 5
PF03760 Grupo4 | Grupo 4 Grupo Grupo4 | LEA 1 PF03760 | Grupo
(LEA_1) 4A 2
D113 Grupo
4B

PF03168 D95 Grupo Grupo7 | LEA_ 2 PF03168 | Grupo
(LEA 2) 5C 5
PF03242 D73 Lea5 Grupo Grupo6 | LEA_3 PF03242 | Grupo
(LEA 3) 5B 3
PF02987 D7 Grupo | Grupo 3 Grupo Grupo6 | LEA 4 PF02987 | Grupo
(LEA 4) 3 3A 4

21




D29 Grupo Grupo
5 3B

PF00477 D19 Grupo | Grupol Grupol | Grupol | LEA S PF00477 | Grupo
(LEA5) | D132 |1 1
PF10714 Grupo6 | Grupo8 | PVLEA18 PF10714 | Grupo
(LEA 6) 4
PF10714 Grupo7 | ---
(ABA-
WDS)

Este trabajo se apega a la clasificacién de Battaglia et al. (2008) que se fundamenta en la
conservacion de ciertos motivos que diferencian a cada familia y en donde se distinguen
siete familias, cuyas caracteristicas relevantes se describen en seguida.

Los grupos de las proteinas LEA

Los miembros del grupo 1 son proteinas de bajo peso molecular y ricas en glicinas (16-21%
de la composicion total) por lo que adoptan estructuras secundarias flexibles, y poseen al
menos un motivo conservado de 20 residuos que se repite en tandem a lo largo de la
proteina de 1 a 4 veces. La proteina EM de trigo representa a este grupo, del que se han
encontrado homdlogos en diversas especies vegetales (Ried & Walker-Simmons, 1993).

El grupo 2 (también conocido como dehidrinas) es uno de los méas grandes en cuanto al
namero de proteinas reportadas, y se acumulan en altos niveles en respuesta a diferentes
tipos de estrés como sequia, alta salinidad, bajas temperaturas, déficit de fosfato o a la
aplicacion exdgena de ABA. Son de tamafio variable (14-150 KDa) y poseen al menos tres
motivos, representados diferencialmente entre las proteinas de la familia, y que estan
altamente conservados. En el extremo carboxilo el dominio que es caracteristico de todas
las dehidrinas, denominado segmento K, esta compuesto de una o varias repeticiones de 15
residuos en tandem, rico en lisinas, cuya secuencia consenso es EKKGIMDKIKEKLPG
(Dure 111, 1993). Algunas dehidrinas también poseen un motivo en la region amino terminal
denominado segmento Y, cuya secuencia consenso es (V/T)DEYGNP, asi como un motivo
rico en serinas, denominado segmento S, de 6 a 9 residuos fosforilables contiguos, como se
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ha demostrado en el caso de RAB17 de maiz (Goday, Jensen, Culidiiez-macia, Alba, &
Figueras, 1994). Se han encontrado dehidrinas en el citoplasma, la vacuola y el nucleo
(Heyen et al., 2014).

Las proteinas de la familia 3 se subclasifican en dos subgrupos (D-7/D29), aunque
comparten un dominio de 11 residuos, repetido de 5 a 13 veces en tandem a lo largo de la
proteina, lo cual hace que tengan tamafios muy variables. La posicion de algunos de los
residuos a lo largo del undecamero esta conservada, lo cual permite que formen a-hélices
anfipaticas con la posibilidad de interacciones intra e inter-moleculares (Battaglia et al.,
2008).

Las proteinas de la familia 4 son de tamafio variable, de 88 a 175 aminoéacidos, son ricas en
glicinas, treoninas y, a diferencia de otras familias, en alaninas. Segun las predicciones
basadas en su secuencia de aminoécidos poseen dos dominios, uno en la regién amino
terminal (60-80 aminoacidos) muy conservado entre los miembros de la familia y que
forma una o-hélice anfipatica y, otro, con menor conservacion, que se predice que puede
adoptar una estructura aleatoria y varia mucho en tamafo (Dure Ill, 1993; Ingram &
Bartels, 1996).

La familia 5 la integran las proteinas LEA ‘atipicas’, ya que no presentan el grado de
hidrofilicidad ni la composicién general de aminoacidos que caracteriza a las demas
proteinas LEA, también conocidas como ‘tipicas’ (Galau, Wang, & Hughes, 1993).

La familia 6 fue descrita recientemente y se caracteriza por estar compuesta por proteinas
altamente hidrofilicas que se localizan en el citoplasma y en el nicleo (J. M. Colmenero-
Flores, Moreno, Smith, & Covarrubias, 1999; Colmenero-flores, Campos, Garciarrubio, &
Covarrubias, 1997). En el caso de la PVLEAG, la primera proteina descrita para este grupo
en Phaseolus vulgaris, se ha propuesto que responde al estatus hidrico de la planta durante
el desarrollo, ya que no solo se expresa en plantas expuestas a estrés hidrico sino también
en las regiones de crecimiento de plantas bien irrigadas, en donde el potencial hidrico es
mas negativo (menos agua disponible) que en las regiones maduras o que ya no crecen (J.
M. Colmenero-Flores et al., 1999).
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Las proteinas ASR forman el grupo 7, son proteinas hidrofilicas que se localizan en el
nacleo y en el citoplasma, y fueron descritas inicialmente en plantas de tomate y
posteriormente, se encontraron genes ortdlogos en otras especies como papa, maiz, arroz,
pino y uva. A la fecha no se han descrito representantes de esta familia en Arabidopsis
thaliana (Battaglia et al., 2008)

La familia 6 de proteinas LEA

Este grupo de proteinas LEA se caracteriza por tener un tamafio pequefio, de entre 7 y 14
KDa, ser altamente hidrofilicas, carecer de residuos de Cys y Trp y por la presencia de
cuatro motivos altamente conservados, donde resalta la secuencia LEDYK en el motivo 1y
una prolina y una treonina en las posiciones 6 y 7, respectivamente, en el motivo 2, las
cuales estan 100% conservadas (Battaglia et al., 2008). Basados en sus caracteristicas
fisico-quimicas, ensayos in silico y la caracterizacion estructural de PVvLEAG, se sugiere
que las proteinas en este grupo poseen una estructura flexible (Battaglia et al., 2008;
Rivera-Najera et al., 2014).

La proteina PVLEAG6 de P. vulgaris fue la primera proteina reportada para la familia 6 de
proteinas LEA (Colmenero-flores et al., 1997). El transcrito y la proteina se acumulan en
semilla seca, en tejidos vegetativos sometidos a estrés hidrico y por la aplicaciéon de ABA
(J. M. Colmenero-Flores et al., 1999). De manera notable se sabe que esta proteina también
se acumula en drganos vegetativos bajo condiciones favorables de irrigacion; esta
acumulacion se presenta particularmente en regiones donde la planta tiene valores
negativos de potenciales hidrico y osmotico, como en la region de elongacion del
hipocétilo, en haces vasculares, en meristemos y en hidatodos, lo cual no habia sido
descrito para otras LEAs. En las células, la proteina PVLEAG se encuentra localizada en el
nacleo y en el citoplasma; los tejidos en donde mostré mayor acumulacion fueron la
epidermis, los cilindros vasculares y las semillas. Su conservacion y caracteristicas fueron
razén para clasificarla como miembro de una nueva familia denominada LEA 6 (J. M.
Colmenero-Flores et al., 1999).

En la planta modelo A. thaliana, se identificaron tres genes con las caracteristicas de las
proteinas de la familia 6 (Tabla 2) que presentan un porcentaje de identidad en promedio
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del 50 %. Estos genes se encuentran en el cromosoma Il; dos de ellos se hallan adyacentes
y uno hacia el extremo distal del cromosoma, en el brazo superior. La disposicion en la que
se encuentran se debe posiblemente a su historia evolutiva, como consecuencia de
duplicaciones sucesivas, dando como resultado una familia génica (Padilla, tesis de

Licenciatura).

Tabla 2. Caracteristicas de proteinas LEAG en A. thaliana

PROTEINA Cddigo AGI LONGITUD ORF PM PI GRAVI | Mayor
aa. pb kDa Expresion
AtLEAG-1 At2923110 93 279 9.7 6.9 -1.059 Semillas
AtLEAG-2 At2923120 84 252 8.5 6.6 -1.001 Toda la
planta
AtLEAG-3 At2933690 72 216 7.6 7.0 -1.311 Botones
florales

de la familia LEAG en A.

AtLEAG-1 Semilla  Cirl
1 2
28S-IRNA
AtLEAG-2  semilla  cul
1 2

La
expr
esio
n de
los
mie
mbr
0S

thaliana es diferencial. Los patrones de expresion de AtLEAG-1
muestran que se expresa en semilla, en tejidos vegetativos bajo condiciones de sequia, y
tratamientos con ABA aumentan su expresion. En cambio, AtLEA6-2 no parece expresarse
en semilla, aunque si se expresa en tejido vegetativo en condiciones de irrigacion éptima y
de sequia, asi como por tratamiento con ABA (Fig. 3; Padilla 2013). Finalmente, la
expresion del transcrito AtLEA6-3 parece estar restringida a botones florales, y se presume
que esto se debe a que su acumulacién se presenta en polen y anteras.
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28S-rRNA

rd29A

Ctrl Sequia ABA

28S-rRNA

Fig. 3 Niveles de acumulacion del transcrito de los genes AtLEAG en tratamientos de sequia y ABA. En
la figura se muestran experimentos tipo Northern donde se observa la acumulacién del transcrito de las LEAs
indicadas. Para estos ensayos se usé de RNA de plantulas de A. thaliana sometidas a sequia durante 3.5, 7, 19
y 24 horas, (carriles 3, 4, 5y 6) y tratadas con ABA durante 3.5, 7, 19 y 24 horas, (carriles 7, 8, 9 y 10). Como
sondas se utilizaron los ORFs de AtLEA6-1 y AtLEA6-2, como control positivo de los tratamientos el gen
rd29A y como control de carga se uso el patron de tincidon del RNA 28S con bromuro de etidio (tomada de
Padilla 2013)

Parte de esta informacidn se puede corroborar con las bases de datos de microarreglos
como Genecat, Genvestigator (Fig. 4) y Arabidopsis eFP Browser, los cuales coinciden en
que la mayor acumulacion del transcrito de AtLEA6-1 se presenta en semillas, en tanto que
el de AtLEA6-2 se acumula en diversos tejidos, con niveles ligeramente mayores en
semillas y que particularmente, la acumulacion del transcrito de AtLEA6-3 se restringe a
polen. También en estas bases de datos se resalta que los transcritos para AtLEAG-1 y
AtLEAG6-2 se acumulan abundantemente en respuesta a condiciones de frio, salinidad y
estrés osmotico (Winter et al. 2007 en http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb.cgi).
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Fig. 4 Perfil de acumulacion de los transcritos para la familia LEA 6 de Arabidopsis thaliana. En la
grafica observamos los perfiles acumulacion relativa de tres diferentes genes LEA (AtLEAG6-1, AtLEAG-2 y
AtLEAG6-3) en el eje Y, mientras que en el eje X, se expresa el nimero de ensayos de microarreglos
reportados para esa condicion. En la gréafica se observa que la acumulacion de los diferentes transcritos es
diferencial entre los 6rganos de la planta, lo que sugiere que funcionalmente cumplen diversos roles en las
distintas etapas del desarrollo, rganos y condiciones por las que a traviesa la planta. En condiciones normales
el transcrito para AtLEA6-1 se expresa en semillas en germinacion y en silicuas maduras que contienen
semillas. El transcrito de AtLEAG6-2 se acumula en todas los drganos, sin embargo, tiene un aumento
considerable en su acumulacion en semillas; en tanto que el transcrito para AtLEA6-3 presenta un ligero
aumento en flores (modificado de http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi).

Por lo que se refiere al analisis de las regiones promotoras de los genes miembros de la
familia AtLEAG, éste muestra que para el gen AtLEA6-1 y AtLEAG6-2 presentan, en sus
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promotores, elementos cis involucrados en la respuesta a estrés; como son, los implicados
en transducir la sefializacién mediada por ABA, asi como algunos de los identificados en
las vias independientes del ABA. Para el gen AtLEA6-1 destaca un elemento de union a
factores transcripcionales tipo MYB involucrado en la regulacion por ABA, dos motivos
ABRE y un elemento CE (del Inglés: Coupling Elements) que forman una unidad minima
de respuesta a ABA. En el caso del promotor del gen AtLEAG6-2 destacan elementos
asociados con la respuesta mediada por ABA como lo son, un elemento tipo MYB y dos
motivos ABRE. También destaca un elemento implicado en la respuesta independiente de
ABA, como lo es el elemento DRE. Por lo que respecta al analisis para el gen AtLEA6-3, no
se detectd ningin elemento cis que se haya asociado a la respuesta a estrés, sin embargo si
fue posible identificar un elemento relacionado con la expresién en polen, (Battaglia, 2008;
Padilla, 2013); lo cual correlaciona con los resultados de los ensayos in silico de expresion,
pues se observa expresion en flores (Fig. 4).
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Fig. 5 Elementos que actlan en cis de regiones 5" y 3" de los genes de la familia 6 de proteinas LEA en
A. thaliana y P. vulgaris. En cada gen se muestran los elementos en cis que se encuentran en el promotor y
terminador. Estos son muy diferentes entre los genes lo cual seguramente esta relacionado con su patrén de
expresion diferencial en A. thaliana (Battaglia, 2008).

Ademas, analisis en la region reguladora 3’"UTR del gen PvLEA-6 con el gen reportero
GUS, muestran que los patrones de expresion de GUS en las plantas transgénicas de A.
thaliana sometidas a déficit hidrico, a tratamiento con ABA o en condiciones de irrigacién
optima, son similares a los observados en plantulas de frijol en condiciones normales; sin
embargo, cuando la region 3’ del gen PvLEA-6 es sustituida por la regiéon 3' no traducida
(UTR) del gen para la nopalina sintasa (3' NOS), disminuye la acumulacion de GUS en
respuesta a ABA, y se observa también una pequefia disminucion en eventos en el
desarrollo y en la deshidratacion . Por otro lado, también la region promotora de 2058 pb,
usada en las plantas transgénicas de A. thaliana, permite la expresion del gen durante
desarrollo, en respuesta a deshidratacion y en respuesta a ABA (Moreno, 2009; Moreno-
fonseca & Covarrubias, 2001). Recientemente se demostrd que la region 3' no traducida (3'
UTR) del gen PVLEA-6 es fundamental en la regulacion traduccional de la proteina debido
a que, si esta regién se trunca o se sustituye por el 3' NOS, la eficiencia traduccional
disminuye (Battaglia et al., 2008). A pesar de que se conocen los miembros de esta familia
en frijol, arroz y Arabidopsis sp., entre otros, no se sabe el rol funcional que tengan durante
condiciones de falta de agua, ni la posible actividad que tengan debido a su acumulacion en
condiciones de irrigacién éptima (J. M. Colmenero-Flores et al., 1999).

Andlisis de la relacidn estructura-funcion de la familia 6 de proteinas LEA

Para determinar la funcion general de la familia de proteinas LEA 6 se desarrolld una
estrategia integral que incluia dos enfoques diferentes: el andlisis de la estructura de la
proteina y el andlisis funcional de la familia. Ademas, el andlisis funcional incluia dos
acercamientos, por un lado el analisis in vitro que contemplaba ensayos de proteccion
enzimatica y por otro lado, un andlisis in vivo en el cual se pretendid hacer la
caracterizacién fenotipica de lineas sobre-expresoras y mutantes con el objeto de dilucidar
su participacién en la respuesta a estrés (Arroyo-Mosso, 2012; Padilla, 2013; Rangel Ruiz,
n.d.; José L Reyes et al., 2008; Rivera-Najera et al., 2014).
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Con ensayos de dicroismo circular para los analisis estructurales, se ha demostrado que la
proteina PVLEA-6 posee una estructura flexible en medio acuoso, representada por la
formacion de hélices poli-L- prolina de tipo Il. Sin embargo, cuando se modifican las
condiciones con trifluoroetanol (TFE; utilizado para desplazar las moléculas de agua
alrededor de las proteinas), se observa que esta proteina tiende a adquirir otra estructura
determinada por la presencia de o-hélices. También se ha visto que PVLEA-6 tiende a
estructurarse diferencialmente en respuesta a altas temperaturas: mediante dicroismo
circular se ha observado que aumentando la temperatura de la proteina, ésta parece estar
formando hojas beta extendidas, posiblemente modificando el equilibrio entre la estructura
poli-L- prolina tipo 11 y hojas beta extendidas (Rivera-Najera et al., 2014)

Por otro lado, el analisis estructural mediado por dicroismo circular también se lleva a cabo
considerando diferentes condiciones (pH, temperatura, agentes desnaturalizantes y alto
amontonamiento molecular), pero esto no produjo ningln cambio considerable en la
estructura. Con estos experimentos se prueba que la proteina es intrinsecamente
desordenada y, que podrian adoptar cambios conformacionales dependiendo de las
condiciones ambientales a las que se ve expuesto el organismo (Rivera-Najera et al., 2014).

Para tener un acercamiento a los mecanismos moleculares involucrados en la funcién de
proteccion celular en condiciones de déficit hidrico de las proteinas LEA de la familia 6, se
hicieron ensayos in vitro de deshidratacién parcial, lo que mostré que la proteina PvVLEA6
no es capaz de prevenir la inactivacion de las enzimas reporteras malato deshidrogenasa
(MDH) vy lactato deshidrogenasa (LDH) en las condiciones de simulacion de estrés
analizadas, sugiriendo que esta proteina no actta necesariamente protegiendo a proteinas de
los efectos del déficit hidrico, lo cual no excluye que la LEA6 tenga una sola proteina
blanco o una familia de proteinas diferentes a las probadas en estos andlisis (Jose L. Reyes
et al.,, 2005; José L Reyes et al., 2008). Otros ensayos utilizando diferentes enzimas
sensibles y diferentes condiciones de simulacion pueden arrojar nuevos datos acerca de los
mecanismos moleculares de proteccion de esta familia de proteinas. Otro ensayo, con el
que sugiere que la proteina PVLEAG6 tiene funcion de chaperona de RNA, es la
complementacion con esta LEA de la cepa cuadruple mutante de CSPs (del Inglés: Cold
Shock Protein) de E. coli, que muestra un fenotipo sensible a condiciones de estrés por frio
(Rivera Najera, 2015). Estos ensayos se describen adelante en este trabajo.
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Adicionalmente, se llevo a cabo un estudio experimental para establecer su participacion in
vivo bajo condiciones de déficit hidrico, para lo cual se inicié con el analisis de las
caracteristicas fenotipicas de lineas que sobre-expresan a la proteina PVLEA6 en A.
thaliana. Los resultados obtenidos mostraron que las plantas sobre-expresoras de PVLEAG
presentan una mayor produccion de semillas versus las lineas silvestres, bajo condiciones
de sequia; ademas, esta linea sobre-expresora tiene una mayor tasa de germinacion bajo
condiciones de estrés salino (Rangel Ruiz, n.d.)

Otro enfoque en la caracterizacion de esta familia de proteinas ha sido el analisis funcional
en A. thaliana, a traves de anélisis fenotipicos de mutantes en los miembros de la familia 6.
Los resultados obtenidos a partir de ensayos de germinacion sugieren que estas proteinas
participan en la contencién al déficit hidrico en condiciones de estrés e incluso en
condiciones de déficit hidrico celular impuestas por la planta, como es el caso de las
semillas. Ademas, ensayos hechos en plantulas de la linea mutante, crecidas en condiciones
de alta osmolaridad, muestran sensibilidad a estas condiciones, lo que sugiere una
participacion importante de estas proteinas durante el estrés, en diferentes etapas de la vida
de la planta (Arroyo-Mosso, 2012)
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Hipotesis
Algunos de los aminoacidos que destacan por en su grado de conservacion en la estructura

primaria de las proteinas LEA de la familia 6 son mediadores en la adquisicion de una
conformacion funcional de la proteina.

Objetivos
General

Determinar el papel de algunos aminoacidos altamente conservados en el funcionamiento
de las proteinas LEA de la familia 6.

Particulares

i. Determinar si las proteinas LEA de la familia 6 tienen modificaciones post-
traduccionales (particularmente la fosforilacién) conservadas.

ii. Determinar el efecto de mutaciones en los motivos altamente conservados
sobre la funcionalidad de estas proteinas en ensayos de complementacion.
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Materiales y métodos

Extraccion de proteinas totales.

Para la extraccién de proteinas totales se utiliz6 un método que permite enriquecer
proteinas desordenadas, entre las que se encontrarian también proteinas hidrofilicas, y que
intenta conservar el estado nativo de las proteinas. Para la obtencion de esta fraccion de
proteinas se usaron embriones extraidos de semillas de P. vulgaris, variedad negro Jamapa.
Al colectar los embriones inmediatamente se congelaron en nitrogeno liquido. El tejido se
macer0 en presencia de hielo seco en un molino de café (Krups, Modelo 203) y se
resuspendié en un volumen de 10 mL de buffer salino con inhibidores de proteasa y
fosfatasas (20mM TES-KOH pH 8.8, NaCl 0.5M; Complete [Roche], 1X; 10 mM Na,VOs;
10 mM NaF) por cada gramo de tejido. La suspension se agité vigorosamente durante 5
min y la muestra se puso a bafio Maria durante 10 min. Posteriormente, la muestra se
centrifugd dos veces a 14000 rpm durante 10 min. Después de cada centrifugacion, el
sobrenadante se cambié a un tubo nuevo. La muestra ya enriquecida se precipitd con el
protocolo de TCA/acetona, uno de los métodos de precipitacibn mas comunes, ya que
eliminan algunos contaminantes como sales, detergentes, acidos nucleicos y lipidos que
pueden interferir con los analisis de electroforesis en doble dimension (2D). Para la
precipitacion de la proteina se realizd lo siguiente. La muestra se mezcl6 con acetona
helada al 100% y TCA (100% p/v), en una relacion 9:1, respectivamente. La muestra se
guardd a -20°C durante 1 hr, para subsecuentemente centrifugar durante 15 min (14000
rpm a 4°C), se removid el sobrenadante y se lavd con acetona al 100%, helada. Este
procedimiento de lavado se repitié cuatro veces. Finalmente, se elimino toda la acetona y la
pastilla se dejo secar por exposicion al aire (Méchin, Damerval, & Zivy, 2007). Para los
siguientes ensayos, las muestras se resuspendieron dependiendo del caso: en el buffer de
fosfatos de sodio pH 8, para los tratamientos de defosforilacion; en buffer de hidratacion de
urea (9.5 M de urea, 2% de Triton X-100, 5% de B-mercaptoetanol, 2% de anfolitos [pH
3/10 y 5/8; BIO-RAD]) para los ensayos de electroforesis en 2D; o en buffer Laemmli 2X,
para los ensayos de electroforesis SDS-PAGE. Para resuspender completamente las
muestras, se incubaron durante una hora a temperatura ambiente, con continuas agitaciones
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en vortex. Finalmente, se centrifugd 10 min (14000 rpm; temperatura ambiente) y el
sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo. La muestra se cuantificd y se guardd a -80°C
hasta su uso.

Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas de los extractos usados en este trabajo, se hizo uso del
paquete de reactivos para la cuantificacion de proteinas (Protein Assay Reagent Kit) “Micro
BCA™ cuyo protocolo utiliza &cido bicinconinico compatible con detergentes para la
cuantificacion colorimétrica de proteinas en el extracto. Las cuantificaciones se llevaron a
cabo de acuerdo a los datos de manufacturacion. Todas las muestras en este trabajo, se
cuantificaron después de resuspender en el buffer final.

Ensayos de desfosforilacion de extractos totales.

Para la desfosforilacion de extractos totales, se utilizaron muestras de extractos proteinicos
a una concentracion de 0.6mg/ml, en presencia de los inhibidores de proteasas (Complete
1X; Roche). Para la reaccion se agreg6 el buffer de reaccion 10X (NaCl, 100mM; Tris-HCI
50mM, pH 8; MgClz, 10 mM; DTT, 1 mM) a una concentracion final de 1X y 1U de la
enzima fosfatasa por cada 10 pg de proteina. La muestra se incub6 dos horas a 37°C.
Finalmente, a las muestras se precipitaron con el protocolo de TCA/acetona antes descrito.

Fosforilacion in vitro de la proteina PVLEAG.

Los ensayos de fosforilacion in vitro se realizaron con la proteina PVLEAG, purificada a
partir de células de E. coli (obsequiada por Lucero Rivera). Ocho ug de la proteina
PVLEAG se incubaron con 10 U de cinasa de caseina Il en el buffer 1X de la cinasa (New
England Biolabs; P6010S) con 1 puL de ATP 10 uM y 1 uL de [y-32P] ATP (con una
actividad especifica de 3000 uCi/umol). La reaccion se realizd en tres viales diferentes para
tomar dos tiempos de incorporacion de marca radioactiva; como control, una muestra no se
incubd y se mantuvo en frio; las otras muestras se incubaron a 30°C por 30 min y 120 min,
respectivamente. Una vez incorporada la marca, las muestras se separaron por
electroforesis en gel de acrilamida al 15% (30% T, 2.67 C) para posteriormente ser

34



transferidas a una membrana de nitrocelulosa con el fin de realizar anélisis tipo Western
(ver detalles en la seccion correspondiente). La incorporacion de 2P fue visualizada
utilizando el Phosphorlmager (Storm 840, Molecular Dynamics).

Electroforesis en dos dimensiones (2D).

La electroforesis 2D se llevo a cabo en la cdmara Mini-PROTEAN 2-D (BIO-RAD, # de
catalogo 165-2960) y los experimentos se hicieron de acuerdo a las instrucciones de uso
incluidas en el equipo. Para la separacion en la primera dimension (1D) o Isoelectroenfoque
(IEF), los geles se prepararon con la siguiente solucion: 8 M de Urea, 4% de acrilamida
(30% T 5.4% C), 2% de Triton X-100, 2% de anfolitos totales, 0.01% de persulfato de
amonio y 0.1% de TEMED. Esta solucién se disolvi6 calentando a menos de 37°C con
agitacion suave. Ya preparada la solucion de geles IEF, se desgasificd durante 15 min. Se
prepard el molde de los geles, que se sellé por un extremo con capas de Parafilm, se colocé
en posicion vertical para colocar los tubos capilares. Una vez listo el molde, se agregaron
los catalizadores a la solucion y se vertié en los tubos capilares con una jeringa; este
procedimiento se hizo con el cuidado necesario para mantener la reproducibilidad de un gel
a otro y no generar burbujas. La acrilamida normalmente polimeriza antes de 1 h. Los geles
en donde quedaron burbujas atrapadas se descartaron. Después de la polimerizacidn, los
tubos se limpiaron del exceso de acrilamida y se les colocaron los conectores flexibles para
insertarlos en los adaptadores. Los adaptadores se colocaron firmemente en los agujeros
cénicos de la camara. En caso de no usar todos los dispositivos, se colocaron bloqueadores;
en una sola corrida se pueden poner hasta 16 geles IEF. Cada reservorio de muestra se llend
con buffer superior (ver abajo) con una pipeta de punta fina; esta operacion se realiza con
mucho cuidado para no generar burbujas. El tanque superior se llené con 70 mL de buffer
superior (10 mM de H3sPO4 desgasificado), mientras que al tanque inferior se le agregd 800
mL del buffer inferior (110 mM de NaOH, desgasificado). Si queda alguna burbuja se
puede retirar con una pipeta Pasteur. Para el EIF, los geles se pre-corrieron a 200 V por 10
minutos, 300 V por 15 minutos y 400 V por 15 min, para posteriormente se sustituyeron los
buffers y cargaron las muestras para su separacion.

Las muestras se prepararon en buffer de urea (9.5 M de urea, 2% de Triton X-100, 5% de -
mercaptoetanol y 2% de anfolitos [pH 3/10 y 5/8; BIO-RAD]). Dependiendo del caso, las
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muestras se prepararon en el momento o se almacenaron a -70° C. Antes de cargar las
muestras, se incubaron a temperatura ambiente de 10 a 15 min. Después de la pre-
electroforesis y del cambié de los buffers, primero se carg6 el buffer de sobre-cubrimiento
(4 M de urea, 1% de anfolitos [pH 3/10 y 5/8; BIO-RAD] y 500 uL de bromofenol azul a
una concentracion de 0.05% [p/v] para un volumen final de 10 mL) con pipetas con punta
fina. Es importante que éste buffer tenga una densidad menor a la de la muestra y que no
genere burbujas mientras se coloque. Las muestras se cargaron en la superficie superior del
gel, asi la muestra no tuvo contacto con el Buffer superior. La electroforesis se realizo a
500 V por 10 minutos y 750 V por 4 horas. Al terminar la corrida se verificé la ausencia de
burbujas, en el caso de que algun gel presentase burbujas se descartd, pues la presencia de
burbujas puede afectar la corrida. Los geles capilares se eyectaron de los capilares de vidrio
con el sistema de expulsion del producto. Los geles se usaron inmediatamente o se guardan
a-70° C.

En la segunda dimension, los geles de IEF se incubaron con el Buffer de equilibrio (Tris-
HCI, 0.0625 M pH 6.8; SDS 2.3%; p-mercaptoetanol 5%; glicerol 10% y 2.5 mL de
bromofenol azul 0.05% [p/v], en una soluciéon final de 100 mL) durante 30 min.
Posteriormente, se prepararon geles de 1 mm acrilamida/bis 15% (30% T, 2.67 C) de
manera tradicional y de acuerdo al equipo de BIORAD. Los geles de IEF se cargaron de
derecha a izquierda con una orientacion que va de basico a acido, respectivamente. El
marcador de peso molecular se coloco en una orilla con una tira de papel Whatman 3MM.

La separacion por SDS-PAGE se realizé durante 2 horas a 90 V. Posteriormente, se siguio
el ensayo tipo Western como se describe a continuacion.

Para mayor informacién consultar los manuales de instrucciones disponibles en
www.sfu.ca/bisc/bisc-429/BioRad.pdf y www.bio-rad.com/webroot/web/.../10007296.PDF

Ensayos tipo western

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 humedas
durante 1 hora a 200 mA con buffer de transferencia (glicina 0.19 M; Tris-HCI 25 mM;
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metanol 20% [Towbin et al. 1979]). La transferencia se verificd por tincion reversible de
las membranas con el reactivo rojo de Ponceau S (rojo de Ponceau 0.2% en acido acético al
1%).

Posteriormente, las membranas se bloquearon en TBST-leche (TBST: Tris, 20mM, pH 8.0;
NaCl, 150mM; Tween, 0.1%; leche descremada en polvo 5%) por 2 horas a temperatura
ambiente, con agitacion oscilatoria. Ya bloqueadas las membranas, se incubaron 1 hora con
el anticuerpo primario anti-PvLEA6 diluido 1:5000. Posteriormente, las membranas se
lavaron tres veces con TBS-leche 5% por 10 min para eliminar el exceso del primer
anticuerpo. En seguida se incubaron por una hora con el anticuerpo secundario anti IgG de
conejo, acoplado a peroxidasa (Boehringer Mannheim) en una dilucién 1:30000, con
agitacion oscilatoria a temperatura ambiente. Al término de la incubacion con el anticuerpo
secundario, las membranas se lavaron tres veces con TBST 1X, por 10 min cada uno. El
revelado se llevé acabo incubando las membranas con el sustrato: Luminol y peroxidasa
(SuperSignal® West Pico Chemiluminiscent substrate; 34079; Thermo Scientific) en una
relacion de 1:1 durante tres minutos. Posteriormente, a las membranas se les retir6 el
exceso del reactivo y se colocaron entre dos acetatos para exponerlas a una pelicula
radiografica (Medical X-ray general purpose Blue, Kodak) dentro de un cassette que
impide el paso de la luz. Se reveld segun fue necesario, dependiendo de la reaccion de
quimioluminiscencia.

Ensayos in silico y otras herramientas computacionales.

En este trabajo se usaron tres diferentes herramientas computacionales para la prediccién de
sitios de fosforilacién: SAPHIRE (Trost & Kusalik, 2013), DISPHOS (lakoucheva,
Radivojac, Brown, O’Connor, Sikes, Obradovic & a K. Dunker 2004) y PlantPhos (Lee,
Bretafia, & Lu, 2011). El programa SAPHIRE es uno de los primeros programas que fue
desarrollado para la prediccion de fosforilacion en plantas diferentes a Arabidopsis
thaliana. Para elaborar este programa se usaron lo datos existentes de soya (Glycine max).
Por otro lado, la herramienta computacional DISPHOS fue disefiada para identificar sitios
de fosforilacion en proteinas intrinsecamente desordenadas. En este programa se hace uso
de algunas caracteristicas comunes en los sitios de fosforilacion de proteinas desordenadas
como composicion de aminoacidos, complejidad de secuencias, hidrofobicidad, carga y
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otros atributos de las secuencias que se encuentran junto a estos sitios. Finalmente, también
se usoO el programa PlantPhos que predice sitios de fosforilacion en plantas. A, diferencia
del programa SAPHIRE, éste se desarrollé usando los datos de A. thaliana. Los ensayos in
silico utilizando los tres programas se desarrollaron de acuerdo al manual de usuario, y los
resultados se compilaron para construir la Figura 5 en el programa Word 2013.

Otros analisis in silico consistieron en apilamientos (alineamientos en representacion
gréafica) de secuencias utilizando la herramienta llamada MEME (del Inglés: Multiple Em
for Motif Elicitation). Este programa se usa para el descubrimiento y anélisis de motivos en
secuencias de DNA o proteinas. Ademas, su interface muestra los datos en una gréafica de
ocurrencia que te permite ver la abundancia de cada nucledtido/aminoéacido. Este programa
se uso de acuerdo al manual de usuario.

Para alineamientos convencionales de secuencias de ADN vy proteinas, se usaron los
programas EnzimeX y Clustal Q de acuerdo a las especificaciones.

Ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los ensayos de PCR se hicieron en una mezcla de buffer para PCR 10X (Tris, 200 mM, pH
8.4; KCI, 500 mM; Concentracion final 1X), buffer de MgCl,, 20 mM (Concentracidn final
2 mM), dNTPs 10 uM (Concentracién final 0.1 uM), oligonucleétidos sentido (F) y
antisentido (R) a una concentracion 25 uM (Concentracion final 0.25 uM), Taq polimerasa
(1% por reaccion) y 0.1-1 pg de templado. Los termocicladores usados fueron el
Mastercycler personal Eppendorf ® vy, para el analisis en gradiente el equipo PTC-200
PelterThermalCycler, AlphaUnit ®. Los fragmentos obtenidos se identificaron por
electroforesis en gel de agarosa (agarosa 1% (m/v), buffer TAE 1x y bromuro de etidio 2.5
M) utilizando como buffer de corrida TAE 1X (Tris-acetato, 0.04M; EDTA, 0.001 M, pH
8.0) y una corriente de 100 V por 30 min; los geles fueron fotografiados con una cdmara
GE® ImageQuant 300 y procesados para la cuantificacion de bandas con el programa del
fabricante ImageQuant, en una computadora Dell con Windows XP profesional.

La purificacion de DNA a partir de gel de agarosa se llevé acabo utilizando el paquete
comercial de Fermentas (#K0691) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Generacion de mutaciones en el gen AtLEA6-1

Las mutantes del gen AtLEA6-1 utilizadas en los ensayos funcionales de E. coli BX04, se
obtuvieron por mutagénesis sitio dirigida de acuerdo al protocolo reportado (Heckman &
Pease, 2007). Un esquema de su funcionamiento se puede consultar en la Figura 9. Para
realizar las mutantes se utilizaron dos pares de oligonucleétidos, uno de los cuales
amplifica desde el extremo 5’ del gen hasta el sitio de modificacion y el otro par amplifico
la region desde el extremo 3’ del gen hasta el sitio de modificacion en el otro sentido. Los
oligonucledtidos se sobrelaparon sobre el sitio a mutar, se disefiaron con la modificacion de
interés. Para el disefio de los oligonucle6tidos usados en estos ensayos se considerd agregar
al menos quince nucledtidos hacia cada extremo, a partir de sitio a modificar. Cada gen
mutante diferente se construy6 con dos ciclos secuenciales de PCR, generando en un primer
ciclo dos fragmentos que se complementan en sus extremos 3’. En la primera ronda de PCR
tiene dos diferencias importantes a lo mencionado en el protocolo de PCR anterior. De esa
manera se produjeron dos fragmentos que tienen en uno de sus extremos la region a
modificar. Estos fragmentos se purificaron y se usaron como templado para una nueva
amplificacién de PCR, en donde se utiliz6 a los oligonucledtidos externos. De esta manera
se construyeron las versiones mutantes del gen AtLEA6-1, con las modificaciones de
interés. Estos genes se clonaron en el vector pPENTR™/D-TOPO para posteriores sub-
clonaciones. Los oligonucleétidos usados para la mutagénesis se muestran en el Anexo (1).

Ensayos de choque térmico frio en E. coli BX04

Los marcos abiertos de lectura de los genes AtLEA6-1 y AtLEAG-2, se obtuvieron de DNA
genémico, ya que carecen de intrones y fueron clonados en el vector pTrc99A (Anexo 3)
digerido con Ncol-Pstl; en tanto que la del gen AtLEA6-3 se insertd en el mismo vector
digerido con EcoRI-Pstl de pTrc99A. Las diferentes construcciones se verificaron por PCR
y por secuenciacion (Anexo 2). Posteriormente, se transformaron en la cepa de E. coli
BXO04, la cual carece de cuatro proteinas de respuesta a frio (CSPs), lo que le confiere un
fenotipo de alta sensibilidad al frio (Xia, Ke, & Inouye, 2001). Las células de BX04 que
contienen pTrc99A-AtLEAG-1, pTrc99A-AtLEAG-2, pTrc99A-AtLEAG-3, pTrc99A-PVLEAG
(Rivera Najera, 2015) o, pTrc99A vacio (control negativo), se crecieron igual que a una
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cepa de E. coli silvestre (control positivo), en medio Luria-Bertani liquido (3 ml) con
espectinomicina (resistencia de la cepa E. coli BX04) y ampicilina (resistencia del vector
pTrc99A) durante toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se re-inocularon en 3ml de medio
LB liquido utilizando el cultivo anterior con 40 pL para las mutantes y 25 pL para la
silvestre, y se crecieron sin antibiéticos hasta un densidad 6ptica (OD) de 0.4, que se
alcanzo en aproximadamente 2 horas. Al terminar el periodo de incubacion, se realizo la
lectura de la OD a 600 nm, y se hicieron diluciones para realizar goteos de diluciones de
dos, tres y cuatro érdenes de magnitud. Para partir del mismo namero de células, los
cultivos se ajustaron al momento de hacer la primera dilucion. Las diferentes diluciones se
usaron para gotear 5 L de muestra en cajas cuadradas. Cada caja contiene 50 mL de medio
LB sin antibiticos y contiene hasta 36 gotas independientes. Puesto que se hicieron tres
diluciones de cada muestra, en cada caja se gotearon 12 muestras. El experimento consiste
en imponer un tratamiento de estrés por frio en donde se incuban las cajas a 15°C durante
cinco dias y después pasan por un proceso de recuperacion a 25°C durante 32 horas; al final
del periodo de recuperacion se tomaron imagenes de los resultados.

Al igual que la version silvestre, las mutantes del gen AtLEA6-1 se clonaron en el vector
pTrc99A digerido con Ncol-Pstl, y las construcciones se verificaron por PCR vy
secuenciacion (Anexo 2). Posteriormente, se transformaron en la mutante BX04. Los
experimentos de choque térmico por frio se realizaron de acuerdo a la descripcion anterior.
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Resultados

Parte |
Identificacion de modificaciones post-traduccionales en 2D.

Experimentos de electroforesis en ensayos de 2D hechos previamente en el laboratorio,
mostraron la presencia de mas de una sefial correspondiente a la masa molecular para la
proteina PVLEAG6 pero con diferente punto isoeléctrico, lo que sugiere que la proteina
PVLEA6 podria presentar modificaciones post-traduccionales (J. Colmenero-Flores,
Moreno, & Covarrubias, n.d.).

Para determinar la presencia de modificaciones post-traduccionales en la proteina PvVLEA6
proveniente de tejidos de embriones de Phaseolus vulgaris, se llevaron a cabo
experimentos de electroforesis en 2D (Ver detalles en Materiales y métodos). Este tipo de
ensayos permiten detectar cambios en el punto isoeléctrico de la(s) proteina(s) de intereés.
Estos cambios los pueden causar modificaciones de algunos de sus residuos de
aminoécidos. Para ello se extrajeron proteinas de embriones obtenidos de semillas secas de
frijol, puesto que existe evidencia de que en estos tejidos la acumulacion de PVLEAG es
mayor (J. Colmenero-Flores et al., n.d.). El extracto proteico se sometié a una separacion
por electroforesis en 2D; posteriormente las proteinas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa con el fin de detectar las diferentes isoformas de la proteina PvLEA6 con
anticuerpos especificos contra esta proteina (ver detalles en Materiales y métodos).

En la figura 5 se muestra un resultado representativo de estos ensayos, el cual fue
reproducible en 5 ocasiones. La imagen muestra dos puntos que presentan la misma
migracion que el monémero de la proteina PVLEAG, con una masa molecular aproximada
de 14 kDa. El pl aproximado para cada una de ellas es de 6.6 y 7.1. El pl calculado de la
proteina a partir de su secuencia de amino&cidos en de 6.4, lo cual no concuerda con lo
observado, aunque ello sugiere la presencia de diferentes modificaciones post-
traduccionales que alteran su punto isoeléctrico.
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En la figura 5 cabe hacer notar que se detectd reaccién con el anticuerpo en una regién
donde migraron proteinas con masas moleculares entre 35 y 40 kDa, las cuales presentan
un pl aun mas 4cido. Esta observacion es consistente con lo reportado por Rivera-Najera
(2015) relativo a la propiedad de esta proteina para formar oligomeros (Rivera-Najera et al.,
2014). En este caso particular, la masa molecular del punto, corresponde a lo que podria ser
un trimero fosforilado de la PvLEAG (Fig. 5). Sin embargo, en este tipo de experimentos no
es posible definir si esta sefial u otras que se detectan con una masa molecular ain mayor
(aprox. 70 kDa) correspondan a homo-oligdmeros o hetero-oligdmeros de esta proteina.
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Fig 5. Ensayo tipo western de extractos totales de embrion de Phaseolus vulgaris. En esta figura se
muestra el ensayo tipo Western utilizando el anticuerpo policlonal anti-PvLEAG6 sobre extractos totales de
tejido de embrién de frijol separados por electroforesis en 2D. Las flechas indican las sefiales que
corresponden a una masa molecular aproximada de 14 kDa, correspondiente al de la proteina PvLEAG.
Ademas, se pueden observar otras formas con mayor peso molecular que pueden corresponder a homo-
oligébmeros o hetero-oligémeros de esta proteina. El rango de pl de los anfolitos utilizados para la 1D de la
electroforesis fue de 5-8, como se indica en la parte superior de la figura. La orientacion de la migracion del
electroisoenfoque tiene una direccion de izquierda a derecha, es decir, de basico a acido. La electroforesis
desnaturalizante de la 2D se realizé en un gel de acrilamida (15 %) mas SDS. Los anticuerpos se utilizaron en
las siguientes diluciones: anticuerpo primario (Anti.PvLEA6) 1:2,000; anticuerpo secundario (Anti-
Peroxidasa) 1:30,000.
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Fig. 6. Ensayo de comprobacién de fosforilacion. Ensayos tipo western utilizando el anticuerpo policlonal
anti-PvLEAG sobre extractos totales de tejido de embrién sin tratamiento (a) o con tratamiento de des-
fosforilacion (b; para detalles ir a Materiales y métodos), separados por electroforesis en 2D. Las flechas
indican en ambos paneles las sefiales que migraron con una masa molecular aproximada de 14 kDa, que
corresponde a la proteina PvLEAG. En la imagen se puede observar que mientras en el panel ‘a’ se observan
dos sefiales, en el panel ‘b’ se observa s6lo una. El rango de pl de los anfolitos utilizados para la 1D de la
electroforesis fue de 3-10, como se indica en la parte superior de la figura. La orientacion de la migracion del
electroisoenfoque tiene una direccion de izquierda a derecha, es decir de bésico a 4cido. La electroforesis
desnaturalizante de la 2D se realizé en un gel de acrilamida (15 %) mas SDS. Los anticuerpos se utilizaron en
las siguientes diluciones: anticuerpo primario (anti-PvLEAG) 1:2,000; anticuerpo secundario (anti-Peroxidasa)
1:30,000.

Con el fin de demostrar si alguna de las isoformas de la proteina PvLEAG6 que se habian
detectado por electroforesis en 2D eran el producto de modificaciones por fosforilacion, se
llevo a cabo un tratamiento con fosfatasa alcalina (FA) del extracto de proteinas; de tal
forma que la sefial correspondiente a aquellos polipéptidos fosforilados disminuiria después
del tratamiento de desfosforilacion. La figura 6 muestra una comparacion de los resultados
obtenidos de este tipo de experimentos entre extractos con y sin tratamiento de FA,
sometidos a una separacion por electroforesis en 2D y analizados en ensayos tipo western
utilizando el anticuerpo anti-PvLEAG6. La muestra del extracto de proteinas que no fue
tratado con FA dio un resultado muy similar al mostrado en la figura 5; es decir, se aprecian
dos puntos que migran con el peso molecular aparente de 14 kDa correspondiente al
mondmero de la proteina PvLEAG6 y que presentan pl en el rango previamente detectado
(Fig. 5 y 6a). Por otro lado, en el extracto tratado con FA se detecta mayoritariamente la
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isoforma con un pl mas basico (correspondiente al predicho a partir de la secuencia de
aminodacidos sin fosforilar), en tanto que la sefial de la isoforma mas acida, que
correspondia, ya no es detectable (Fig. 6b). Este resultado indica que la proteina PvLEAG
se fosforila in vivo y que en el embrion seco se acumulan ambas isoformas de esta proteina,
la fosforilada y la no fosforilada.

Prediccion de fosforilacidn en proteinas de la familia LEA 6

Con el objetivo de investigar posibles modificaciones post-traduccionales de las proteinas
LEA del grupo 6, en este trabajo se llevo a cabo anélisis in silico, utilizando programas
disponibles en la red. Para identificar los sitios potenciales de fosforilacion se utilizaron los
programas SAPHIRE (Trost & Kusalik, 2013), DISPHOS (lakoucheva et al., 2004b) y
PlantPhos (Lee et al., 2011).

Aunque la evidencia que motivo este analisis se obtuvo originalmente para la proteina
PVLEAG, en este ensayo se incluyeron los miembros de esta familia en Arabidopsis
thaliana y Glycine max, con la finalidad de buscar tendencias en los sitios predichos de
fosforilacion.

En la Figura 7, se muestran los resultados obtenidos de este estudio, del cual destaca la
concentracion de los potenciales sitios de fosforilacion en dos regiones de estas proteinas,
lo cual coincide entre los resultados de los diferentes programas (Fig. 7). En ambos casos,
el aminoacido fosforilable se encuentra altamente conservado en esta familia (Fig. 9);
ademas de que el posible evento de fosforilacidn en estos residuos, con todos los programas
usados, se predijo con un alto indice de probabilidad de acierto.

ATLEABL  MEDQK-~====- KPPTTEQEVKEVKNDDLESIKTPYLOYDNLEDYKMKGYGAQGHQE PKLGMGGGATDA P PEGGLGRGGGAASTDLSSTDAINRQGVP
ATLEAB2 MEAGKTPPT~~~TTTITEKKTEQVKDNDLP-TDEPYMATGTLEDYKLKAYGAEGHQEPTPGLGGGSTDAPI PSGDAPAAT TT -DAKAP -~ == w v e
AtLEA63  MSK-==-=-~~ SEE-K~-Q~====-====~ E-LPLETEPYTKYEDIEDYKKNAYGTSGHQDVKPGHGGGTI TDAPT PEGDAAPE -~~~ AL DSANQKAKK~--~~
PvLEAG MEK=~~~~~EKKTESEQGKYNL ==~~~ EGLPIEDSPYVKYKDLEDYKQQGYGTQGHQE PKTGRGAGATEAPTLSGAAFSS~~~~KSQATGTGATNHK -~~~
GMLEA6L  MEKQQQQAPSKETKAQSDESVKESSTEGLPMEDSPYVKYKDLEDYKRQGYGTQGHQEPKTGRGAGATEAPTL SGAAVSS - -~ -DAQVAATDAINSKGYP
GmLEAB2  MEKQQQ--PSKEIKPQ-NESGKESSTEGLPMEDSPYVKYKDLEDYKRQGYGAQGHQE PKPGRGAGATEAPTLSGAAVSS - -~ ~DAQATATDVINSKGVL
MaTive 1 ey e 1 e

Fig. 7. Compilacion del analisis in silico y P°BD. Compilacion de los resultados obtenidos de los predictores
de fosforilacion, PlantPhos, SAPHIRE y DISPHOS y un dato de la base de datos de fosforilacion en plantas,
P3BD. Para realizarlo de cada programa se tomaron las cuatro mejores predicciones de fosforilacion para cada
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proteina, en cada predictor, y se marcaron en el alineamiento de secuencia realizado manualmente.
Adicionalmente se indican con asteriscos dos regiones que presentan una alta incidencia de aparicion en los
mejores candidatos de cada predictor. Finalmente se muestran las posiciones de los motivos en el
alineamiento con diferentes colores; el motivo mas conservado es el nimero 1.

Al menos, la prediccion de fosforilacion del residuo de Ser 73 de la proteina GmLEAB-1 se
pudo confirmar a partir de la base de datos de fosforilacién de proteinas de plantas (Yao,
Bollinger, Gao, Xu, & Thelen, 2012) en la que de acuerdo a datos de espectrometria de
masas de alta resolucién, presenta un evento de fosforilacion (Fig. 7, letra en rojo). Por
tanto, estos resultados corroboran que este tipo de modificacion post-traduccional ocurre y
se encuentra conservado en soya.

Por estas evidencias y por el efecto que estas modificaciones pudieran tener sobre la
funcion de estas proteinas, como ocurre en otras proteinas desordenadas (Gao, langjiong, &
Xu, 2012), se decidio explorar experimentalmente la fosforilacion de la proteina LEA6 de
frijol, (PVLEAG®).

Ensayos de fosforilacion in vitro en la proteina PvLEAG

Para determinar si la proteina PvLEAG6 es blanco de fosforilacion, fue el desarrollo de
experimentos in vitro usando la cinasa de caseina 2 (conocida como CK2). En estos
ensayos la proteina recombinante de P. vulgaris se incub6 con la CK2 y ATP, en
condiciones Optimas, durante 60 y 120 min (ver Materiales y métodos para los detalles del
procedimiento). Como control de fosforilacion se incluyé la misma CK2 sin la proteina de
interés, ya que esta enzima es capaz de auto-fosforilarse.
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Fig. 8. Ensayos de fosforilacion in vitro. Fosforilacién de la proteina recombinante PvLEA6 con CK2 en
presencia de [y-*?P]-ATP. La marca radioactiva se visualizd en un Phosphorlmager (STORM). Para la
electroforesis SDS-PAGE se usaron 500 ng de PvLEA6 marcada durante 0, 60 y 120 min. Los carriles
aparecen de izquierda a derecha en el siguiente orden: los productos de las reacciones de fosforilacion durante
0 min (T0), 30 min (T1), 120 min (T2). Como control positivo de fosforilacién se incluy6 una reaccion con la
enzima CK2 (+). La flecha roja indica la posicion de las bandas correspondientes a la proteina PvLEAG, que
corresponde con el tamafio de~14 KDa.

En la figura 8 se observa que la proteina PVLEAG se fosforilé (Flecha roja; Fig 6) ya que se
puede detectar una banda radioactiva con la masa molecular aparente correspondiente a esta
proteina (14 kDa; Fig. 6). Cabe hacer notar que en los carriles T1 y T2 ademas de la banda
correspondiente a la proteina PvLEAG6 (Flecha roja; Fig 6), se detecta una banda de mayor
masa molecular que corresponderia a la CK2. Estos resultados demuestran que la proteina
PVLEAG puede ser sustrato de fosforilacion en las condiciones mostradas, lo que sugiere
que ésta podria ser fosforilada in vivo.

Parte Il

Otro de los objetivos de esta tesis fue el generar mutaciones en una de las proteinas LEA
del grupo 6 con la intencion de investigar cuales regiones en esta proteina son relevantes
para su funcion. Para este objetivo se decidié utilizar uno de los genes de A. thaliana
debido a la facilidad que representa este sistema modelo para realizar experimentos que
permitan un analisis funcional en planta.
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Puesto que durante mi trabajo de tesis de Licenciatura se demostrd que una mutante nula de
A. thaliana en el gen para la proteina LEAG, resulta en un fenotipo de sensibilidad a
limitacion de agua, se considerd que un analisis funcional futuro habria que realizarlo sobre
la proteina AtLEA6-1, ya que, esto nos permitiria llevar a cabo experimentos de
complementacion sobre la mutante atlea6-1. Basados en estos objetivos y los mencionados
mas adelante, se realizaron los experimentos mostrados a continuacion.

Ensayos de mutagénesis dirigida en el gen AtLEA6-1

Para determinar el papel de algunos aminodcidos en la familia 6 de proteinas LEA, se
realiz6 un andlisis comparativo entre las secuencias de los miembros de esta familia para
identificar aquellos aminoacidos o motivos que presentaran una alta conservacion.

Para determinar la conservacién de los aminoacidos en la familia de proteinas LEA 6 se
realiz6 un analisis tipo MEME (Bailey et al., 2009). Este programa es una herramienta de
andlisis de motivos en una secuencia de proteinas, con la que es posible presentar los datos
en graficos en donde el tamafio de la letra correspondiente a un amino&cido indica la
conservacion del mismo basado en modelos estadisticos que determinan la frecuencia en la
ocurrencia de aminodacidos individuales, a partir de un grupo de secuencias determinado
(Bailey et al., 2009). Con este sistema se identificaron los motivos altamente conservados y
los aminoacidos mas representativos en cada motivo (Fig. 9). De este analisis destacan
algunas firmas y/o aminoécidos que inclusive no presentan ningun cambio entre las
proteinas utilizadas en este analisis, lo que denota que algunas de estas regiones pueden
tener relevancia funcional en la planta.

A partir de estos datos se eligié modificar, debido a su alta conservacién y potencial
relevancia funcional, los siguientes aminoacidos de la proteina AtLEAG6-1: la tirosina en las
posiciones 29, 31, 38 y 42 respectivamente; la histidina en la posicion 48 y la treonina en la
posicion 64. Asimismo, se decidi6 modificar las firmas SPY (27, 28, 29) y LEDYK, (35,
36, 37, 38, 39) el desarrollo de estas dos mutantes estuvo a cargo de la Biol. D Méndez. La
figura 10 muestra los aminoacidos a modificar en el gen AtLEA6-1, y los cambios que se
realizaron en las mutantes.
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Por otro lado, aunque algunos otros amino&cidos y firmas fueron considerados a lo largo
del proyecto, en este trabajo sélo se presentan los resultados de estas modificaciones.
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Fig. 9 Analisis de la conservacion de los aminoacidos en los diferentes motivos distintivos de la familia 6
de proteinas LEA. En este esquema se observan los cuatro motivos de la familia 6 de proteinas LEA, en
donde se muestra la conservacion de los aminoécidos de acuerdo al tamafio de las letras, en este sentido, entre
mas grande sean, mayor es la conservacion.

Una cuestion importante en la generacion de las mutantes fue la seleccion del aminoacido a
sustituir en los sitios de interés; en estos ensayos la mayoria de las mutaciones se disefiaron
para sustituir el aminoacido a modificarse con alanina (A). La alanina es el aminoacido mas
pequefio, después de la glicina, y es de caracter hidrofobico. Este aminoéacido es el que se
utiliza con mayor frecuencia para las sustituciones en la mutagénesis sitio dirigida, ya que
permite observar mejor el efecto de la ausencia del aminoé&cido de interés, frente al uso de
otros aminoacidos. Sin embargo, para el aminoécido treonina (T) en la posicion 64, ademas
de generar la sustitucién por alanina, también se realizé la sustitucién por un &cido
aspartico (D), este otro sitio tiene la finalidad de mimetizar una fosforilacién (Dissmeyer &
Schnittger, 2011); ya que de acuerdo a los analisis bioinformaticos (Fig 7), este sitio es un
fuerte candidato para ser blanco de fosforilacion. En la Figura 10 se muestran los
aminodacidos modificados y la modificacion de sus respectivos codones.
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Para realizar la modificacién de aminodcidos se uso la técnica de mutagénesis dirigida por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El esquema en la Figura 11 muestra los detalles
de esta estrategia. Este ensayo consistio en dos PCRs secuenciales en el que se usaron
cuatro oligonucle6tidos, dos de los cuales fueron externos al gen AtLEA6-1 y los otros dos
fueron complementarios a la seccion del gen que se deseaba modificar; ademas estos
oligonucledtidos internos se disefiaron de acuerdo a la modificacion que se deseaba
introducir en el gen AtLEA6-1.

s { | i i | H i
ATG GAG GAT CAG AAA AAG CCA CCA ACG ACC GAG CAA GAA GTG AAA GAA GTT AAA AAC GAC GAC CTC GAG
TAC CTC CTA GTC TTT TTC GGT GGT TGC TG CTC GTT CTT CAC TTT CTT CAA TTT TTG CTG CTG GAG CTC
5 T P Y Yoo : A
TCT ATC AAG ACC CCA TAC TTG GAC TAT GAT AAC TTG GAA GAT TAC AAG ATG AAA GGT TAC GGA GCA CAA
GA TAG TTC TGG GGT ATG AAC CTG ATA CTA TTG AAC CTT CTA ATG TTC TAC TTT CCA ATG CCT CGT GTT
Ho 0 | 16 AT A . *
GGC CAC CAA GAG CCT AAMA CTC GGT ATG GGA GGT GGA GCC ACC GAT GCT CCC ACT CCT TCA GGC GGT CTT
CCG GTG GIT CTC GGA TTT GAG CCA TAC CCT CCA CCT CGG TGG CTA CGA GGG TGA GGA AGT CCG CCA GAA

GGA CGC GGT GGA GGC GCT GCA TCG ACG G:&'? CTT TCT TCT Aé{ GAT GCG ATT AAC CGT CAG GGC GTT CCG
CCT GCG CCA COT CCG COA CGT AGL TGO CTA GAA AGA AGA TGL CTA CGC TAA TTG GCA GTC CCG CAA GGC
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IATG GAG GAT CAG AAA AAG CCA CCA ACG ACC GAG CAA GAA GTG AAA GAA GTT AAA AAL GAC GAC CTC GAG
[TAC CTC CTA GTC TTT TTC GGT GGT TGC TGG CTC GTT CFT CAC TTT C7T CAA TTT TT6 {76 TG GAG CTC

TCT ATC AAG GCC GCA GCC TTG GAC GCT GAT AAC GCG GCA GCT GCC GCG ATG AAA GGT GCC GGA GCA CAA
AGA TAG TTC CGG CGT CGG AAC CTG CGA CTA TTG CGC CGT CGA (GG CGC TAC TTT CCA CGG CCT CGT GTT

GGA CGC GGT GGA GGC GCT GCA TCG ACG GAT CTT TCT TCT ACC GAT GCG ATT AAC CGT CAG GGC GTT CCG
CCT GG COA COT CC6 CGA CGT AGC TGO CTA GAA AGA AGA TGG CTA CGC TAA TTG GCA GIC CCG CAA GGC

Fig. 10 Disefio de las mutantes en para el gen AtLEAG-1. En la parte superior se muestra la secuencia del
gen AtLEAG-1 silvestre en donde se muestra en letras rojas los aminoacidos modificaron con sus respectivos
codones. Mientras que la secuencia de la parte inferior muestra al gen AtLEA6-1 con los aminoacidos
modificados y los codones que se usaron para generar esas modificaciones. En el caso de la modificacion de
la T64, los oligonucledtidos usados para generar las mutaciones se disefiaron usando bases degeneradas en el
que se implementé el siguiente codigo de una letra: M=CA y K=GT.

En la primera ronda de PCR se generaron dos segmentos del gen, a partir de
oligonucleétidos que flanquean el gen y de los oligonucledtidos internos que portan la
mutacion de interés. Estos fragmentos, que se sobreponen en el extremo de los
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oligonucleédtidos internos, fueron usados posteriormente como templados en una segunda
ronda de PCR, con la que se ensambla el gen completo con la mutacion de interés. Los
oligonucledtidos internos tuvieron la funcion de empalmar regiones complementarias en su
region 3" terminal, ademés de introducir las substituciones, inserciones o supresiones en el
segmento intermedio a través de esta mutagénesis sitio dirigida. Al empalmarse las hebras
de estos productos intermedios, que hibridaron en su regién 3", y que con un ensayo de
PCR subsecuente se gener0 el producto total amplificado, el cual contenia las mutaciones
deseadas. Esta estrategia permite disefiar el segmento para sub-clonarlo en el vector de
interés, al incluir en los oligonucle6tidos externos las secuencias deseadas para tal fin. (Fig.
11; Heckman & Pease, 2007).

Fig. 11 Esquema de la mutagénesis sitio dirigida por PCR. En el esquema se muestra la secuencia de
interés y la distribucién de los cuatro oligonucleétidos utilizados. Los oligonuclettidos internos (a y b) se
modificaron para introducir las mutaciones deseadas en el gen de interés (AtLEA6-1). En una primera ronda
de PCR se realizaron amplificaciones usando los juegos de oligonucledtidos a-a’ y b’-b, lo que produjo los
fragmentos AB y CD que a su vez son complementarias en la regién 3". Estas secuencias se llevaron a una
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nueva reaccion de PCR en donde se usaron los oligonucleétidos externos (a y b) para generar la secuencia
completa AB con las mutaciones incluidas (Heckman & Pease, 2007). Finalmente este fragmento se inserta en
el vector de interés, en este caso pTrc99A.

Para la generacién de las mutantes en el gen AtLEA6-1, se produjeron diferentes juegos de
oligonucledtidos. Algunos de estos oligonucledtidos presentan degeneraciones con la
finalidad de poder acoplar las diferentes mutantes en una sola construccién y/o generar mas
de una mutante con un solo juego de oligonucle6tidos (Anexo 1).

Los oligonucleotidos que se muestran en el Anexo 1 se utilizaron de acuerdo al esquema de
la Figura 10, lo cual resulté en los productos que se muestran en la Figura 12. En éstos
ensayos se usaron oligonucle6tidos correspondientes al gen AtLEA6-1 y cuatro pares de
oligonucledtidos mas, en este caso internos al segmento, para sustituir seis de los
aminodcidos altamente conservados: Y29-Y32, Y38-Y43, T64 y H58.

Los ensayos de PCR se realizaron de acuerdo a lo descrito en la metodologia. Los
productos de PCR obtenidos se separaron por electroforesis en gel (Fig. 12). Los productos
de PCR se purificaron y se usaron como templado para el siguiente ciclo de PCR en el que
se usaron los pares de fragmentos AB, CD, EF y GH, para reconstituir la region
codificadora del gen AtLEAG6-1 con las mutantes. Ademas, se aprovecho que los fragmentos
reconstituidos B y C comparten una pequefia region que puede empalmarse, lo que
permitiria obtener la mutante de la proteina AtLEAG6-1 sin las cuatro tirosinas.

Los oligonucleotidos usados en el segundo ciclo de PCR se disefiaron con sitios de
restriccion en los extremos con la finalidad de clonar el producto obtenido en el vector
pTrc99A, en este caso usando los sitios BamHI y Pstl. Los fragmentos se purificaron del
gel y se digirieron con las enzimas BamHI y Pstl al igual que el vector pTrc99A. El
fragmento del vector que se utilizd para clonar se separd por electroforesis en gel de
agarosa. Los fragmentos productos de las PCRs, se ligaron independientemente al
fragmento del vector, a 16° C durante toda la noche. La reaccion de ligacion se realizd en
una relacion molar de 5:1 de los fragmentos respecto al vector. En esta la parte del trabajo
no se tomaron imagenes de los geles que contenian a los fragmentos obtenidos, para evitar
en medida de lo posible el dafio producido por la luz UV al material genético que se uso.
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Fig. 12 Generacion de mutantes del gen AtLEA6-1 por mutagénesis sitio dirigida. En esta figura se
muestran ensayos de electroforesis en gel donde se muestran los fragmentos obtenidos de la primera fase
de PCR (A, B, C, D, E, F, G y H las letras que tienen el simbolo [] son repeticiones); los tamafios
observados corresponden con su disefio. Para la segunda fase de PCR que tiene la finalidad de reconstruir
el gen con la mutacién de interés, se usaron los oligonuclettidos externos del gen AtLEAG6-1, por lo que
se esper0 un producto aproximado de 280 pb. Las flechas rojas sefialan el peso molecular que
corresponde a 300 pb en el marcador. En la imagen, los productos obtenidos se muestran con los
siguientes codigos: AB, CD, BC, EF y GH; que corresponden a las mutantes Y29:32A Y38:43A, T64AD
y H58A respectivamente. Ademas, se amplificaron los productos AD y BC, con los cuales se intentd
generar la cuddruple mutante, Y29:32:38:43A. Finalmente, estos fragmentos se purificaron y usaron para
la clonacion en el vector pTrc99A.

Los productos de ligacion en pTrc99A se transformaron en la cepa de E. coli DH5a. De
la transformacion se obtuvieron clonas para cada uno de los fragmentos, conteniendo las
mutaciones de interés. Las clonas obtenidas se verificaron por PCR (Fig. 13).
Finalmente, para verificar que las mutantes obtenidas correspondieran a las mutantes
disefiadas, se verificd toda la secuencia del segmento insertado en el vector de destino.
Para ello se extrajo DNA de plésmido de estas cepas y se solicitd su secuencia
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nucleotidica correspondiente (Anexo 2). Los resultados obtenidos mostraron que todas
las lineas correspondieron a su disefio, excepto la mutante de la histidina, que no se
pudo obtener en las diferentes repeticiones en las que se intentd. Por lo que se procedio
con los experimentos planeados sin incluir a la mutante de la AtLEA6-1 en la histidina
48.
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Fig. 13 Comprobacién de la insercion en las clonas de posibles mutantes en el gen AtLEAG6-1 en
ensayos de PCR. En la imagen se muestra el resultado de analisis por PCR de las clonas que se
obtuvieron de los ensayos de ligacion en el vector pTrc99A. Este ensayo se realiz6 usando los
oligonucledtidos del vector pTrc99A que amplifican un fragmento aproximado de 480 pb (letrasay b) y
oligonucledtidos del gen AtLEA6-1 que amplifican un fragmento aproximado de 280 pb (letras c, d y e).
Las flechas rojas sefialan el peso molecular marcador a 300 o 500 pb segln sea el caso. Las letras
corresponden a las diferentes lineas de mutantes que se generaron: a, Y29:32A; b, Y38:43A; c,
Y29:32:38:43A; d, T64A-D; e, H58A. De cada linea se analizaron varias colonias, como se observa en la
imagen. Para la cuddruple mutante (Y29:32:38:43A) en tirosinas se probaron las dos versiones que se
generaron (Fig. 12). De estos resultados se elegieron las cepas que se usarian para los ensayos de
complementacion de la cepa de E coli BX04.
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Anélisis funcional de las proteinas LEA de la familia 6

Para determinar la funcién de la familia 6 de proteinas LEA se efectuaron ensayos de
complementacion de la cepa mutante de E coli BX04, la cual carece de cuatro
chaperonas moleculares que participan en la contencion del estrés por frio. Analisis
previos en esta cepa de E. coli produciendo la proteina PVLEA6, mostraron que la
presencia de esta proteina era capaz de complementar uno de los de los fenotipos que
esta cepa presenta en respuesta a tratamientos por bajas temperaturas (Rivera Najera,
2015). Para determinar si otras proteinas LEA de la familia tenian el mismo efecto, se
probaron las tres proteinas de la familia 6 de A. thaliana.

Para este ensayo, las regiones codificadoras de los genes AtLEA6-1, AtLEAG-2 y
AtLEAG6-3 se clonaron a partir de DNA gendmico ya que carecen de intrones (Fig. 14).
La insercion de los fragmentos de DNA correspondientes se llevd a cabo en el vector
pTrc99A, el cual contiene un promotor inducible por IPTG. Después de la
comprobacién de las construcciones, éstas se transformaron en la cepa BX04.

300 pb

Fig. 14 Clonacion de los genes de la familia LEA 6 de A. thaliana en pTRC99a. En la primera imagen
(izquierda) se muestra el resultado del ensayo de PCR para amplificar los genes AtILEA6-1 (61), AtLEA6-
2 (62) y AtLEA6-3 (63) a partir de DNA genomico; estos fragmentos tienen un tamafio de 279, 252 y 216
respectivamente, como control positivo (+) se usd un vector verificado con el gen AtLEA6-1. La
amplificacion del gen AtLEAG6-2 se realizé en un experimento independiente, con condiciones diferentes,
lo que explica las diferencias con el resto de las muestras Las flechas rojas sefialan el peso molecular
marcado a 300 pb. En la segunda imagen (derecha) se muestra el resultado de PCR de colonia de algunas
de las clonas obtenidas después de la clonacion de los insertos de la primera imagen, en el vector. De las
lineas que amplificaron, se seleccionaron 2 de cada linea y se enviaron a analizar por secuenciacion.

Después de validar la presencia de las construcciones de interés en la cepa BX04, se
llevé al ensayo de choque térmico por frio (ver Materiales y métodos). En este ensayo
se usaron cepas con el fondo genético de BX04 que expresaban las proteinas LEA6 de
A. thaliana y P. vulgaris. Como control se utilizaron, la cepa BX04 transformada con el
plasmido pTRC99a vacio (negativo) y una cepa silvestre de E. coli (positivo).
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Fig. 15 Complementacion fenotipica de la mutante BX04 con las proteinas LEA 6 de A. thalianay P.
vulgaris. En estos ensayos se usaron los genes AtLEA6-1, AtLEA6-2, AtLEA6-3 y PvLEA6 para
complementar la cepa de E. coli BX04. En la imagen se observan tres columnas que tienen diferentes
condiciones de induccién: sin IPTG, 25 uM de IPTG y 100 uM de IPTG. En ellas se aprecia que las
cepas que expresan a las proteinas LEA 6 son capaces de crecer ante los tratamientos de estrés por frio, en
contraste con la cepa mutante y las cepas que no expresan a las LEAs 6. Aunque se observa cierto
crecimiento en la cepa BX04 que expresa el vector vacio, los nivele de crecimiento son muy bajos
respecto a los de complementacion con los de las proteinas LEA.

En este ensayo se usaron diferentes diluciones de los cultivos de las diferentes lineas
celulares que se manejaron, para posteriormente usarlas en ensayos de goteo en cajas de
LB con diferentes concentraciones de IPTG. Las cajas se incubaron a 15°C durante 5
dias y se recuperaron a 25°C por 30 horas. Ante este tratamiento la cepa mutante BX04
es incapaz de crecer (Fig. 15); en cambio, las cepas con los plasmidos de donde se
espera se expresen las proteinas PVLEAG, AtLEA6-1, AtLEA6-2 y AtLEAG-3 muestran
crecimiento, en diferentes niveles, tras su induccidn con IPTG (Fig. 15). Para el caso de
la proteina AtLEA6-1, se observaron menores niveles de complementacion tras la
induccion con 25 puM de IPTG, y no se observd un incremento a mayores
concentraciones de IPTG (100 uM). En tanto que para las proteinas AtLEA6-2 y
PVLEAG, se detectaron bajos niveles de complementacion tras la induccion con 25 pM
de IPTG y una mayor complementacion (més crecimiento) al aumentar la concentracion
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de IPTG a 100 pM. Finalmente, para el caso de la proteina AtLEAG-3, resulté que los
niveles de complementacion son muy similares tras la induccién con las dos
concentraciones de IPTG utilizadas. Estos resultados indican que las proteinas LEA del
grupo 6 son capaces de disminuir la sensibilidad de la cepa BX04 al tratamiento de baja
temperatura impuesto, debido a la falta de las chaperonas cspA (Xia et al., 2001). Estos
resultados sugieren que las proteinas LEA de la familia 6 tienen la capacidad de
funcionar como chaperonas de RNA, un mecanismo molecular de accion que no se
habia sugerido para las proteinas LEA.

Por otro lado y, con el objetivo de determinar la relevancia funcional de algunas de las
secuencias méas conservadas en esta familia, en la funcion que complementa la
sensibilidad a frio de la cepa BX04, se determiné la capacidad de complementacion de
este fenotipo en la cepa BX04, con las mutantes obtenidas en el gen AtLEA6-1.

En la figura 16 se muestran los resultados de los ensayos de complementacion en BX04
de las dobles mutantes en tirosinas del gen AtLEAG6-1 (Y29:32A y Y38:43A). Estas
tirosinas destacan por ser algunos de los aminoacidos méas conservados dentro de la
proteina, entre las diferentes especies donde se encuentre representada esta familia. Los
ensayos de complementacion de la mutante BX04 mostraron que estas mutaciones no
afectan la capacidad de la proteina AtLEA6-1 para complementar el fenotipo de
sensibilidad a bajas temperaturas de la cepa BX04.
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Fig. 16 Complementacién fenotipica de la mutante BX04 con mutantes del gen Atlea6-1. En estos
ensayos se probaron las mutantes en las tirosinas (Y29:32A y Y38:43A) del gen AtLEA6-1 en la
complementacion de BX04. En la imagen se observa que sin IPTG ninguna de las construcciones es
capaz de complementar a la cepa BX04, pero a diferentes concentraciones de IPTG (25 y 100uM) si son
capaces de complementar parcialmente el fenotipo de la mutante BX04, aunque ninguna de las mutantes
del gen AtLEAG6-1 fue deficiente en la complementacion de la mutante BX04.

Por otro lado, también se realizaron este tipo de ensayos con las mutantes de la proteina
AtLEAB-1 en los motivos TPY y LEDYK los cuales muestran una alta conservacion en
esta familia (Fig. 9). Al igual que en el caso anterior, los resultados de estos ensayos
mostraron que tampoco estas mutaciones afectan la capacidad de complementacion de
esta proteina (Fig. 17). Inclusive, la mutante en la cual los aminoécidos de los dos
motivos fueron modificados, por lo cual esta proteina mutante contendria ocho
mutaciones puntuales, tampoco se detectaron defectos en esta capacidad funcional (Fig.
17).
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Fig. 17 Complementacion fenotipica de la mutante BX04 con mutantes del gen AtLEA6-1. En estos
ensayos se probaron las mutantes en las firmas LEDYK y TPY del gen AtLEA6-1 para la
complementaciéon de la mutante BX04. En la imagen se observa que sin IPTG, ninguna de las
construcciones es capaz de complementar a la cepa BX04, pero a diferentes concentraciones de IPTG (25
y 100uM) si son capaces de complementar parcialmente el fenotipo de la mutante BX04. En estos
ensayos ninguna de las mutantes del gen AtLEAG6-1 fue deficiente en la complementacion.

Finalmente, en los ensayos de BX04 también se probaron las mutantes dirigidas al
aminoacido T en la posicion 64 (Fig. 18), que corresponde a uno de los candidatos a ser
blanco modificaciones post-traduccionales de acuerdo a los datos de prediccion de
fosforilacion. Para este residuo se realizaron dos mutaciones de sustitucion de base, por
un lado la treonina se sustituyd por alanina, con el objetivo de determinar el efecto de la
falta de este aminoacido en la funcion de la proteina. Y por otro lado, se realizé el
cambio de la treonina por &cido aspartico. Este cambio se denomina mutacion mimética,
pues presenta caracteristicas similares a las que presentaria el aminoacido fosforilado.
Este cambio tiene por objetivo determinar como afecta la fosforilacion de la proteina en
la complementacion de la cepa mutante BX04. En estos ensayos, las mutantes parecen
tener cierto efecto en los niveles de complementacion, pero sin analisis cuantitativos
solo se puede sugerir que ensayos mas robustos u otra clase de analisis podrian

exacerbar estas pequefias diferencias.
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Fig. 18 Complementacion fenotipica de la mutante BX04 con mutantes del gen AtLEAG6-1. En estos
ensayos se probaron las mutantes en la treonina 64 del gen AtLEA6-1 para la complementacion de BX04.
En la imagen podemos observar que sin IPTG ninguna de las construcciones es capaz de complementar a
la cepa BX04, pero a diferentes concentraciones de IPTG (25 y 100uM) si son capaces de complementar
parcialmente el fenotipo de la mutante BX04.
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Discusion

En los ultimos tiempos el concepto de desorden al hablar de proteinas se ha ido
extendiendo a tal grado de que se le considere un fendmeno general. Ahora se sabe que
las proteinas desordenadas, o que tienen regiones desordenadas, estan involucradas en
todas las funciones importantes de los seres vivos. Este hecho abre la puerta a un nuevo
paradigma de la estructura-funcion de las proteinas (Tompa, 2010).

En plantas, las IUPs que se conocen, han sido poco estudiadas estructural y
funcionalmente. Tal es el caso de las proteinas LEA tipicas, que si bien algunas han sido
ampliamente caracterizadas (dehidrinas), la mayoria de ellas han sido trabajadas poco,
como es el caso de la familia 6 de proteinas LEA, una de las familias mas conservadas.
En este trabajo se investigan algunas caracteristicas de las proteinas LEA de la familia
6.

Parte |

Identificacion de modificaciones post-traduccionales en 2D

En el frijol comln (P. vulgaris) se analizé la posibilidad de que el miembro de la
familia 6 de proteinas LEA de esta planta tuviera modificaciones post-traduccionales. El
analisis con ensayos de 2D mostr6 un patron que sugeria que la proteina PVLEAG es
blanco de modificaciones post-traduccionales. En estos ensayos de 2D se observaron
dos puntos que coinciden con el peso molecular aparente de la proteina PVLEAB, pero
con pls diferentes. Con este resultado propusimos que una de las isoformas es la
proteina nativa, mientras que la otra isoforma corresponde a la proteina PVLEAG
modificada post-traduccionalmente. Este resultado sugiere inmediatamente una forma
de regulacion que ha sido poco explorada en el mundo de las proteinas LEA, y que sin
embargo puede tener importantes repercusiones en su relacion estructura-funcion, por lo
que es trascendental considerarlo para los ensayos funcionales y estructurales, ya que
este tipo de modificaciones pueden ser la clave para determinar los mecanismos
moleculares de accién de estas proteinas y a su vez, entender sus mecanismos de
regulacién. Ademas, es importante mencionar que en casi todos los trabajos realizados
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sobre la estructura-funcion de las proteinas LEA, casi no se ha considerado su
regulacién post-transcripcional, siendo que esto es algo comin en estas proteinas
(Tompa, 2010).

En estos mismos ensayos de 2D se observaron sefiales con altos pesos moleculares, que
coinciden con los datos de ensayos previos en el laboratorio (Rivera-Najera et al., 2014)
que demuestran que la proteina monomérica puede formar varias estructuras
oligoméricas, sin embargo, los datos actuales no descartan la formacién de hetero-
oligoméros, que estarian dados por la interaccion de la LEA6 con posibles blancos, o
entre proteinas LEAG fosforiladas o no.

Basados en los datos que hay acerca de otras IUPs, especulamos que estas proteinas
LEA pueden tener mas de un blanco. La promiscuidad de las proteinas intrinsecamente
desordenadas ya ha sido descrita en otras familias de proteinas (Tompa, 2010), en donde
ésta caracteristica permite la unién especifica y transitoria con una gran variedad de
blancos. La promiscuidad es una caracteristica ventajosa en diferentes procesos
biolégicos como regulacion de la transcripcion, sefializacion, organizacion nuclear,
interaccion de proteinas con RNA y estrés (Tompa, 2010).

Con los ensayos de 2D, descritos en este trabajo, no se puede determinar el tipo de MPT
que presenta la proteina de interés, por ello nos apoyamos en herramientas
bioinforméticas para determinar las posibles MPT en las proteinas LEA de la familia 6.
Con los resultados obtenidos en los anlisis in silico y los de fosforilacion in vitro, se
planted realizar los andlisis de desfosforilacion de la proteina, para comprobar que la
fosforilacion era la causa del patrdn observado en los resultados de 2D. Con los ensayos
de desfosforilacion (Fig. 6) se demostrd que la proteina PVLEAG es blanco de este tipo
de modificaciones y es probable que este tipo de regulacion se encuentre extendido en
toda la familia.

Aunque este trabajo estuvo enfocado principalmente a la fosforilacion como evento de
MPT, no se descartan otra clase de modificaciones post-traduccionales, aunque otras
MPT no han sido exploradas en las proteinas LEA. Para determinar esta y otras
interrogantes como en qué posicion se encuentra fosforilada la proteina o si tiene méas
de un evento de fosforilacion, se intenta purificar la proteina nativa de embriones para
realizar un analisis con espectrometria de masas que nos dé mas informacién acerca de
las modificaciones post-traduccionales en esta proteina.
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Prediccion de fosforilacion en proteinas de la familia LEA 6.

Muchas lineas de investigacion han mostrado que las proteinas intrinsecamente
desordenadas son blanco de modificaciones post-traduccionales (Gao et al., 2012).
Ademas, se sabe que muchas MPT tienen una ocurrencia preferencial en regiones
desordenadas, como lo son las modificaciones por fosfo-serina/-treonina/-tirosina,
hidroxilo, sulfotirosina, glutamina desaminada, 4-carboxiglutamato, entre otras (Gao et
al., 2012). Curiosamente las proteinas que generan estas modificaciones post-
traduccionales tienen alta afinidad por elementos que contienen las 1UPs, como su
exposicion estructural, zonas de reconocimiento y flexibilidad en la regidn que va a ser
modificada, lo que hace que estas proteinas sean blancos idoneos de las proteinas
modificadoras (Tompa, 2010). Ademés, analisis estructurales hechos con NMR
sugieren, que modificaciones de fosfo-serina/treonina/tirosina producen transiciones
orden-desorden, lo que podria ser una pista para entender los mecanismos moleculares
de accion de estas proteinas (Kurotani et al., 2014; Tompa, 2010).

Debido a la alta conservacion a nivel de secuencia de esta familia de proteinas LEA
(Fig. 10), investigamos si los sitios potenciales de fosforilacion también estaban
conservados, y para ello se realizaron anélisis in silico de los miembros de familia 6 de
proteinas LEA en A. thaliana, P. vulgaris y G. max. Para obtener un anélisis robusto,
éste se realizo con tres diferentes programas que cumplian con perfiles diferentes en la
busqueda de sitios de fosforilacion. Estos programas se disefiaron para identificar sitios
de fosforilacion en proteinas desordenadas (DISPHOS), proteinas de plantas en general
(PlantPhos) y proteinas parecidas a soja (SAPHIRE). El perfil de bisqueda de estos tres
programas se fundamenta en las bases de datos de proteinas fosforiladas, conocidas para
cada grupo, y analizan la probabilidad de ocurrencia de acuerdo a su contexto de
aminoacidos. Debido a que los tres enfoques son diferentes, los contextos de
aminoacidos para predecir un evento de fosforilacion pueden o no coincidir.

Entonces con estos tres diferentes programas que tienen diferentes enfoques para la
prediccién de MPT, se encontr6 que las fosforilaciones en estas proteinas tienen un alto
indice de ocurrencia, y que los amino&cidos encontrados tienen una alta probabilidad de
que in vivo sean blancos de fosforilacion. Este analisis también mostré dos regiones que
coincidian entre los diferentes programas en la busqueda de sitios de fosforilacion, pero
ademds cada sitio con un alto indice de ocurrencia, pues los datos mostraron a los 4
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mejores amino&cidos candidatos de cada programa para cada proteina (Fig. 5), lo que
sugiere que este fendbmeno no es un evento aislado y restringido a leguminosas, como lo
indican nuestros datos y lo encontrado en el fosfo-proteoma de soja (Yao et al., 2012),
en el cual la proteina GmLEAG-1 presenta un evento de fosforilacion en la Ser 73 (Fig.
5), que coincide con lo predicho. Finalmente, es importante considerar que estos analisis
se han realizado en condiciones muy particulares, pues en soja fueron realizados a partir
de tejidos vegetativos, con irrigacion optima (Yao et al., 2012), mientras que en frijol se
hicieron de embriones de semilla seca. Esto nos indica que hay muchas otras
condiciones en las que la regulacién de estas proteinas puede darse a través de
diferentes mecanismos.

Ensayos de fosforilacion in vitro

Con las evidencias anteriores se prosiguié con un analisis in vitro para determinar el
potencial de la proteina PVLEA6 recombinante de ser blanco de fosforilacion de la
cinasa de caseina Il (CKII). Este ensayo mostré que la proteina si es capaz ser
fosforilada en las condiciones probadas (Fig. 7). Con este resultado se sugiere que la
proteina CKII puede participar en la fosforilacion de la PvLEAG en condiciones in vivo.
Sin embargo, se sabe que esta cinasa puede modificar proteinas y sitios en estds que
naturalmente no sean sus blancos, por lo que andlisis posteriores serdn necesarios para
entender como funciona la regulacion de estas proteinas.

La CKII tiene un papel importante en todos los eucariontes incluidas las plantas, y se
sabe que participa en la respuesta a estrés por salinidad (Mulekar, Bu, Chen, & Hug,
2012). Por otro lado la proteina LEA 6-1 de Arabidopsis thaliana participa en la
contencion al estrés por salinidad (Arroyo-Mosso 2012). Por lo tanto existe la
posibilidad de que in vivo, las proteinas LEA de la familia 6, sean blancos de la CKI|I.

Ensayos de mutagénesis dirigida en el gen AtLEA6-1

La familia 6 de proteinas LEA es una de las més conservadas, y destacan algunos de sus
firmas o aminoacidos que practicamente no cambian entre los miembros de las distintas
especies. Este grado de conservacion sugiere inmediatamente relevancia funcional y/o
estructural. Por lo tanto se eligi6 a una de las proteinas LEA de la familia 6 de
Arabidopsis thaliana, con el objetivo de identificar a las regiones claves en la proteina y
generar mutantes de estas regiones en la proteina AtLEA6-1. La eleccion de los
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aminoacidos a modificar no fue sencilla, pues hay muchos aminoacidos altamente
conservados dentro de la familia, como se puede observar en la Figura 9. Finalmente, se
eligieron los siguientes aminoacidos: tirosinas (YY) en las posiciones 29, 32, 38, 43, la
histidina (H) en la posicion 48 y la treonina (T) en la posicion 64. Ademés y de manera
paralela a este trabajo, Méndez D. gener6 las mutantes para el gen AtLEA6-1 en las
firmas LEDYK (35-39) y TPY (27-29), que fueron usadas en este trabajo. La eleccion
de los amino&cidos se realizo principalmente por el nivel de conservacion que tenian los
candidatos, pero también consideramos la posible relevancia funcional que pudiera
tener, como el caso de las tirosinas que ademds de que pueden ser blanco de
modificaciones post-traduccionales, pueden participar en el colapso de la proteina para
formar una estructura definida. Aunque el aminoécido es polar debido al grupo
hidroxilo, su anillo aromatico es fuertemente hidrofébico; debido a esto en la proteina
un conjunto de tirosinas tiene el potencial de formar un nucleo hidrofébico que puede
llevar a una estructura tridimensional (Dyson, Wright, & Scheraga, 2006). Por otro lado,
la treonina de acuerdo a nuestros datos bioinformaticos, tiene altas posibilidades de ser
blanco de fosforilacion. La presencia del aminoécido histidina en una secuencia
primaria, esta asociado con la interaccion a otras proteinas y catalisis; aunado a los
analisis de conservacion de los aminoécidos individuales en toda la familia 6 de
proteinas LEA, donde esta Unica histidina tiene una alta conservacion, se eligié realizar
la mutante de la proteina AtLEAG-1 en este aminoécido. A pesar de que en este trabajo
se realizaron las construcciones de esta mutante, no se muestran analisis posteriores.

Finalmente también se decidi6 mutar firmas completas, debido al grado de
conservacion, como el caso de la firma LEDYK y la firma TPY en el gen AtLEA6-1.
Curiosamente en la firma TPY (Fig. 9), la treonina no se encuentra conservada, pues en
la mayoria de las otras LEAS la secuencia es SPY, sin embargo, la treonina mantiene el
caracter polar del residuo.

Por otro lado, también se discutié acerca de qué aminoécido(s) deberian de sustituir a
éstos. En estos primeros ensayos se eligié al amino4cido alanina (A) por ser pequefio y
relativamente neutro. Estas caracteristicas nos permitirian ver el efecto de la falta del
aminoacido de interés (Fig. 10) y no un efecto emergente, sin relacion con la falta del
mismo. Ademas, este tipo de modificacion se prefirid frente a otras opciones como la
delecion, para no modificar los arreglos espaciales en la proteina.

Sélo para un aminoacido se realiz6 una modificacién diferente, la treonina 64, que se
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sustituyd también por &cido aspéartico (D), en un tipo de ensayo que se denomina
mimético de fosforilacion, porque el cardcter &cido del &cido aspartico simula el
caracter que tiene un aminoécido fosforilado (Fig. 10). Con esta modificacion se
pretende hacer analisis de complementacion con el objetivo de determinar el efecto de
esta mutante en la actividad de la proteina.

Parte Il

Anédlisis funcional de las proteinas LEA de la familia 6

Una de las grandes interrogantes en el estudio de las proteinas LEA es la determinacion
de sus mecanismos moleculares de accion, es decir, como funcionan dentro de cada
célula. Para resolver esta pregunta se han abordado diferentes enfoques para probar
como funcionan estas proteinas. Uno de estos enfoque son los ensayos in vivo, y en este
trabajo usamos el ensayo de complementacion del fenotipo de sensibilidad al frio de la
mutante BX04 de Escherichia coli (Xia et al., 2001) un ensayo comunmente usado para
probar que una proteina tiene actividad de chaperona de RNA.

Con estos ensayos se prob6 que las diferentes proteinas LEA 6 usadas en este trabajo
complementan parcialmente el fenotipo de sensibilidad al frio de la mutante BX04 de E.
coli (Fig. 15). En estos ensayos se esperaba que en la complementacion se cumpliera lo
siguiente: mayores niveles de induccion con IPTG provocarian mayor expresion de la
proteina de interés y por lo tanto mayor seria el nivel de proteccion, lo que implicaria
una mejor complementacion del fenotipo. Sin embargo, los resultados obtenidos no
parecen correlacionar con estos supuestos, ya que las proteinas AtLEA6-1 y AtLEAG-3,
se comportan de otra manera. En el caso de la proteina AtLEAB6-1 se observo que la
complementacion se presento en bajos niveles de induccion (25 pM), pero no a mayores
niveles de induccion (100 pM; Fig. 15) lo que sugiere que podria deberse a un efecto
toxico de esta proteina dentro de la bacteria. Por otro lado, la proteina AtLEAG-3 se
comporta de manera similar entre las diferentes concentraciones del inductor. Para el
caso de la proteina AtLEAG6-2 su comportamiento es similar a la proteina PVLEAG, y
parece cumplir con el supuesto, pues a mayores niveles de induccion con IPTG mayores
son los niveles de complementacion como se observa en la Figura 15. Independiente de
las diferencias, con estos ensayos se probd que estas proteinas son capaces de
complementar el fenotipo de sensibilidad al frio de la mutante BX04, posiblemente por
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que presenten actividad de chaperona de RNA, aunque se necesitan realizar ensayos
complementarios para determinar que el mecanismo de accién y comprobar esta
hipdtesis.

Las diferencias en el comportamiento de las diferentes LEAs parecen ser el resultado de
diferencias puntuales entre cada una de las proteinas que involucren la tasa de
degradacion, la toxicidad y la eficiencia en la capacidad de proteccién (ya sea por
actividad de chaperona de RNA o no).

Una de las perspectivas inmediatas es analizar los niveles de acumulacion de transcrito
y proteinas LEA en estos ensayos, para descartar que algunas de estas diferencias sean
producto de diferentes niveles de acumulacion. Sin embargo, no pareciera ser el caso y
sugiero que estas diferencias (Arroyo-Mosso 2012) implican mecanismos de accion
diferentes, pues incluso en Arabidopsis thaliana parecen coincidir espacial y
temporalmente, mas sin embargo, no parecen complementarse (Arroyo-Mosso 2012).

Finalmente, aunque con estos resultados podemos sugerir que estas proteinas funcionan
como chaperonas de RNA, no descartamos que el mecanismo de proteccion sea por una
via diferente.

Con los ensayos de complementacion de BX04 también se probaron las mutantes del
gen AtLEA6-1 (Fig. 16, 17 y 18), sin embargo, las distintas mutantes probadas se
comportaban de la misma manera que la proteina silvestre. Por lo tanto parece que estos
aminoacidos no parecen participar en la actividad de la proteina que permite ver el
fenotipo encontrado. Aunque ligeras diferencias se pueden observar entre algunas de las
mutantes, como es el caso de las mutantes en la treonina 64, estas diferencias no se
pueden probar sin encontrar una manera de hacer este ensayo cuantitativo.

Es bastante insolito que a pesar de todas las mutantes que se probaron ninguna tuviera
un efecto dréstico en el fenotipo de complementacion de BX04, lo cual puede ser
debido a que no se afect6 por un lado regiones clave o de interaccion de estas proteinas,
y que esta proteina fuese muy robusta a los cambios efectuados y se mantuviera su
funcion.

A pesar de que los ensayos en BX04 no dieron los resultados esperados en la prueba de
las mutantes, como perspectiva inmediata se tratard de probar estas mutantes en el gen
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AtLEAG6-1 en la mutante por insercion del mismo gen en A. thaliana, para analizar como
son capaces de complementar. Estos ensayos serdn esenciales para determinar la
importancia de los aminoécidos individuales y firmas en la funcion de estas proteinas,
con lo que finalmente se podra trabajar en los mecanismos de accion de estas proteinas.
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Anexos

Anexo 1

Lista de oligos

Oligo Clave | Afo | Secuencia Caracteristicas ™
FWocaccatg61 6365 2011 cac cat gga gga tca gaa aaa gcc Para clonar AtLEAG-1en 56
ENTR
Rv61 s/stop 4243 2012 Cgg aac gccctgacg g gafa clonar en pENTR 56
Rv61c/stop 6366 2011 tca cgg aac gec ctgacg g Para clonar en pENTR 60
FwNcol AtLEA6-1 2774 2012 ggt ggt cca tgg agg atc aga aaa agc ¢ Para clonar en pTRC99a 60
RvPstl_AtLEA6-1 7316 2010 ggt ggt ctg cag tca tca cgg aac gec ctg acg Para clonar en pTRC99a 60
FwNcol_AtLEA6-2 110 2013 gg tgg tce atg gag gec ggg aaa aca ¢ Para clonar en pTRC99a 60
RvPstl AtLEA6-2 7318 2010 ggt ggt ctg cag tca tca cgg agc ttt cge atc Para clonar en pTRC99a 60
FwEcoRI_AtLEA6-3 111 2013 ggtggtccatggcgaagagtgaagagaaac Para clonar en pTRC99a 60
RvPstl_AtLEA6-3 112 2013 ggtggtctgcagtcatcacttcttagetttttggttag Para clonar en pTRC99a 60
pTRC99aFw 3219 2012 cat ccg gct cgt ata atg tg Secuenciacion de pTRC 60
Fw AtLEA6-1 m Y1-2 612 2012 ct atc aag acc cca gcce ttg gac get gat aac ttg gaa gat t Generacion de mutante 42
Rv AtLEA6-1 m Y1-2 613 2012 a atc ttc caa gtt atc agc gtc caa ggc tgg ggt ctt gat ag Generacién de mutante 42
Fw AtLEA6-1 m Y3-4 614 2012 gat aac ttg gaa gat gcc aag atg aaa ggt gcc gge gea caa Generacion de mutante 42
ggc cac ¢
Rv AtLEA6-1 m Y3-4 615 2012 g gtg gee ttg tge gee ggc acc ttt cat ctt gge ate ttc caa gtt | Generacion de mutante 42
atc
Fw AtLEA6-1 m T64 6582 2013 gcc acc gat get ccc gmt cct tca gge ggt ctt g Generacion de mutante 42
Rv AtLEAG6-1 m T64 6583 2013 caa gac cgc cag aag gak cgg gag cat cgg tgg ¢ Generacion de mutante 42
Fw AtLEA6-1 m H 7602 2013 gtk mcg gag cac aag gcg ccc aag agc cta aac tcg Generacion de mutante 42
Rv AtLEA6-1 mH 6581 2013 cga gtt tag gct ctt ggg cgc ctt gtg ctc cgk mac Generacion de mutante 42
T7 2666 2009 taa tac gac tca cta tag gg Secuenciacion 50
M13 (-20) 527 2009 gta aaa cga cgg cca g Secuenciacion 50
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Anexo 2

Alineamiento con los resultados de secuenciacién de vectores con mutantes del gen

AtLEAG-1

CLUSTAL ©(1.2.1) multiple sequence alignment

at2ga3lie
AtLEAG-ImutY1-2_(3875)

at2grilie
ATLEAG-1mutyl-2_(3875)

atagaille
AtLEAG-ImutY1-2_(3875)

at2gi311e
AtLEAG-1muty1-2_(3875)

atigailie
ALLEAG-1mutyY1-2_(3875)

at2g2311e
ATLEAG-1mutY1-2_(3875)

-------------------------- ATGGAGEATCAGAAAAAGL CACCAACGAL CGAGT
CAGGCTCCGCGGCCGCCCOCCTTCACCATGOAGGATCAGAAAAAGT CACCAACGALC CGAGT

LR L PR R R e A R R R e R

AAGAAGTGAAAGAAGT TAAAAACGACGACC TOGAGTCTATCAAGACCCCATACTTGRACT
AAGAAGTGAAAGAAGT TAARAACGACGACC TOGAGTCTATCAAGALCCCAGLC T TGRALG

AAAESasdEEdERAEERERRERRRERERdddERERRRARREER R R R AEEEEEE

ATGATAACTTGGAAGAT TACAAGATGAAAGE T TACGGAGC ACAAGGCCACCAAGAGLLTA
CTGATAACTTGGAAGAT TACAAGATGAAMGGTTACGGAGCACAAGGC CACCAAGAGCCTA

FERFAEFEEAIEN AT ETAA T TSR TEESIEAAEETIEFATAEEAET DTS SRS

AACTOGGTATGOGAGE TGEAGLCACCGATGL TCCCACTCC T TCAGGLGGLTCT TGLALGLG
AACTCGETATEGEAGGTGEAGC CACCGATGLTCCCACTCCTTCAGGLGGTCTTGGACGLG

EE LR P R R b R R Rl R R R At R b b2 R L E bR Bt R L)

GTEGAGGCGCTOCATCGACGGATCTTTCTTC TACCGATGCGAT TAACCOTCAGGACGTTC
GTGGAGLLGLTGCATCGALGLATCTTTCT TCTACCGATGLGAT TAALCGTCAGLLLGTTC

LR L R e e L e L P R R L P PR LR L e L

COTEAMAGGEG TOGOCGCOCCGACCCAGCTTTCTTATACAAAGT TOGCAT TATAMAMAGT

rEEES

CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

at2g2311e
ALLEAG-1muty3-4 (3878)

atzg23ile
ATLEAG- ImutyY3-4_(387E)

at?2p?311e
AtLEAG-1muty3-4 (3878)

atagaziie
AtLEAG-1muty3-4_(38B78)

atzg2311e
ATLEAG-1muty3-4_(3878)

- = = = = ATGEAGGATCAGAAAAAGC CACC AACGACCGAGC AAGAAGTGAAAGAAG T TARA
TTCACCATGEAGEATCAGAAAAMGC CACCAACGACCGAGC AAGAAGT GAAAGAAGTTAMA

LEE RS R LA A R E R R R R R R e R R R R e R R R R R R R R L ]

AACGACGALCTOGAGTCTATCAAGAL COCATACT TGGAC TATGATAAL TTGLAAGAT TAL
AACGACGACCTCGAGTC TATCAAGAL COCATACTTORAC TATGATAAL TTEGAAGATGLL

L T P PR R e T T T T

AAGATGAAMGT TACGGAGC ACAAGET CACCAAGAGCCTAAACTCGATATGEGAGGTGEA
AAGATGAAAGG TGLCGGUGLACAAGLLCALCAAGAGLC TAAAL TCGGTATGLGAGGTGGA

GLCACCOATECTOCCACTCCTTCAGGLGGTC T TGEACGLOGTGEGAGGLGL TGCATCGALG
GCCACCGATGCTCCCACTCC TTCAGGCGGTC TTGRACGCGETGEAGGCGC TGCATCGACG

LR Rl R R R R R R R R R R R R PR R R R R R R R R R A R R R L

GATCTTTCTTCTACCGATGLGAT TAACCG TCAGGGLGT TCCGTGA- - === ===
GATCTTTCTTCTACCGATGCGATTAACCGTCAGGGLGT TCCGTGAAAGGGE TEEGLGLGLL

LR LR R R RS R L R L R R R LR ])
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CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

AtLEAB-1
ALLEAG-1mutTE4_(16298)

AtLEAB-1
ALLEAG-1mutT6d_(16298)

ATLEAG-1
ATLEAG-1mMUtTE4_{16298)

AtLEAG-1
AELEAG - 1mutT64_(16208)

ALLEAG-1
ATLEAG- ImutTod_(16298)

ALLEAG-1
ALLEAG- 1mutTed_{16298)

........................................ ATGEAGGATC AGAAAAAGLL
CHCGGECGECTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGE CCTTCACCATGRAGGATCAGAAAAAGEC

LR R RS R R R R R R R ]

ALCAALGACCGAGCAAGAAG TGAAAGAAGT TAARAACGALGACC TCGAGTCTATCAAGAL
ACCAACGACCEAGCAAGAAGTCAAAGAAGT TAAAAACGACGACCTCGAGTCTATCAAGAL

T T T T

CCCATACTTGEACTATGATAACT TGLAAGAT TACAAGATGAAAGG T TALGGAGLACAAGE
COCATACTTORACTATEATAACTTOGAAGAT TACAAGATEAAAGL T TACGRAGCACAAGDR

AR RN AR RN R AN R R

COACCAAGAGLCTARALTCOGTATGOGAGG TGGAGLCACCOATGUTCOCACTOCT TCAGD
CCACCAAGAGCCTAAALTCGGTATGOEAGLTGEAGLCACCOATECTCCCGATCCTTLTSE

EAAEEEA AR AR R AR AR A R AR EEE B
. H

COLTCTTOGACGLLG TGLAGECGL TGCATCGALGLATCT T TCT TCTACCOATRLGAT TAR
COGTCTTGLACGLOGTELAGGLGL TGCATCGACGLATCTTTCTTCTACCGATGLGATTAA

T T e T T e ey

[ (e ) () 1 e
COGTCAGGGLGTTCCGTGARAGHG TGEECGCGECGACCCAGC TTTCTTGTACAAAGTTGE

LR AL LR L AL L)

CLUSTAL 0(1.2,1) multiple sequence alignment

AtLEAG-1
AtLEAB-1mutYxd_(16293)

AtLEAG-1
AtLEAB-Imutyxd (16293)

AtLEAG-1
ATLEAR-1mutyxd (16293)

AtLEAG-1
AtLEAR-1mutyxd (16293)

AtLEAG-1
AtLEAG-1mutyxd_(16293)

ATLEAG-1
ATLEAB-Imutyxd (16293)

e e ATGGAGGATC AGAAAMAGE C ACCAAC GACCEAGC ARGAA
TTTAAGAAGGAGLCCTTCACCATORAGGATC AGARAARAGL AL CAACGAC CEAGL AAGAA

AamAddEERREE R ddRERE AR R AR R R

GTEAAAGAAGTTAAAAACGACGACCTCGAGTCTATCAAGAL CCCATACTTGEACTATGAT
GTGARAGAAG T TAAARALGACGACCTCGAGTC TATCAAGAL CCCAGLCTTGRACGL TGAT

AARSAARARRERAEEEERARRR AR EE R R AR R R IR LR LR R R

ARCTTOGAAGATTACAAGATGAAAGAT TACGRAGCACAAGGCCACCAAGAGCCTAAACTC
AACTTOGAAGAT TCCAAGATGAAAGG TOLCGGLGLACAAGGLCACCAAGAGLC TARALTL

EREAdEERERRARE SAAEEREREEmEEES AEE AEdAAEESdEERERRENeEAEEREEDE S
il - -

GOTATGOGAGGTGEAGCCACCOATGC TCCCACTCCTTCAGGCGGTCTTGGACGLGGTGEA
GGTATEGRAGG TEEAGCCACCGATGL TCLCAL TCCT TCAGGLGGTCT TORALGLGGTGGA

EAARAAEARAAREEREEEREREREddd R AR A AR R AR RN R AR AR R AR AR R R R

GOCGCTOCATCOACGRATCTTTCTTCTACCGATOLGAT TAACCOGTCAGGLLCETTCCGTOA
GOLGCTGLATCGACGEATCT TTCT TCTACCGATGLGAT TAACCGTCAGGGLET TCLGTGA

R R R R SRR R R R R R PN R R R R R R R R R P R R R R R R PN R R R R P R R R PR R R ]

AAGGEE T GEGLELGLCRALCCAGLTTTCTTGTACAAAGT TGGLAT TATAAGAAAGLAT TGL

Alineamiento con los resultados de secuenciacion de vectores con los genes AtLEA6-1,

AtLEAG-2* y AtLEAG-3*
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CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

AtLEAG6-1
SeqAtLEA6-1(11003)

AtLEAG6-1
SeqAtLEA6-1(11003)

AtLEA6-1
SeqAtLEA6-1(11003)

AtLEAG6-1
SeqAtLEA6-1(11003)

AtLEA6-1
SeqAtLEA6-1(11003)

ATGGAGGATCAGAAAAAGCCACCAACGACCGAGCAAGAAGTGAAAGAAGTTAAAAACGAC
ATGGAGGATCAGAAAAAGCCACCAACGACCGAGCAAGAAGTGAAAGAAGTTAAAAACGAC

EE s R i e R R R A i R e

GACCTCGAGTCTATCAAGACCCCATACTTGGACTATGATAACTTGGAAGATTACAAGATG
GACCTCGAGTCTATCAAGACCCCATACTTGGACTATGATAACTTGGAAGATTACAAGATG

LR s i R R S e e R R S S

AAAGGTTACGGAGCACAAGGCCACCAAGAGCCTAAACTCGGTATGGGAGGTGGAGCCACC
AAAGGTTACGGAGCACAAGGCCACCAAGAGCCTAAACTCGGTATGGGAGGTGGAGCCACC

Rk ERERRR R R R R R R R R R R R kR R R R Rk R R Rk Rk R Rk R Rk Rk Rk

GATGCTCCCACTCCTTCAGGCGGTCTTGGACGCGGTGGAGGCGCTGCATCGACGGATCTT
GATGCTCCCACTCCTTCAGGCGGTCTTGGACGCGGTGGAGGCGCTGCATCGACGGATCTT

Rk Rk RER R R Rk Rk R R R R R R Rk Rk R R R Rk R Rk Rk Rk sk Rk R Rk R Rk Rk R Rk

TCTTCTACCGATGCGATTAACCGTCAGGGCGTTCCGTGA
TCTTCTACCGATGCGATTAACCGTCAGGGCGTTCCGTGA

EREERERRR R R R R R R R R R R R R kR R R R R

CLUSTAL 0(1,2.1) multiple sequence alignment

seqRVAtLEAG-2(16622)
ALLEAG-2
SeqFWATLEAG-2( 8633 )

SeqRVATLFAG-2(10622)
ALLEAS- 2
seqfwALLEAG-2(B633)

seqivalLLAG-2(10622)
ATLEAG-2
SoqFWALLEAG- 2(B633)

SeqRVATLEAG-2(10622)
AlLLEAG-2
SeqFWATLEAG-2(B633)

SeqRVATLEAG-2(10622)
AtLEA6-2
seqFwWALLEAG-2(B633)

TTCACACAGGAAACAGACCATGGAGGLCGEEAAAACACCACCGACGACGACAACAACGAL
------------------- ATGLAGGLLGLGAAAACALCACLGALGALGACAAL AALGAL
------------------ CATGOCAGGCGGOTAGACASCACCGACGACGACAACAACGAL

SEES 8 SEEY ., SEE SEdEsESsEEssEEssEEEEEN
‘e H .

GGEAGAAGAAAACGGAGCAAGTGAMGACAACGACTTGCCOACCGATAGCCCTTACATGGE
GGAGAAGAARACGGAGCAAGTGAAAGACAACGACTTGLCOACCCATAGCCCTTACATGGL
GOAGaAGARRALGGAGLAAG TGAAACACAALGACT TCLLOALCCATAGLLCT TACATGGL

o e e

GACGGOGTACT 1TOGAAGAT TACAAAT TOABAGL T TATOLAGLLGAAGG TCALCAAGAGLL
GACGRGTACTTTGGAAGAT TACAMATTGAMGC TTATGGAGCCGAAGGTCACCAAGNGCC
GALGGOTACT TTGOGAAGAT TALARAT 1GAARGL T TATOLAGLCGAAGG T CACCAAGAGLL

R o o R kR

TACTCCTGOTC T TGGALGTGOL TCCACCGATGLTCCTALTCOTCTGERCGMLLLGLG
TACTCCTGOTCT TOGAGGTGLC TCCACCGATOGL TCCTACTCCT TUTGGLGACLCACLOGT
TACTCCTGGTCTTGEAGGTGOC TCCACCGATGCTCCTACTCCTTCTOGLGACGCACCCGE

L e e e e % W ¥ w

COCCACTACCACCGATOLGAAAGLTCCGTRA
CGCCACTACCACCGATGCGAAAGCTCCGTGATGACTGCAGGCATGCAAGCTTGGCTGTTT

78



CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment

seqFwAtLEAG-3{14418)
ATLEAG-3
seqRvAtLEAG-3(10625)

seqFWAtLEAG-3{14418)
ATLEAG-3
saqRVATLEAG-3(18625)
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e i e e e e e AT TS

ATAATOTGTGGAAT TGTGAGLGGATAACAAT TTCACACAGGAAACAGAL CATGGATGTLG

smeesess e e e AGAGET TGCCACTAG - AMCAAGTCCGTATACAANGTACGAGGAT
ARGAG TGAAGAGARALAAGAG T TGLCAL T AGAARLAAG TCCGTATACAAAGTALGAGEAT
AMGAGTGAAGAGAAACAAGAGT TGCCALTAGAAAC AAGTCCOTATACAAAGTACGAGGAT

= RERERIAEREE FERERRERIRAEE R R RN EA A ER RS

ATAGAGGAT TACAAGAAGAATGC T TATGLAACT TCLGOTCACCAGGALGT TAAGLC TGGL
ATAGAGGAT TAC AMGAAGAATGL TTATGGAAC TTCCOGTCACCAGGALGT TAAGCCTGGL
ATAGAGGAT TALAAGAAGAATGL T TATGGAAC T TCCGOTCALCAGGALGT TAAGLL TGGL

CACGGLOGCEECACAACCOACGLACCEALCCCCTCCOETEATOCTELTCCCTCCGLCATA
CACGGLGGOGECACAACCOACGCACCOACCCCCTOCGATEATGCTGLTCCCTCCGCCATA
CACGGLOGLGECACAALCGACGLACCEACCCCCTCCGETGATELTECTCCOTCCGLCATA

AR ER R R RA RN AR RN R R AN RN RN SRR R R RN RN O RN AR AR R R R AR R R

GATTCCGCTAAC CAAAAAGC TAAGAAGTGATGACTGCAGGCATGCAAGCTTGGCTGTTTT
GATTCOGC TAAC CAAARAGE TAAGAAGTOA =~ == cssesssesasasasnmeaananans

BATECTG: — e mie S it i D i e e

*estas lineas se secuenciaron por el extremo 5’ y 3’ del gen, pues asi pudimos obtener la secuenciacion

del gen completo.
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Anexo 3

Mapa del vector pTRC99a

e _proroter
M3 _pUC_rew_primer
Kol (2687
ExoH (2700
Hac|zanm
Kpn | (2867
Hmali2aE)
Sralizes)
BamHI2a1)
Yhalzam
Hall303)
Petl(313)
Mar (4045 Hrnd 3217
Boo i (38465) pTrcHs_rew_primer
ORF frame 1 pEAD_rew_primer
mB_terminator

Apal 3616
lac] rmB_T1_terminator
BellCad19) rmB_TZ_terminator
AmpR_promoter
pGE_3_primer
Mde (27000 Ampicilin
ORF frame 2
Fzpli 14100

pBF322_orign
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