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RESUMEN

Las plantas constantemente estan expuestas a multiples estreses ambientales los cuales
pueden ser de origen bidtico o abiotico. El déficit hidrico es uno de los tipos de estrés
abiotico mas comunes que las plantas enfrentan durante su ciclo de vida y que influye
directamente sobre su desarrollo, crecimiento y productividad (Bray, et al 1997). Uno
de los mediadores de la respuesta a condiciones de estrés abiotico y, en particular la
respuesta al déficit hidrico, es la fitohormona acido abscisico (ABA). El ABA ademas de
participar en la respuesta de las plantas a la limitacion de agua, juega papeles
importantes en muchos procesos celulares incluyendo el desarrollo de la semilla
(embriogénesis), la dormancia, la germinacion y el crecimiento vegetativo (Xiong et al.,
2003). También se le ha implicado como un regulador positivo de la expresion de
proteinas que se acumulan en la semilla seca, las cuales se ha propuesto que participan
en la tolerancia a la desecacion. Al mismo tiempo que se elevan los niveles de ABA en
los embriones en estadios medios y avanzados se acumulan ciertos RNAs mensajeros,
entre los que se encuentran aquéllos que codifican para estas proteinas a las que se les
ha llamado proteinas LEA (del inglés Late Embryogenesis Abundant) por ser abundantes

durante la embriogénesis tardia (Baker et al., 1988; Dure et al., 1989).

En el laboratorio se caracterizd el gen PvLEA-18, como un nuevo gen de frijol
(Phaseolus vulgaris). Se encontro que tanto su transcrito como su proteina se expresan
en semilla, y se acumulan en plantulas de frijol etioladas, no sélo en respuesta a déficit
hidrico, sino durante condiciones de irrigacion optima en tejidos vegetativos en
crecimiento, en respuesta a ABA exdgeno y a condiciones de deshidratacion
(Colmenero-Flores et al., 1997). En nuestro laboratorio también demostramos que la
respuesta a deshidratacion de este gen depende parcialmente del ABA y, que otra parte
de su respuesta es independiente de ABA. Adicionalmente se demostré6 que esta
respuesta a la limitacion de agua que se da de manera independiente de ABA se regula
a nivel traduccional a través de su region 3’-no traducida (Moreno y Covarrubias, 2001;
Battaglia y Covarrubias, 2008). Puesto que la respuesta de este gen a la escasez de
agua durante el crecimiento vegetativo es mayoritariamente independiente de ABA vy,
dado que por otro lado, este gen es capaz de responder eficientemente a los
tratamientos con ABA, surgio la hipotesis de que su capacidad de responder al ABA se
debia a que la regulacion por ABA ocurre principalmente durante el desarrollo de la
semilla y/o en las etapas tempranas del establecimiento de la plantula. Con la finalidad

de identificar aquellos reguladores que participan en este proceso regulatorio a través



de ABA, se caracterizd la expresion de este gen en ausencia de dos de los reguladores
que participan en la regulacion de la expresion genética mediada por ABA en la semilla
y en la fase de establecimiento de plantula como son los factores transcripcionales ABI3
y ABI5. Adicionalmente también decidimos analizar la participacion de otro de los
reguladores de la respuesta al ABA como lo es ABI1, una fosfatasa que se ha involucrado
principalmente en la respuesta al ABA durante el crecimiento vegetativo. Las plantas
mutantes en estos tres genes, abi1, abi3 y abib5, se consideran insensibles al ABA; es

decir, son incapaces de responder a la presencia del ABA.

Los datos obtenidos en este trabajo indican que los productos de los genes ABI3 y ABI5
actan como reguladores positivos, en tanto que el gen ABI71 ejerce una regulacion
negativa durante la etapa de establecimiento de la plantula, en la que se ha
especulado que los niveles de ABA se incrementan. En la semilla seca mis resultados
sugieren que ABI5 regula positivamente la expresion del gen PvLEA-18 al igual que lo
que sucede con otros genes LEA. El factor transcripcional ABI3, contrario a lo reportado
hasta ahora como regulador positivo de algunos genes LEA durante el desarrollo de la
semilla, no parece participar en la regulacion de la expresion del gen PvLEA-18. Por
otro lado, sorpresivamente se encontré que el producto del gen ABI/1 actla como
regulador positivo de la expresion del gen PvLEA-18 durante el desarrollo de la semilla.
Estos resultados contrastan con los antecedentes de que ABI1 es un regulador negativo
en la via de sefalizacion mediada por ABA en tejido vegetativo, por lo que una
posibilidad que surge de estos datos es que en semilla seca ABI1 regula negativamente
algun regulador positivo que interacciona de manera directa con el promotor del gen
PvLEA-18.

Ademas de lo anterior, en este trabajo se demuestra que la region 3°-NT también
ejerce un efecto estimulante sobre la expresion de la proteina PvVLEA-18 durante el
desarrollo de la semilla y durante la etapa de establecimiento de la plantula, lo que
sugiere que la regulacion traduccional sobre el transcrito de este gen también ocurre

durante el desarrollo bajo condiciones optimas de crecimiento.



I.- INTRODUCCION

El estrés puede ser cualquier factor externo que ejerce una influencia desventajosa en
un organismo. En las plantas sus efectos se pueden medir en relacion al crecimiento
(acumulacion de biomasa) o en procesos primarios de asimilacion, como la fijacion de
CO, o la captacion de minerales (Taiz y Zeiger, 1991). Las plantas constantemente
estan expuestas a multiples estreses ambientales los cuales pueden ser de origen
bidtico o abiotico. El estrés biotico se debe a la influencia de otros organismos sobre la
planta mientras el estrés abidtico surge de un exceso o un déficit en las condiciones
fisicas o quimicas del ambiente. El estrés desencadena una variedad de respuestas en la
planta, que se observan como cambios en la tasa de crecimiento y productividad, hasta
alteraciones en la expresion genética y en el metabolismo (Bray et al., 2000). Entre los
estreses de tipo abidtico estan: la sequia, la salinidad, el frio, la limitacion de

nutrientes, asi como también las variaciones en la temperatura y el pH.

El déficit hidrico es uno de los tipos de estrés abiotico mas comunes al que las plantas
se enfrentan durante su ciclo de vida y que influye directamente sobre su desarrollo,
crecimiento y productividad. Este se presenta cuando el aporte de agua desde el suelo
es menor que la tasa de transpiracion (Bray, 1997). Desde el punto de vista agronémico

es una de las causas de mayor pérdida de productividad de un cultivo.

Las plantas responden al déficit hidrico a distintos niveles: morfologico, fisiologico,
celular, molecular y metabolico, lo que les permite adaptarse o tolerar las condiciones
de estrés; de modo que las plantas que son capaces de adquirir mas agua o que hacen
un uso mas eficiente de ésta podran tener resistencia al estrés por sequia (Shinozaki y
Yamaguchi-Shinozaki, 1997). Las respuestas dependen de la duracion y la severidad del
estrés, del genotipo de la planta, del estado de desarrollo, del érgano y del tipo celular

en cuestion (Singh, 2002).

Una de las respuestas que preceden a estas modificaciones es la induccion de un grupo
de genes que codifica proteinas implicadas en estos procesos adaptativos (Ingram et
al., 1996). La caracterizacion de la respuesta al déficit hidrico a nivel biogquimico,
celular y molecular ha generado informacion valiosa para entender las estrategias que
las plantas utilizan para contender con este tipo de estrés ambiental. Este analisis ha
permitido la identificacion de diferentes proteinas que se sintetizan de novo o que
incrementan sus niveles, y cuya funcion se ha relacionado al proceso adaptativo.

Aunque los cambios en el metabolismo y en el desarrollo inducidos por estrés se pueden



atribuir, en buena parte, a una alteracion de la expresion genética en la que algunos
genes se reprimen mientras otros se inducen, también se han involucrado cambios
derivados de alteraciones a nivel post-transcripcional en las que se modifica la
estabilidad de un transcrito, o su traducibilidad; o bien, modificaciones que afectan la

actividad de diferentes enzimas o la afinidad de ciertos ligandos.
1. REGULACION DE LA EXPRESION GENETICA EN RESPUESTA A DEFICIT HIDRICO.
1.1 Percepcion del estrés.

La respuesta al estrés inicia con la percepcion del mismo a nivel celular, la cual activa
una o varias vias de transduccion de sefales que, a su vez, transmiten la informacion

dentro de una célula y, posteriormente, a toda la planta.

El primer paso en la percepcion del déficit hidrico es el reconocimiento de la sefal de
estrés, ésto desencadena la transduccion y amplificacion de la sefal, para que
finalmente se activen o repriman diferentes mecanismos de regulacion, asi como un
conjunto de genes implicados en la respuesta al mismo. Cualquiera de estas fases, y
otras intermedias, pueden estar sujetas a regulacion, de tal forma que dependiendo del
grado de estrés, de la etapa de desarrollo de la planta, del tipo celular en el que se
perciba, etc., se podra modular el tipo, la duracion o la intensidad de la respuesta. Es
posible imaginar que existen varios estimulos por los cuales una célula vegetal puede
medir la pérdida de agua, tales como la disminucion o pérdida del turgor, los cambios
en el volumen celular o el area de la membrana plasmatica, la pérdida de la tension de
la membrana, el aumento en la concentracion intracelular de solutos y las alteraciones
en las conexiones entre la membrana plasmatica y la pared celular o en las
interacciones proteina-ligando; sin embargo, a la fecha se desconoce el (o los)
mecanismo(s) por el cual la célula vegetal percibe los cambios en la disponibilidad de

agua (Bray, 1997) (Figura a).
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Figura a. Respuesta de la célula frente a una situacion de déficit hidrico. A la derecha se indican las
diferentes etapas de la respuesta. El sensor de cambio osmotico esta representado con R y el nicleo
de la célula con una elipse azul.

Los diferentes tipos de estrés provocan diferentes estimulos con atributos especificos,
aunado a ello existen elementos que se comparten entre ellos y que pueden
representar nodos o puntos de interaccion entre diferentes vias de sefalizacion, lo que
llevaria a pensar que existen multiples sensores primarios encargados en diferenciar la
sefal de estrés. Una de las primeras respuestas al estrés producido por las bajas
temperaturas, la sequia y las altas concentraciones de sales es la induccion de flujos
transitorios de Ca®* hacia el citoplasma, ya sea por su influjo del espacio apoplastico o
por su liberacion desde un almacén interno, por lo que los canales responsables para

este flujo pueden representar un tipo de sensor para estas sefiales de estrés.
1.2 Transduccion de la seial del ABA.

Uno de los mediadores de la respuesta a condiciones de estrés abiotico, en particular,
en respuesta al déficit hidrico, es la fitohormona acido abscisico (ABA). Sus niveles en
la planta estan relacionados con las condiciones de estrés a la que ésta se exponga.

Como en el caso de otras hormonas vegetales, la deteccion del ABA por la célula



vegetal requiere de un mecanismo de reconocimiento; es decir, requiere de uno o
varios receptores, a partir de los cuales la senal se transduce hacia los diferentes
procesos, generando asi una respuesta. La via de transduccion de sefnales a través de la
cual ABA actla en el proceso de respuesta a estrés por déficit hidrico incluye proteinas
cinasas/fosfatasas que a su vez responden a las sefiales del Ca®' intracelular (Bray,
1997). Existen diversos datos que indican que ABA genera mdltiples alteraciones, tales
como cambios en el pH interno y despolarizacion de la membrana plasmatica,
regulando de esta manera diferentes tipos de canales ionicos. El ABA activa canales
tipo-S y canales rectificadores de la entrada de K*, e inhibe canales rectificadores de la
salida de K" (Leung y Giraudat, 1998).

Por medio de analisis genéticos se han caracterizado algunos componentes de la via de
sefalizacion de ABA y, aunque se han identificado algunos receptores para esta
hormona (Razem, et al., 2006; Shen et al., 2006; Liu et al., 2007), se desconoce cual
es el receptor de esta fitohormona para un estimulo determinado, o si cada uno de
estos receptores se encuentra en tipos celulares particulares. Otra via que se ha
utilizado para el analisis de proteinas de unién a ABA es el uso de ensayos o analisis

bioquimicos, lo que ha permitido aislar algunos receptores putativos de ABA.

Aunque algunos estudios indican que los genes que responden a ABA codifican para
proteinas de union a RNA o para proteinas que participan en el procesamiento de RNA,
no se ha demostrado que alguna de estas proteinas sea funcional en la union a ABA
bajo condiciones de estrés. En reportes recientes demostraron que la proteina nuclear
FCA, la cual es capaz de unirse a RNA y esta involucrada en la regulacion de los tiempos
de floracion, se une con una alta afinidad a ABA, en una interaccion estéreo-especifica.
La interaccion entre FCA y ABA tiene efectos moleculares en eventos hacia abajo en la
via implicada en la regulacion del proceso de floracion, conocida como via autéonoma, y
por consiguiente incide en el desarrollo de la planta durante la transicion hacia la
floracion (Razem et al, 2006). Por otra parte, estrategias bioquimicas han permitido la
identificacion de proteinas de union que se consideran como receptores putativos de
ABA. Ahora se sabe que las proteinas de union especifica a ABA, caracterizadas en Vicia
faba, estan involucradas en la sefalizacion estomatica inducida por ABA, y se
denominan receptores putativos del ABA (ABAR). Uno de estos genes codifica para la
subunidad H de la quelatasa de magnesio (GUN5) que es un componente clave para la
biosintesis de clorofila y la sefalizacion retrograda entre el nlcleo y los plastidos bajo
condiciones de estrés. En Arabidopsis, GUN5 se une especificamente a ABA y media la

sefalizacion como un regulador positivo en la germinacion de la semilla, el crecimiento



post-germinacion y el movimiento estomatico. Se sabe también que GUN5 es una
proteina ubicua expresada en todos los tejidos, lo que sugiere que es capaz de percibir
la sefal de ABA en toda la planta (Shen et al., 2006). En estudios mas recientes se ha
sugerido que la percepcion del ABA extracelular es importante, lo que ha llevado a
pensar que existen receptores localizados en la membrana plasmatica, como es el caso
de los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), que constituyen un mecanismo para
la percepcion de sefales externas conservado en organismos eucariotes; por ejemplo,
en animales se ha visto que la via de sefalizacion mediada por GPCR juega un papel
vital en los procesos de la vision, el gusto y el olfato. En plantas (A. thaliana) las GPCRs
tienen una sub-unidad Ga (GPA1), una sub-unidad GB, y dos sub-unidades y canodnicas.
Ahora se sabe que el receptor de ABA acoplado a la proteina G interactlia genética y
fisicamente con la sub-unidad GPA1 y de esta manera media las respuestas a ABA en
Arabidopsis. La sobre-expresion de este receptor da un fenotipo de hipersensibilidad a
ABA. Este receptor se une a ABA con alta afinidad en concentraciones fisiologicas, con
la cinética y estéreo-especificidad esperadas (Liu , 2007) (Figura b). A pesar de estos
avances, a la fecha aln no se han identificado los receptores de ABA que participan en
el desarrollo de la semilla y el crecimiento de la plantula en condiciones de estrés

hidrico.
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Figura b. Receptores de ABA. Hasta la fecha se han identificado tres receptores de ABA en Arabidopsis thaliana.
La proteina de union a RNA o FCA (Flowering Time Control A), es importante en el control de la transicion del
estado vegetativo al estado floral. En tiempo de floracion esta proteina se une a otra proteina de union a RNA
llamada FY (Flowering locus Y) y en presencia de ABA este complejo regula de manera negativa al represor floral
FLC (Flowering Locus C), lo que inhibe la floracion. El segundo receptor es la sub-unidad H de la quelatasa de
Magnesio IX (GUN5) que esta involucrada en el primer paso de la sintesis de clorofila. Esta quelatasa también juega
un papel clave en la sefalizacion retrégrada entre el cloroplasto y el nlcleo bajo condiciones de estrés. Y por
altimo el tercer receptor GCR2 esta acomplado a proteinas G y cuando se une a ABA este libera el complejo
trimérico de proteinas G (Ga, GB y Gy) que actlan como reguladores en la apertura de las células guarda y en la

dormancia de la semilla (McCourt y Creelman, 2008).

* Respuesta dependiente de ABA

Los genes inducidos durante estrés a través de ABA pueden dividirse en dos grupos.

Estan los que se inducen por la intermediacion de ABA y cuya expresion es

independiente de la sintesis de proteinas; es decir, donde no se requiere sintesis de

proteinas de novo para su induccion. De otro lado, estan los genes inducidos por ABA de

un manera dependiente de la sintesis de proteinas de novo. Ademas de los genes

inducidos por ABA, existe un grupo de genes cuya expresion en respuesta a la limitacion

de agua no depende de la participacion de ABA y cuyos mediadores a la fecha no se han




definido con precision. En este grupo se pueden distinguir algunos sub-grupos de
acuerdo a los factores transcripcionales involucrados, lo cual sugiere la existencia de
diferentes vias de transduccion mediadas por diferentes moléculas (Figura c) (Shinozaki

y Yamaguchi-Shinozaki, 1996).

El analisis computacional de los promotores de diferentes genes que responden a ABA
ha permitido la identificacion de varios elementos en cis involucrados en la regulacion
de su expresion (Busk y Pages, 1998: Leung y Giraudat, 1998). Tal es el caso de los
genes Em de trigo y Rab16 de arroz, que muestran un elemento conocido como ABRE
(por ABscisic acid Response Element) que, en algunos casos, se ha reportado como
necesario para la transcripcion dependiente de ABA (Guiltinan et al., 1990). Este
elemento es definido como una secuencia de 8-10 pb en la que la secuencia ACGT, o
caja G, forma el centro o nlcleo de la misma. Ahora se reconoce que las secuencias
que flanquean al nlcleo ACGT, asi como al mismo elemento ABRE, son importantes para
el funcionamiento in vivo de este elemento. Dado que el elemento ABRE no es el Unico
que tiene el nlcleo ACGT, éste se define por su funcién, ya que las secuencias que lo
flanquean, no muestran consenso (Busk y Pages, 1998). A la fecha se han identificado y
aislado varios factores de transcripcion con dominios basicos, tipo cremallera de
leucina (bZip), que se unen a este elemento. Entre este tipo de factores
transcripcionales se encuentran los bZip, especificos de embrion (ABI5), cuya union al
ABRE ha sido demostrada in vivo. La evidencia acumulada hasta ahora indica que la
regulacion de los genes controlados por ABA a través del ABRE es independiente de la
sintesis de proteinas, lo cual es indicativo de que los factores que los activan estan
presentes en la célula en cantidades suficientes antes de la situacion de estrés. Otros
elementos reguladores en cis identificados en los promotores de genes regulados por las
vias dependientes de ABA son aquéllos a los que se unen los factores transcripcionales
tipo MYB y MYC. Cabe mencionar que la expresion de los genes para estos factores
transcripcionales requiere de la sefal del estrés mediada por ABA por lo que se

consideran dentro del grupo que depende de la sintesis de novo de proteinas.

e Respuesta independiente de ABA

En relacion al analisis de los promotores de los genes modulados por las vias

independientes de ABA, éste ha llevado a describir diferentes elementos reguladores en



cis, como es el caso del elemento DRE (del inglés Drought Response Element), al cual se
unen factores transcripcionales tipo AP2, conocidos como factores o proteinas DREB,
cuya expresion también se ha encontrado que depende de la sintesis de proteinas. Tal
es el caso del promotor del gen rd29A de A. thaliana (Yamaguchi-Shimozaki, 1994) en
donde se identifico por primera vez este nuevo elemento en cis de respuesta a
deshidratacion. Este elemento DRE es necesario para la induccion por déficit hidrico del
gen rd29A, aln en ausencia de niveles elevados de ABA. La misma secuencia ha sido
encontrada en promotores de otros genes, algunos de los cuales también responden a
ABA a través de otros elementos (Busk et al., 1997). Consistente con su participacion en
procesos en respuesta a fenomenos similares, es comin encontrar que alguno de estos
elementos, independientes y/o dependientes de ABA, estan presentes en genes que
responden a diferentes condiciones ambientales que producen déficit hidrico como son

las bajas temperaturas o las altas concentraciones de sales (lwasaki et al., 1997).

La existencia de vias dependientes e independientes de ABA fue sugerida tiempo atras
cuando se describié que aunque la expresion de muchos genes que se inducen durante
estrés hidrico se incrementa considerablemente por aplicaciones de ABA, no hay una
correlacion consistente entre los niveles de ciertos RNAs mensajeros y los niveles de
ABA bajo estas condiciones. Estas evidencias sugirieron entonces que la expresion de
algunos genes durante deshidratacion es total o parcialmente independiente de ABA
(Chandler y Robertson et al., 1994). Por tanto, se propuso la presencia de factores
adicionales involucrados en la modulacion de algunos genes durante estrés. Ahora
sabemos que, de hecho, esto ocurre y que estos factores, presentes en las plantas
estresadas, podrian actuar conjuntamente con los factores inducidos por ABA, o incluso

depender uno del otro, para generar un efecto sinérgico.

El hecho de que la expresion de un gen determinado sea inducido por ABA, no prueba
que la respuesta de este gen a deshidratacion sea dependiente de ABA. El analisis de la
expresion de diferentes genes por tratamientos con ABA gener6 cierta confusion en la
literatura, ya que para los autores que reportaban este tipo de experimentos con genes
que respondian al déficit hidrico concluian erroneamente que la respuesta de estos
genes al estrés estaba mediada por ABA. A la fecha sabemos que en muchos casos, ésto
era incorrecto; ya que en efecto los genes podrian estar modulados por ABA pero no
necesariamente en respuesta a la limitacion de agua sino en algin otro proceso; de
hecho su expresion durante deshidratacion resultd ser independiente de ABA. Todo ésto
indica que la habilidad de un gen para responder a ABA bajo condiciones optimas de

crecimiento, no implica que su respuesta al estrés este regulada a través de ABA.



Con base en diferentes datos se ha planteado la existencia de al menos tres vias de
regulacion genética en respuesta a déficit hidrico, dos dependientes de ABA (una
dependiente de la sintesis de proteinas y la otra independiente de la sintesis de
proteinas) y dos independientes de ABA, a través del elemento tipo DRE/CTR (Figura c)
(Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki et al., 2006).

Bajas temperaturas —— DRE
/ T Expresion
Sequia ~, Génica
Biosintesis de ABA
— ABREs
Sintesis proteica cajas
. MYC/MYB
Respuesta rapida Respuesta lenta
y de emergencia y adaptativa

Adaptada de Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2006

Figura c. Respuestas moleculares ante una situacién de estrés causado por sequia y bajas
temperaturas. La flecha azul indica el transcurso del tiempo, en verde se indican los factores
transcripcionales involucrados en cada via y en azul los elementos cis que regulan la expresion
génica. Las referencias se encuentran en el texto.

1.3 Regulacién transcripcional en respuesta al estrés

Muchos genes de plantas son regulados en respuesta a estreses abiodticos, tales como
deshidratacion y frio, y sus productos génicos funcionan en respuesta al estimulo. En las
vias de transduccion de sefales que van desde la percepcion del estimulo estresante
hasta la expresion génica, varios factores transcripcionales (FTs) y elementos que
actlan en cis funcionan no solo como interruptores moleculares sino también como
puntos terminales en los procesos de sefalizacion. El tiempo de expresion de los genes
en respuesta al estrés es regulado por una combinacion de FTs y elementos que acttan
en cis, los cuales se encuentran dentro de los promotores de genes de respuesta a

estrés (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki et al., 2006).

Los elementos DRE/CRT y ABRE actlUan en cis y se encuentran en los promotores de
genes inducidos por estrés. En general, los elementos DRE/CRT y sus FTs

correspondientes funcionan en la fase temprana de la expresion génica en respuesta a




estrés inducido por salinidad, deshidratacion y principalmente por frio; por otra parte,
los elementos ABRE y sus FTs funcionan después de la acumulacion de ABA y estan
involucrados principalmente en los procesos tardios y de adaptacion al estrés. El
elemento DRE en algunas ocasiones funciona como uno de los elementos acopladores de
los elementos ABRE. Este acoplamiento parece estar dado por las proteinas que
reconocen estos elementos, lo que resulta en una interaccion a nivel de promotor entre
las vias dependiente e independiente de ABA (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki et al.,
2006).

El estrés abidtico afecta tanto el crecimiento como el desarrollo de las plantas (por
ejemplo, el tiempo de floracion y el crecimiento celular), ésto indica que existe una
interaccion entre las senales de estrés ambiental y el crecimiento de la planta. Las
hormonas de la planta estan involucradas en dicha interaccion. La transcripcion es
importante en la regulacion del desarrollo de la planta y las interacciones ambientales;
este proceso, puede verse afectado por interacciones entre las redes regulatorias de
otras vias. Tanto la regulacion positiva como la negativa son importantes para la
expresion génica, y tanto la participacion de represores como la degradacion de
factores transcripcionales que actlian como activadores juegan un papel importante en
la regulacion negativa de la expresion génica (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki et al.,
2006).

A través de micro-arreglos se ha realizado el analisis del transcriptoma correspondiente
al conjunto de células de diferentes 6rganos de una planta en respuesta a sequia, lo
que ha permitido identificar docenas de factores transcripcionales involucrados en la
respuesta de la planta a esta situacion de estrés. Muchos de estos FTs se encuentran
dentro de grandes familias, tales como AP2/ERF, bZIP, NAC, MYB, MYC, del tipo dedos
de zinc (Cys2His2) y WRKY (Umezawa y Shinozaki et al., 2006).

La expresion de los FTs a su vez regula la expresion de genes blanco, los cuales estan
involucrados en la respuesta y/o tolerancia a sequia. Los activadores transcripcionales
que regulan la respuesta de genes de estrés han sido utilizados para producir plantas
transgénicas tolerantes a sequia. Por ejemplo, la sobre-expresion del FT DREB1/CBF3
(por Dehydration-Responsive Element Binding protein/CRT Binding Factor) en
Arabidopsis, ademas de aumentar la expresion de muchos genes blanco de respuesta a
estrés, también da lugar a fenotipos de tolerancia a sequia, y a otros tipos de estrés
como congelamiento y altas concentraciones de sal. En contraste, se ha reportado que

la sobre-expresion de los FTs AREB1 (por ABA-Responsive Element Binding protein),



ABF2 y DREB2A no inducen de manera significativa la sobre-expresion de genes que se
saben implicados en la respuesta a sequia y, que en consecuencia, no dan lugar a algln
fenotipo relacionado con la tolerancia a la escasez de agua. Es por esto Ultimo se ha
sugerido que los genes que se encuentran bajo el control de estos FTs podrian no estar
involucrados directamente en la tolerancia a sequia, o bien que se requiere de alguna
modificacion post-transcripcional para inducir la expresion de los mismos (Umezawa y
Shinozaki et al., 2006).

Los represores transcripcionales que regulan la expresion de genes de respuesta al
déficit hidrico también han sido utilizados en el estudio de tolerancia a la sequia. El
represor transcripcional AtMYB60 en Arabidopsis funciona en la regulacion de los
movimientos estomaticos. Este gen es especifico de células guarda y su expresion esta
regulada negativamente durante estrés por sequia. Una mutacion nula de AtMYB60 da
como resultado la reduccion en la apertura estomatica y disminuye la marchitez bajo
condiciones de estrés hidrico. Algunos represores transcripcionales de plantas tipo
dedos de zinc poseen dominios de represion y estan involucrados en la regulacion de la
expresion de genes. Recientemente se demostro que el dominio de represion
denominado SRDX que se deriva del motivo EAR de SUPERMAN (un tipo de represor tipo
dedo de zinc (TFIIA)) es Gtil para determinar el papel de FTs de respuesta a estrés, los
cuales regularmente tienen homologos funcionalmente redundantes. La sobre-expresion
de un represor quimérico, conformado por un FT fusionado al dominio de SRDX, suprime
de manera dominante la expresion de los genes blanco de este FT, aln en presencia de
FTs redundantes. Otro represor transcripcional es STZ, tipo dedo de zinc (Cys/His2),
cuya expresion aumenta en condiciones de deshidratacion, alta salinidad y frio, asi
como por tratamientos con ABA; en tanto que su sobre-expresion constitutiva
incrementa la tolerancia a estrés por sequia. Ademas, se ha visto que plantas de
Arabidopsis que sobre-expresan un ortélogo de STZ (CAZFP1), el cual es un represor
transcripcional en levadura, también muestran tolerancia al estrés por sequia y

presentan resistencia a infecciones bacterianas (Umezawa y Shinozaki et al., 2006).

1.4 Participacion del ABA en la regulaciéon de la respuesta a estrés y a

desarrollo.

Muchos de los genes que se expresan durante la sequia en los tejidos vegetativos,
también se expresan durante la desecacion de la semilla. También se sabe que el ABA
se acumula en tejidos vegetativos en respuesta a la sequia, por tanto, el ABA puede

tener una funcion durante los periodos de estrés hidrico impuestos por las condiciones



ambientales o por el desarrollo natural. AGn cuando estos datos sugerian la
participacion de ABA como mediador de la respuesta al déficit hidrico, ahora sabemos,
como se menciona anteriormente, que existen genes que se inducen en respuesta a la
sequia independientemente de ABA. Todo lo anterior ha surgido como resultado del
analisis de los patrones de expresion de diferentes genes en mutantes afectadas tanto
en la via de sintesis de ABA (mutantes aba), como aquéllas afectadas en la via de
percepcion de esta hormona (mutantes abi), principalmente, en la planta modelo
Arabidopsis thaliana. El fenotipo de las mutantes deficientes en ABA (abal, aba2 y
aba3) dan la mejor indicacion de los procesos en los que participa esta fitohormona. Asi
por ejemplo, las mutantes aba presentan falta de dormancia de la semilla, alteracion
de sus relaciones hidricas y una pobre aclimatacion a una variedad de estreses
(Koornneef et al., 1998). El producto del gene ABA1 es la zeaxantina epoxidasa (ZEP),
que cataliza la epoxidacion de zeaxantina y anteroxantina a violaxantina. El producto
del gen ABA 2 cataliza la conversion de xantoxina a ABA-aldehido y, ABA3 (LOS5)
codifica para una sulfurilasa que genera la forma activa del cofactor molibdeno
necesario para la actividad de la aldehido oxidasa que cataliza el paso final en la
biosintesis de ABA (de ABA-aldehido a ABA).

Las mutantes insensibles a ABA o mutantes abi (abi1, abi2, abi3, abi4, abi5, abi8) son
incapaces de percibir ABA. Estas mutantes muestran una germinacion insensible a ABA,
pero difieren en sus efectos en otras respuestas reguladas por esta hormona
(Finkelstein et al., 2002).

Los genes ABI1y ABI2 codifican para proteinas homologas que pertenecen a la clase 2C
de serina-treonina fosfatasas (PP2Cs; Leung et al., 1994, 1997; Meyer et al., 1994;
Bertauche et al., 1996; Leube et al., 1998; Rodriguez et al., 1998a), y actllan como
reguladores negativos en la sefializacion de ABA. El papel de las enzimas PP2C en la
sefalizacion por ABA fue sugerido por la caracterizacion de las mutantes abi1-1y abi2-1
en Arabidopsis obtenidas de una poblacion de semillas mutagenizadas mediante etil-
metano-sulfonato (EMS) y que fueron capaces de germinar en concentraciones de ABA
en las que las semillas silvestres no lo eran (Koornef et al., 1984). Las mutantes abi1-1
y abi2-1 causan alteraciones fenotipicas pleiotropicas, como son germinacion vy
crecimiento de la plantula en presencia de ABA, disminucion en la dormancia de la
semilla y regulacion estomatica anormal, esto ultimo da como resultado que en
condiciones de baja humedad las mutantes tiendan a presentar marchitez (Allen et al.,
1999; Finkelstein and Somerville, 1990; Leung et al., 1997). Estos alelos mutantes,

abi1-1 y abi2-1, dan lugar a un fenotipo dominante negativo debido a que las



mutaciones siguen produciendo proteinas pero afectadas en su funcion. Uno de los
experimentos que se realizaron para corroborar la posible funcion como regulador
negativo del producto de ABI1 consistio en obtener revertantes intragénicas de la
mutante abil. Estas revertantes se comportan como mutantes recesivas en contraste
con las mutantes abi7-1 antes caracterizadas y su analisis fenotipico mostré que son
plantas mas sensibles a ABA que las plantas silvestres, es decir, presentan un fenotipo
de hipersensibilidad a ABA. Son plantas mas sensibles a ABA durante la germinacion de
la semilla y en el crecimiento de la raiz, aumenta la dormancia en sus semillas y su
tolerancia a la deshidratacion. Estos datos indicaron que en estas mutantes se habia
perdido la funcion de ABI/1. Un analisis molecular de las revertantes aisladas demostro
que todas estaban afectadas en las regiones conservadas correspondientes al dominio
de fosfatasa de ABI1 y que esto resultaba en una pérdida de la actividad de fosfatasa en
estas proteinas mutantes. Por lo tanto, dado que la actividad de fosfatasa estaria
impidiendo su funcion como regulador negativo se esperaria que plantas al no poder
modular la sensibilidad al ABA se comportaran como hipersensibles, corroborando asi
que la fosfatasa ABI1 silvestre es un regulador negativo de la respuesta a ABA (Gosti et
al., 1999; Merlot et al., 2001). Dicha conclusion es consistente con la observacion de
que en la expresion constitutiva de ABI1 en protoplastos de maiz inhibe la accion de
ABA (Sheen., et al. 1998).

El gen ABI3 codifica para un factor de transcripcion con dominio B3 (Giraudat et al.,
1992) y su expresion se da principalmente en semillas y tejidos meristematicos, ademas
de tener bajos niveles de expresion en tejidos vegetativos (Finkelstein et al., 2002). Los
alelos nulos de este gen producen semillas que muestran germinacion precoz, no
adquieren tolerancia a la desecacion, su desarrollo es incompleto y no acumulan
proteinas de reserva (Azcon, et al., 1993). Las plantas mutantes abi3 se asemejan al

tipo silvestre en sus relaciones hidricas.

El gen ABI4 codifica para un factor de transcripcion con dominio APETALA2 (Finkelstein
et al., 1998). Se ha demostrado que su expresion determina la movilizaciéon de lipidos
durante la germinacion de la semilla. El gen ABI5 codifica para un factor de
transcripcion con dominio bZIP (Finkelstein y Lynch et al., 2000). ABI4 y ABI5 se
expresan abundantemente en semillas en desarrollo (embriogénesis tardia), su
expresion durante el desarrollo del embridn es constante, no asi en tejidos vegetativos

en donde disminuye (Finkelstein et al., 1998; Finkelstein y Lynch et al., 2000).



La region bZIP de la proteina ABI5 presenta cierta homologia con factores de
transcripcion (bZIP) caracterizados en plantas capaces de activar genes reporteros que
contienen elementos de respuesta a ABA (ABREs). La proteina ABI5 se une a dichos
elementos in vitro y, la semilla seca de mutantes abi5 muestra disminucion en los
niveles de transcrito de genes de embriogénesis tardia que contienen al elemento ABRE
tales como AtEm1 y AtEmé (Carles y Delseny et al., 2002). Estos genes pertenecen al
grupo 1 de las proteinas LEA y se expresan temporal y espacialmente durante la
maduracion del embrion. El RNAmM de AtEMT se expresa principalmente en tejido pre-
vascular y alcanza una fuerte expresion en la punta de las raices (Vicient et al, 2000),
ademas, su expresion inicia 2 dias antes que la de AtEM6. Por otra parte, el mensajero
de AtEM6 se expresa esencialmente en todas las regiones del embrion, alcanzando una
fuerte expresion en el meristemo apical y en el tejido pre-vascular (Vicient et al,
2000). Estos dos genes codifican para proteinas similares que difieren principalmente
por el nimero de repetidos de un motivo de 20 aminoacidos conservados (cuatro copias
en AtEM1 y una copia en AtEM6) (Finkelstein et al, 2002).

1.5 Participacion del ABA en la regulaciéon de la expresion genética durante

la maduracion de la semilla

La acumulacion de proteinas, incluyendo las proteinas de almacenamiento (SSP, del
inglés Seed Storage Protein), y otros compuestos utilizados por la semilla como
nutrientes es uno de los eventos caracteristicos durante el desarrollo de la misma. La
acumulacion del material de almacenamiento ocurre durante la etapa tardia de la
embriogénesis o durante la fase de maduracion, aln cuando la morfogénesis no ha
finalizado. El embrion también adquiere tolerancia a la desecacion durante la
dormancia y la fase de maduracion, todo ello regulado a través de un programa
genético. Las fases primaria y media estan dominadas por la accion de ABA,
inicialmente sintetizado en los tejidos maternales y después aunque en menor cantidad
en el embrion y el endospermo (Nambara et al., 2003). Durante este periodo de
almacenamiento de ABA en la semilla se lleva a cabo la mayor cantidad de
transcripcion de proteinas de almacenamiento. Posteriormente cuando los niveles de
ABA disminuyen la maduracion tardia sigue y es donde se sintetizan las proteinas de
embriogénesis tardia ¢ proteinas LEA, asociadas a los procesos de deshidratacion y

tolerancia a la desecacion (Figura d).
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Figura d. Diagrama que muestra los eventos que ocurren durante las diferentes etapas del desarrollo
de la semilla. Los altos niveles de ABA son temporalmente correlacionados con el inicio de
maduracion y prevencion de la germinacion precoz durante la mitad del desarrollo del embrion.
También se muestra el analisis del producto de los genes lea en la etapa de la embriogénesis tardia

de la semilla, en donde los productos correlacionan con los niveles de ABA (Ross y Quatrano, 1994).

En Arabidopsis, los factores transcripcionales codificados por los genes ABI3, ABI5,
FUS3, LEC1 y LEC2 estan implicados en la regulacion del programa de maduracion de la
semilla (Figura d) (Finkelstein et al 2002; Koornneef et al., 1984; Meinke et al. 1994).
ABI3, FUS3 y LEC2 pertenecen a una familia de factores de transcripcion especificos de
plantas que contienen un dominio de uniéon a DNA llamado B3 (Giraudat et al., 1992;
Stone et al., 2001). LEC1 codifica para una proteina que tiene homologia con la
subunidad HAP3 de los factores de union CCAAT, una familia que en Arabidopsis esta
compuesta por 10 genes. Hasta ahora se ha postulado que mientras ABI3 y FUS3
controlan la expresion de genes durante la acumulacion de proteinas de
almacenamiento en la semilla, LECT y LEC2 pueden regular la maduracion de la semilla,
directa o indirectamente, a través de la regulacion de la expresion de ABI3 y FUS3 (To

et al., 2006). Se sabe también que la proteina LEC1 interacciona con ABI3, ABI5 y ABI4,




favoreciendo asi la respuesta a ABA. Puesto que LEC1 interacciona con los elementos de
respuesta a ABA (ABRE), se ha sugerido que funciona como un co-activador junto con
ABI3, aln habiendo similitudes moleculares entre las proteinas codificadas por ABI3 y
FUS3, las mutantes en estos genes no muestran semejanza en sus fenotipos. Las
mutantes fus3 se parecen a las mutantes lec? a nivel morfologico, éstas presentan
rasgos de hojas en los cotiledones, asi como la presencia de tricomas y la acumulacion
de antocianinas. Por otra parte, las semillas de mutantes abi3 también muestran un
fenotipo Unico, tal como la interrupcion en la degradacion de clorofila y la
insensibilidad a ABA durante la germinacion, lo que la hace diferente de las mutantes
fus3 y lec1. La similitud entre los fenotipos mutantes fus3 y lec? sugiere que FUS3 y

LEC1 regulan un grupo de genes en comun.
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Finkelstein, et al., 2002.

Figura e. En ésta figura se muestran las vias de sefalizacion en el desarrollo de la semilla. La
referencias se encuentran en el texto.

1.6 Participacion del ABA en la regulacion durante la germinacion y la etapa

de establecimiento de la plantula

El periodo entre la dormancia de la semilla y la etapa de establecimiento de la plantula
representa una fase fragil en el ciclo de vida de la planta. Durante esta transicion en el
desarrollo hacia el crecimiento autotroéfico, las plantas pueden ser capaces de realizar
un monitoreo del estatus hidrico ambiental y organizar sus respuestas adaptativas.
Como el papel de ABA en la respuesta al estrés hidrico es de gran importancia, es
razonable asumir que la sefalizacion por ABA regula los procesos de rompimiento de la

dormancia en la semilla y el establecimiento de la plantula (Lopez-Molina et al., 2001).



Estudios fisiologicos que consideran el efecto inhibitorio de ABA en el crecimiento de la
radicula durante la germinacion han permitido establecer tres estados de desarrollo
(Bewley y Black, 1985). El primer estado se presenta cuando la testa externa de la
semilla se rompe, el segundo estado se presenta cuando la radicula se extiende vy, el
tercer estado es cuando existe una disminucion en la velocidad del crecimiento antes
de la penetracion de la radicula en las capas del endospermo y en la testa interna. Se
ha demostrado que en plantas silvestres de Arabidopsis, la proteina ABI5 es esencial
para que se dé la disminucion en la velocidad del crecimiento dependiente de ABA. La
acumulacion de ABI5 se induce por ABA, solo dentro de un intervalo de tiempo de
alrededor de 60h posteriores a la estratificacion. Los embriones germinados
permanecen viables pero quiescentes durante el tiempo que ABA esté presente. Este
mecanismo de control negativo sobre el crecimiento en embriones germinados
representa un mecanismo adaptativo para incrementar la tasa de sobrevivencia de

Arabidopsis bajo condiciones de déficit hidrico (Lopez-Molina et al., 2001).

Por otro lado, ABA regula la acumulacion y la actividad de ABI5 durante una limitada
ventana en el desarrollo de la plantula. Cuando hay una disminucion en los niveles de
ABA, ABI5 se degrada rapidamente por un proceso que implica la via del proteosoma y

que coincide con el inicio del crecimiento vegetativo (Lopez-Molina et al., 2001).

El ABA también se ha implicado como un regulador positivo de proteinas que se
acumulan en la semilla seca y se ha propuesto que participan en la tolerancia a la
desecacion. Al mismo tiempo que aparecen niveles altos de ABA en los embriones en
estadios medios y avanzados se acumulan ciertos RNAs mensajeros, entre los que se
encuentran aquéllos que codifican para las llamadas proteinas LEA (Late Embryogenesis
Abundant) (Baker et al., 1988; Dure et al., 1989).

e Proteinas de embriogénesis tardia.

Las proteinas LEA, las cuales se han clasificado en varias familias de acuerdo a su
similitud de aminoacidos, se acumulan en altos niveles durante la etapa tardia de la
embriogénesis, justo antes del inicio de la desecacion de la semilla. Algunas de ellas
también se acumulan en tejidos vegetativos durante periodos de pérdida de agua, asi
como por estrés osmotico, generado por diversos agentes medioambientales
(deshidratacion, salinidad, frio y congelamiento) (Bray, 1993; Galau et al., 1986). Los

genes LEA fueron primero identificados y caracterizados en algodon como un grupo de



genes que codifican a transcritos que se acumulan en altos niveles en los embriones en
la Ultima etapa del desarrollo de las semillas, cuando éstas pierden mas del 90% de su
contenido de agua (Dure et al., 1981). Se ha propuesto que la expresion de la gran
mayoria de los genes LEA descritos a la fecha esta regulada por la fitohormona ABA
durante el desarrollo de la semilla. Altos niveles en la expresion de estos genes
correlaciona con altos niveles de esta hormona, tanto durante el desarrollo de la planta

como durante la respuesta a estrés (Skriver et al., 1990).

Las proteinas LEA tipicas son proteinas altamente hidrofilicas, ricas en residuos de
glicina o de otros aminoacidos pequefos (ala, ser, thr) y aminoacidos cargados y, en su
mayoria, carecen de cisteina y triptofano. Se predice que la gran mayoria de las
proteinas LEA se caracterizan por no tener una estructura globular y ser, por lo tanto,
resistentes a la coagulacion por efecto de altas temperaturas, lo que las ha clasificado
en el grupo de las proteinas intrinsicamente desordenadas (IDP, del inglés intrinsically
disordered proteins) (Dure Ill, 1993). Estas caracteristicas generales las ha clasificado
en un grupo mas amplio de proteinas denominadas como “hidrofilinas” (Garay-Arroyo et
al., 2000, Battaglia et al., 2008). Las proteinas LEA se agrupan en 6 familias o grupos de
acuerdo a la homologia en su secuencia de aminoacidos (Colmenero-Flores et al., 1997;
Ingram y Bartels, 1996; Dure, 1993b; Battaglia et al., 2008). De estos grupos, 5
pertenecen al grupo de las llamadas LEA tipicas y uno que pertenece a las llamadas
LEA atipicas, éstos han sido descritos en base a la similitud de la secuencia de
aminoacidos y a la presencia de motivos conservados de proteinas LEA de diferentes
especies. Las caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas LEA tipicas permitieron la
identificacion de un amplio grupo de proteinas presentes en diferentes organismos
llamadas hidrofilinas, en el que mas del 90% de las proteinas LEA descritas a la fecha
estan incluidas. Por otra parte, se ha sugerido que su conformacion flexible y su alta
hidrofilicidad les proporciona una gran capacidad para interactuar con el agua y
proteger proteinas y otras macromoléculas, asi como otras estructuras celulares, de los
efectos de la sequia. Otras posibles funciones propuestas para las proteinas LEA son el
secuestro de iones (Dure, 1994b) y el transporte de proteinas nucleares durante

periodos de estrés (Goday et al., 1994).
> Proteinas LEA del grupo | (familia D-19).

Son proteinas altamente homologas entre si (alrededor de 65% de identidad y 80% de
similitud) y de bajo peso molecular (90-110 aminoacidos). Contienen una secuencia

conservada de 20 aminoacidos hidrofilicos, con un alto contenido en residuos de glicina



(16-21%), GGQTRKEQLGEEGYREMGHK. Este motivo se encuentra en tandem a lo largo de
toda la proteina, lo que favorece que adopten una estructura flexible (“random coil”)
en la mayor parte de su extension (Espelund et al., 1992). Este grupo de proteinas LEA
es el mas representado en la escala filogenética; ya que se han descrito proteinas

similares en organismos de los tres dominios filogenéticos bacteria, archaea y eukarya.
> Proteinas LEA del grupo Il (familia D-11).

Estas proteinas son conocidas como dehidrinas, presentan tamanos muy variados (14-
150 kDa). Se caracterizan por una secuencia altamente conservada de 15 aminoacidos o
segmento K, rica en residuos de lisina, con un consenso de EKKGIMDKIKEKLPG,
localizado en el extremo carboxilo terminal (Campbell et al., 1997, Galau y Close,
1992). El nlcleo de esta region rica en lisina esta repetido una o varias veces en las
proteinas y se propone que podria formar hélices anfipaticas. Las proteinas LEA en este
grupo también presentan un conjunto de serinas que pueden ser fosforiladas; esta
region esta presente en varias proteinas de este grupo pero no en todas (Close et al.,
1993). Algunas dehidrinas presentan como dominio conservado, el motivo (V/T)
DEYGNP, también llamado “segmento Y”, el cual esta localizado cerca de su extremo
N-terminal (Close, 1996). Las proteinas de este grupo pueden estar localizadas en el
nicleo y en el citoplasma, como se ha mostrado por experimentos de
inmunolocalizacion y fraccionamiento subcelular. Este grupo de proteinas es el mas
caracterizado hasta ahora. También se ha descrito que tienen cierta capacidad de

interaccionar con membranas.
> Proteinas LEA del grupo lll (familia D-7).

Este grupo de proteinas se caracteriza principalmente por la presencia de 11-meros con
la secuencia consenso de aminoacidos TAQAAKEKAGE, los cuales se repiten en tandem
en un namero variable de veces (entre 5 y 13). Esto hace que los miembros de esta
familia tengan tamanos muy variables. Como en el caso de las dehidrinas, se propone
que estos motivos constituyen a-hélices anfifilicas. Las proteinas LEA del grupo Il se
encuentran uniformemente distribuidas en embriones de algodon en una concentracion
estimada de 0.34 mM, lo que supone el 4% de la proteina citosolica total (Dure, I
1993a). Esta familia es la mas heterogénea ya que la secuencia consenso muestra gran
variabilidad (TAQAAKEKAGE).



> Proteinas LEA del grupo IV (familia D-113)

Estas proteinas se caracterizan porque poseen un rango muy variable de tamano (88-
175 aminoacidos), son muy ricas en residuos de glicinas y treoninas y, a diferencia de
los otros grupos de proteinas LEA, son muy ricas en alaninas (11-20%). De acuerdo con
el analisis de su secuencia de aminoacidos, se predice que poseen un dominio en el
extremo N-terminal conservado de unos 60-80 aminoacidos con una estructura a-hélice
practicamente ininterrumpida. El resto de la proteina varia en tamafo y su secuencia

esta poco conservada (Dure Ill, 1993).
> Proteinas LEA del grupo V

Dentro de este grupo se encuentran las denominadas LEAs atipicas que no pertenecen a
ninguna de las familias antes descritas y no presentan el grado de hidrofilicidad ni la
composicion general de aminoacidos que caracterizan a las otras proteinas LEA (Galau
et al., 1993). Son proteinas de embriogénesis tardia que muy probablemente cumplen
funciones diferentes a las LEA hidrofilicas o “tipicas”. Su expresion en hojas maduras y
sus dominios hidrofobicos podrian estar relacionados con la proteccion de los tilacoides

cloroplasticos durante el estrés (Galau et al., 1993).
> Proteinas LEA del grupo Vi

Este grupo de proteinas incluye a la proteina PvLEA-18 de frijol y proteinas de tabaco,
tomate, soya, chicharo, maiz y Arabidopsis, las cuales fueron detectadas con un
anticuerpo dirigido contra la proteinas PvLEA-18 (Colmenero-Flores et al., 1999). Estas
proteinas no muestran una homologia significativa con las proteinas LEA de los grupos
conocidos, de ahi que fueran incluidas en un nuevo grupo (Colmenero-Flores et al.,
1997). Se ha demostrado que PvLEA-18 es un gen de respuesta a estrés que codifica
para una proteina con una masa molecular aparente de 14-kDa que se acumula durante
la embriogénesis tardia y en respuesta a déficit hidrico en tejido vegetativo. Esta
proteina se caracteriza por ser altamente hidrofilica y se propone que posee una
estructura flexible (“random coil”). Se ha sugerido que responde al estatus hidrico de
la planta durante su desarrollo normal por lo que también se acumula en ciertos tejidos
de plantas crecidas bajo condiciones optimas, en donde el potencial osmotico es mas

bajo que en las zonas de en donde no hay crecimiento.



Il.- ANTECENDENTES

En estudios anteriores se caracterizd el gen PvLEA-18 y se demostrd que constituia un
nuevo gen de frijol (Phaseolus vulgaris L.). Se encontro que tanto el transcrito como la
proteina del gen PvLEA-18 se expresan en semillas durante la fase de embriogénesis
tardia. Ademas se acumula en plantulas de frijol en crecimiento etiolado, no sélo en
respuesta a déficit hidrico, sino también en tejidos en crecimiento durante condiciones
de irrigacion optima y en tejidos vegetativos en respuesta a ABA exogeno y a
condiciones de deshidratacion (Colmenero-Flores et al., 1997). Ademas, con el analisis
de la secuencia de este gen se encontro que en su region reguladora localizada en el
extremo 5° se encuentran elementos cis que podrian ser reconocidos por factores
transcripcionales. Entre los elementos cis identificados a la fecha estan un elemento
ABRE, tres motivos ACGT o cajas G, dos sitios de reconocimiento para factores tipo
MYB, dos secuencias de reconocimiento para factores tipo MYC involucrados en la
respuesta a ABA y un elemento as1 que esta involucrado en la respuesta a acido

salicilico y a auxinas (Figura 1).
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Figura 1. Localizacion de elementos de respuesta a ABA presentes en el promotor del gen
PvLEA-18.

La regulacion transcripcional del gen PvLEA-18 se analiz6 usando plantas transgénicas
de A. thaliana transformadas con dos genes quiméricos constituidos por la region
promotora del gen PvLEA-18 fusionada a la region codificante del gen reportero GUS,
usando como terminador, en un caso, la region 3' no traducida del gen NOS (nos-3") vy,
en el otro, la region 3' no traducida del gen PvLEA-18 (PvLEA-18-3") (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama que muestra la estructura de los dos genes quiméricos. En una de las construcciones
(A) se fusiono la region promotora del gen PvLEA-18 con la region codificante del gen B-glucuronidasa
(GUS) se utilizdo como terminador la region 3 de la nopalina sintasa (5 -PvLEA-18/GUS/nos-3") y, en la
otra construccion (B) la region 3 del gen (PvLEA-18/GUS/PvLEA-18-3") (Moreno y Covarrubias , 2001).

En este trabajo se demostré que la region 3' NT del gen PvLEA-18 incrementa la
actividad del gen reportero GUS durante el desarrollo de la planta y también en
respuesta a deshidratacion, siendo notablemente mayor la producida en respuesta a
deshidratacion, pero no asi en respuesta a ABA. Tratamientos con fluoridona, un
inhibidor de la sintesis de ABA, sugirieron que la respuesta del gen PvLEA-18 a
condiciones de deshidratacion es independiente de ABA (Moreno y Covarrubias, 2001).
Todo lo anterior indicé que la respuesta del gen PvLEA-18 a deshidratacion depende
parcialmente de su region 3' y, que su regulacion en respuesta a sequia es
mayoritariamente independiente de ABA. Con la finalidad de definir con mayor
precision la participacion de ABA en la expresion del gen PvLEA-18 en respuesta al
déficit hidrico mediada por su region 3" -UTR, se realizaron cruzas entre plantas con los
genes quiméricos 5 PvLEA-18/GUS-nos-3" 6 5 Pvlea-18/GUS/PvLEA-18-3" con plantas
insensibles a ABA (abi1-1), y se confirm6 que la expresion del gen PvLEA-18 en
condiciones de deshidratacion es predominantemente independiente de ABA, y que los
altos niveles de expresion de este gen dependen mayoritariamente de su region 3'.
Ademas, se determind que la expresion del gen Pvlea-18 durante el desarrollo de la
semilla no depende de la funcionalidad de la proteina ABI1. Cabe hacer notar que en
esta serie de experimentos se descubrié que en las plantas mutantes abi1, insensibles a
ABA, el gen quimérico 5 PvLEA-18/GUS/Pvlea-18-3" se expresa en niveles similares
tanto en condiciones control, como en condiciones de deshidratacion sugieriendo que la

proteina ABI1 actla como un regulador negativo de la expresion del gen PvLEA-18




durante el desarrollo normal de la planta, al menos en la etapa (plantulas 4 semanas de

crecimiento) y bajo las condiciones analizadas.

Resultados en ellaboratorio obtenidos por Marina Battaglia demostraron que el efecto
regulatorio de la region 3 -no traducida del gen PvLE-18 se ejerce a nivel traduccional
(Battaglia M., tesis doctoral), lo que indica que la region 3" -NT de este gen favorece la
traduccion de su transcrito en condiciones en que la traduccion global disminuye, como
lo es una condicion de estrés. Esto garantiza que proteinas necesarias para la célula

ante una condicion determinada sean producidas aun en condiciones desfavorables.

Con la finalidad de definir con mayor claridad la participacion del ABA en la regulacion

de la expresion genética del gen PvLEA-18 nos planteamos la siguiente hipotesis:



lll.- HIPOTESIS

ELl ABA regula la expresion del gen PvLEA- 18 durante el desarrollo de la semilla y
en la etapa de establecimiento de la plantula, independiente de la region 3" -no

traducida y a través de los factores transcripcionales ABI3 y ABI5.

IV.- OBJETIVOS

1. Objetivo General

Identificar los factores que participan en la regulacion de la expresion del gen PvLEA18

que es mediada por ABA.

2. Objetivos Particulares

+ Determinar la expresion de GUS en extractos de semilla seca de plantas mutantes
abi3 y abi5, que contienen las construcciones 5 PvLEA-18/GUS-nos-3" 6 5 PvLEA-
18/GUS/Pvlea-18-3".

+ Determinar la expresion de GUS en la etapa de establecimiento de la plantula en
plantas mutantes abi3, abi5 y abi1, que contienen las construcciones 5’ PvLEA-
18/GUS-nos-3" 6 5 PvLEA-18/GUS/Pvlea-18-3".



V.- MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal.

Con la finalidad de monitorear la expresion del gen reportero en presencia o no de su
region 3’-no traducida, se usaron semillas de plantas transgénicas de A. thaliana
transformadas con las construcciones 5’-PvLEA18/GUS/PvLEA-18-3’ &6 5’-
PvLEA18/GUS/nos-3’ (Moreno y Covarrubias, 2001), asi como semillas de plantas
insensibles a ABA de las mutantes abi-1 que se encuentran en el fondo genético
Landsberg erecta y, abi3-1 y abi-5 que se encuentran en el fondo genético Columbia,

transformadas con las construcciones arriba mencionadas.

2. Esterilizacion de la semilla.

Una vez colectada la semilla seca, ésta fue hidratada en 1 ml de agua destilada estéril
por 1 hora a 4°C. Posteriormente, se centrifugaron los tubos aproximadamente 20
segundos, se retird el agua y se desinfectaron con etanol absoluto (100%) durante 3
minutos. Nuevamente se centrifugaron los tubos durante 20 segundos para decantar el
etanol. Se agregd una solucion de cloro 40% + triton X-100 al 0.02% durante 7 minutos y
se centrifugaron por 20 segundos para decantar esta solucidon, se enjuagaron las
semillas cinco veces con agua destilada estéril, cada lavado se hizo de 2 a 3 minutos,
en el Ultimo lavado la semilla se guardd con 500 pl de agua a 4°C por toda la noche
antes de ser sembrada. El volumen de cada solucion y de agua vario dependiendo de la

cantidad de semilla que se vaya a esterilizar.

3. Siembra de plantas.

Las semillas utilizadas fueron germinadas en un medio de crecimiento (GM) que
contiene sales MS 4.3 g/L (Murashige-Skoog,1962), vitamina Bs 1ml/L, sacarosa 10 g/L
(1%), MES 0.5 g/L, bacto-agar 6.5 g/L (0.65%); pH 5.7, en cajas Petri de 9 cm de
didmetro y sobre una tela previamente estéril para facilitar la toma de muestra. Se
estratificaron a 4°C por 3 dias en obscuridad. Luego fueron transferidas al cuarto de
cultivo vegetal bajo condiciones controladas de temperatura a 24 °C y un fotoperiodo
de 16 horas-luz/8 horas-obscuridad. Se realizé la toma de muestra de semilla seca
(tiempo 0) y durante la etapa de establecimiento de la plantula, es decir a los 2, 4, 5,

6, 7y 8 dias post-estratificacion.



4. Extraccion de proteina.

El tejido colectado durante la etapa de establecimiento de la plantula, fue congelado
con nitrogeno liquido. Posteriormente se maceraron las muestras mediante un politron,
se adicionaron 400 pl de buffer de extraccion de GUS, que contiene buffer de fosfato
de sodio, pH 7.0, 50 mM, 10 mM B-mercaptoetanol, Na,EDTA pH 8.0 10 mM, sarcosyl
0.1% y Triton X-100 0.1%. Se siguid el protocolo descrito por Jefferson (1987). Las
muestras se centrifugaron a 14000 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante se
transfirid a tubos, de los cuales se tomaron 2.5 pl del extracto a los que se les adiciond
797.5 pl de agua y 200 pl del buffer para obtener la concentracion de proteina deseada.
El contenido de proteina de los extractos se determind por el método de Bradford
(Bio-Rad) (Bradford et al., 1976).

5. Determinacion fluorométrica de la actividad de GUS.

El analisis fluorométrico de la actividad de GUS se realizd usando el sustrato 4-
methylumbelliferyl B-D-Glucuronide (4-MU) (Research Organics, Inc.) de acuerdo al
procedimiento descrito por Jefferson et al. (1986) que detecta picomoles de 4-
methylumbelliferyl (4MU) por miligramo de proteina por minuto. La cuantificacion de la

actividad de GUS se realiz6 con un fluorimetro DyNA Quant™ 200 (Hoefer).



VI.- RESULTADOS

1.- Analisis del efecto de mutantes insensibles a ABA sobre los patrones de
expresion del gen reportero GUS en presencia o no de la region 3’-no
traducida (3°-NT) del gen PvLEA-18 durante la etapa de establecimiento de

la plantula.

Con la finalidad de obtener informacion respecto a la participacion de ABA sobre la
expresion del gen PvLEA-18 se monitored la expresion del gen reportero GUS a través
de la actividad de la enzima B-glucuronidasa (ver Materiales y Métodos), utilizando las
plantas transgénicas de A. thaliana transformadas con las construcciones 5 -PvLEA-
18/GUS/PvLEA-18-3’ 6 5 -PvLEA-18/GUS/nos-3" (Moreno and Covarrubias, 2001) y las
plantas mutantes abi?-1, abi3-1 6 abi5 conteniendo las construcciones 5 ’-PvLEA-
18/GUS/PvLEA-18-3" 6 5°-PvLEA-18/GUS/nos-3’. Para ello, se obtuvo proteina tanto de
semilla seca como de la etapa de establecimiento de las plantulas (cubriendo un
periodo de 7 dias de crecimiento post-estratificacion). A partir de estos extractos se
determind por analisis fluorométrico la actividad de la enzima B-glucuronidasa.
Experimentos como el que se describe arriba se llevaron a cabo tres veces de manera
independiente cuidando que se reprodujeran fielmente las condiciones de crecimiento

y la toma de las muestras.

1.a. Efecto de la falta de las proteinas ABI3 y ABI5

Los resultados de la Figura 1a muestran las actividades de GUS obtenidas durante la
etapa de establecimiento de la plantula en la linea parental y en la mutante abi5 que
llevan la construccion PvLEA-18/GUS/nos-3°. El efecto de la falta de la proteina ABI5
durante esta etapa se ve reflejado solo al dia 6, en donde se puede apreciar que la
actividad de GUS es ligera pero significativamente menor que la de las plantas con ABI5
silvestre. Estos resultados indican que la region promotora del gen PvLEA-18 posee
elementos cis que permiten que ABI5 active ligeramente la expresion de este gen, al

menos en las condiciones de crecimiento analizadas.
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Figura 1a. Analisis de la expresion del gen reportero GUS en plantas sensibles a ABA 5 -PvLEA-18/GUS/nos-3°, asi
como en las plantas insensibles a ABA obtenidas de las cruzas abi5xPvLEA-18/GUS/nos-3 ", bajo condiciones 6ptimas de
crecimiento. Las plantas fueron crecidas en medio MS a 24°C bajo fotoperiodo de 16 horas luz/8 obscuridad. Se grafico

el promedio de tres experimentos independientes.
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Figura 1b. Analisis de la expresion del gen reportero GUS en plantas sensibles a ABA 5°-PvLEA-18/GUS/PvLEA18-3", as

como en las plantas insensibles a ABA obtenidas de las cruzas abi5xPvLEA-18/GUS/PvLEA-18-3°, bajo condiciones dptimas

de crecimiento. Las plantas fueron crecidas en medio MS a 24°C bajo fotoperiodo de 16 horas luz/8 obscuridad. Se graficd

el promedio de tres experimentos independientes.

En la Figura 1b se muestran las actividades de GUS obtenidas a partir de plantas
mutantes abi5 que llevan la construccion PvLEA-18/GUS/PvLEA18-3’, durante la etapa
de establecimiento de la plantula. Los datos muestran, por un lado, que la region 3’NT
del gen PvLEA18 ejerce un efecto incrementador sobre la expresion de GUS, lo que
indica que esta region 3’NT también tiene una regulacion positiva sobre la traduccion
de este gen bajo condiciones éptimas de crecimiento, en una etapa en la que la
plantula se encuentra en crecimiento activo. Este resultado apoya los resultados
obtenidos en plantulas de frijol durante etapas similares (Moreno-Fonseca vy
Covarrubias, 2001). Sin embargo, este aumento en la actividad de GUS anula la ligera

disminucion en la expresion de esta enzima en el dia 6 provocada por la ausencia de



ABI5. También en esta figura puede observarse una ligera disminucion de la actividad
de GUS en las plantulas que llevan la construccion PvLEA-18/GUS/PvLEA-18-3" durante
el dia 8, esta disminucion refleja la participacion de ABI5 como regulador positivo

durante este dia y solo en las plantulas con la construccion antes mencionada.

Como se muestra en las Figuras 2a y 2b, los resultados obtenidos con la mutante abi3
son similares a los obtenidos con la mutante abi5; es decir, la ausencia de ABI3 da lugar
a una pequena disminucion en la actividad de GUS en el dia 6 durante la etapa de
establecimiento de la plantula. Este efecto ya no es detectable cuando la region 3°-NT
del gen PvLEA18 sustituye a la region 3°-NT de NOS, que dada la intensidad de su
efecto positivo sobre la produccion de GUS, impide detectar el efecto activador que
ejerce ABI3 sobre el promotor del gen. Ademas, la ligera disminucion en la actividad de
GUS durante el dia 8 es similar en las mutantes abi3 y abi5, solo en las plantulas que
llevan la construccion PvLEA-18/GUS/PvLEA-18-3°. Lo que también refleja la
participacion de ABI3 como regulador positivo del gen PvLEA-18 al menos en esta etapa

y condicion analizada.
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Figura 2a. Andlisis de la expresion del gen reportero GUS en plantas sensibles a ABA 5°-PvLEA-18/GUS/nos-3", asi
como en las plantas insensibles a ABA obtenidas de las cruzas abi3xPvLEA-18/GUS/nos-3", bajo condiciones optimas de
crecimiento. Las plantas fueron crecidas en medio MS a 24°C bajo fotoperiodo de 16 horas luz/8 obscuridad. Se

grafico el promedio de tres experimentos independientes.
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Figura 2b. Analisis de la expresion del gen reportero GUS en plantas sensibles a ABA 5 -PvLEA-18/GUS/nos-3", asi
como en las plantas insensibles a ABA obtenidas de las cruzas abi3xPvLEA-18/GUS/nos-3", bajo condiciones 6ptimas de
crecimiento. Las plantas fueron crecidas en medio MS a 24°C bajo fotoperiodo de 16 horas luz/8 obscuridad. Se grafico

el promedio de tres experimentos independientes.

> Efecto de la falta de la proteina ABI1

En el caso de la mutante abi?-1, cabe recordar que esta mutacion genera una proteina
ABI1 alterada debido al cambio de una sola base en la secuencia del gen, aun asi
permite la sintesis de esta proteina pero con una funcion modificada, lo cual genera
una mutante dominante. Esto significa que abi1-1 es una proteina en la que su
actividad como regulador negativo esta exacerbada, de tal forma que se mantiene
siempre en una conformacion en la que su efecto negativo es constante, por lo que se
conoce como una mutante dominante negativa. Asi, los resultados en las Figuras 3a y 3b
muestran que esta proteina ejerce un ligero efecto sobre la expresion del gen PvLEA-18
dependiente de su promotor en el dia 6 durante esta etapa del desarrollo de la planta.
El pequeiio aumento en la actividad de GUS al dia 6 en las plantas con abi1-1 muestra
que esta proteina modificada induce un efecto activador sobre la expresion de GUS.
Como en los casos anteriores este efecto ya no se detecta al incrementarse la expresion
de GUS por la presencia de la region 3’-NT del gen PvLEA-18. Por otro lado, aunque la
presencia de la region 3’-NT del gen PvLEA-18 tampoco parece cambiar este patron de
expresion en presencia de la proteina ABl mutante, es posible apreciar que existe una
disminucion significativa en la actividad de GUS en el dia 2, en el que las plantulas aln
se encuentran en el periodo de estratificacion en frio. Llama la atencion que esta
disminucion solo se detecta en presencia de la region 3’ NT del gen PvLEA18, lo cual
indica que el efecto como regulador negativo de ABI1 se da en este gen a través de esta
region 3’NT.
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Figura 3a. Analisis de la expresion del gen reportero GUS en plantas sensibles a ABA 5-PvLEA-18/GUS/nos-3", asi
como en las plantas insensibles a ABA obtenidas de las cruzas abi1-1xPvLEA-18/GUS/nos-3", bajo condiciones optimas
de crecimiento. Las plantas fueron crecidas en medio MS a 24°C bajo fotoperiodo de 16 horas luz/8 obscuridad. Se

grafico el promedio de tres experimentos independientes.
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Figura 3b. Analisis de la expresion del gen reportero GUS en plantas sensibles a ABA 5°-PvLEA-18/GUS/PvLEA-18-3", asi
como en las plantas insensibles a ABA obtenidas de las cruzas abi1-1xPvLEA-18/GUS/PVLEA-18-3", bajo condiciones optimas
de crecimiento. Las plantas fueron crecidas en medio MS a 24°C bajo fotoperiodo de 16 horas luz/8 obscuridad. Se grafico el

promedio de tres experimentos independientes.

Estos resultados, junto con el hecho descubierto en nuestro laboratorio, que indica que
esta region 3’ NT regula la expresion del gen PvLEA-18 a nivel traduccional, sugiere que
el RNAm del gen PvLEA-18 acumulado en la semilla (o sintetizado de novo) se traduce
durante la germinacion y durante la etapa de establecimiento de la plantula. Esto es
consistente con un reporte de la literatura en donde se observo que algunas proteinas
LEA de algoddn se sintetizan de novo durante las primeras horas de la germinacion
(Roberts, 1993) y, por otro lado, debilita la idea de que las proteinas LEA y sus RNAm

solo se degradan en estas etapas. Estos resultados también sugieren que la sintesis de



algunas proteinas LEA se mantiene durante una etapa corta post-estratificacion y
durante el establecimiento de la plantula para contribuir también a la proteccion de la
plantula durante estas primeras etapas de su desarrollo en las cuales pueden ser muy

sensibles a los cambios ambientales.

2. Analisis del efecto de mutantes insensibles a ABA sobre los patrones de
expresion del gen reportero GUS en presencia o no de la region 3’-no

traducida del gen PvLEA-18 en la semilla seca.

De los datos en la Figura 4 resulta evidente que el efecto estimulante que ejerce la
region 3’-NT sobre la expresion de la proteina PvLEA-18 también se da durante el
desarrollo de la semilla, ya que la cantidad de GUS acumulada en la semilla seca
siempre es mayor en las semillas provenientes de las plantas que contienen la
construccion PvLEA-18/GUS/PvLEA-18-3’. De esta grafica también se puede apreciar
que la presencia de la proteina abi1-1 dominante negativa ejerce un efecto negativo
sobre la expresion de GUS, el cual es patente cuando la expresion se modula por la
region 3’-NT del gen PvLEA-18. Este efecto es similar al que se observa en el dia 2 del
experimento anterior. Esto sugiere que ABI1 actia como un regulador positivo de la
expresion de la proteina PvLEA-18, en contraste con la funcion como regulador negativo
atribuida a esta proteina, o que ABI1 regula negativamente a un regulador positivo de
la expresion de la proteina PvLEA-18. Cualquiera que sea la explicacion resulta
sorprendente que esta proteina, a la cual se le atribuye su funcion en tejidos
vegetativos, particularmente en la regulacion del cierre y la apertura de los estomas,
se presente como un regulador de la via de transduccion de ABA durante el desarrollo
de la semilla.

Por otro lado, al comparar las actividades de GUS que presentan las semillas que
carecen de ABI5 con las semillas silvestres es claro que la actividad de GUS es menor en
las semillas de plantas sin ABI5 que en las semillas en las que ABI5 es funcional, lo que
indica que en esta etapa del desarrollo ABI5 actia como un regulador positivo de la
expresion del gen PvLEA18. En contraste, no fue posible detectar diferencias
significativas entre la actividad de GUS de semillas silvestres y de semillas que carecen
de ABI3, lo que sugiere que a diferencia de otros genes LEA, la expresion del gen

PvLEA18 durante el desarrollo de la semilla no requiere de ABI3.
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Figura 4. Analisis de la expresion del gen reportero GUS en semilla seca de plantas sensibles a ABA 5 '-PvLEA-18/GUS/nos-3" y
5°-PvLEA-18/GUS/PvLEA-18-3°, asi como en la semilla seca de plantas insensibles a ABA obtenidas de las cruzas de las
mutantes abi5, abi3 y abi1-1 con PvLEA-18/GUS/nos-3" o con PvLEA-18/GUS/PvLEA-18-3". Se grafico el promedio de tres

experimentos independientes.




VII.- DISCUSION

Durante el déficit hidrico, las plantas sufren cambios fisiologicos, asi como alteraciones
en la expresion génica. Un cambio tipico en la expresion génica durante el déficit
hidrico es la induccion de genes que normalmente se expresan abundantemente en la
embriogénesis tardia (Lea) (Baker et al., 1988). Las proteinas LEA presentan un
marcado incremento de su expresion en embriones en los Gltimos estados de desarrollo
de la semilla, cuando esta pierde del 90% al 95% de su contenido de agua, algunas de
estas proteinas también se expresan en tejido vegetativo. La expresion de algunos
genes LEA durante diferentes tipos de estreses abioticos es mediada por ABA a través
de diferentes clases de secuencias en el DNA, como es el caso de los elementos en el
promotor que act(an en cis conocidos como ABRE y los que act(lan en trans como los

factores de transcripcion, bZIP.

El gen PvLEA-18 codifica para una proteina que se acumula durante la embriogénesis
tardia y en respuesta a déficit hidrico en tejido vegetativo en frijol. Sabemos que tanto
el transcrito como la proteina se van acumulando a lo largo del desarrollo de la semilla
alcanzando niveles maximos en la etapa de deshidratacion de la semilla, cuando esta
alcanza su madurez. También sabemos que los niveles de este transcrito empiezan a
disminuir una vez que la semilla de frijol se coloca en un ambiente hiUmedo y que ya no
es detectable por experimentos tipo Northern después de 48 h de imbibicion; en tanto
que la proteina es detectable aln después de seis dias de imbibicion. Los resultados
obtenidos de plantas de frijol, por otro lado, demostraron que esta proteina y su
transcrito se acumulan en respuesta a la limitacion de agua en los diferentes drganos de
la planta, en mayores niveles en las raices que en las hojas. Un efecto similar se
observo cuando las plantas se sometieron a tratamientos con altos niveles de ABA (100
uM) en la soluciéon de riego. A diferencia de muchos otros genes o proteinas LEA, la
proteina PVLEA-18 y su transcrito también se acumulan durante el desarrollo de la
planta de frijol en condiciones normales, en particular, en las zonas en crecimiento del
hipocotilo y de la raiz, las cuales muestran potenciales osmaticos e hidricos menores a
las regiones que no estan creciendo, y también en las regiones meristematicas como
son los primordios de las raices secundarias (Colmenero-Flores, 1999). Un patron de
expresion similar se detecto en plantas de Arabidopsis que fueron transformadas con
una construccion en la que la region promotora del gen PvLEA18 se fusiono al gen
reportero GUS, con o sin la region 3’-NT del gen PvLEA-18. Los experimentos con estas

construcciones permitieron definir que la region 3’-NT del gen PvLEA-18 funciona como



un “estimulador” de la expresion de esta proteina y que este efecto es el responsable
de los mayores niveles de expresion, detectados a través de GUS, en respuesta a
tratamientos por déficit hidrico. Sin embargo, se demostré que este incremento en la
expresion inducida por la limitacion de agua ocurre mayoritariamente de una forma

independiente del ABA (Moreno y Covarrubias, 2001).

Aunado a todo lo anterior, el analisis de la secuencia de nucledtidos de este gen
permitio detectar que dentro de su region promotora existen un elemento ABRE, tres
cajas-G, dos elementos MYB, dos elementos MYC y un elemento as1 (Moreno y
Covarrubias, 2001). Debido a la presencia del elemento ABRE, podria pensarse que la
expresion de este gen estd modulada por una via dependiente de ABA; ya sea,
parcialmente, durante la respuesta a estrés y/o durante alguna etapa del desarrollo de

la planta.

Estas observaciones nos llevaron a proponer que la expresion de este gen podria
depender del ABA durante el desarrollo de la semilla o el establecimiento de la

plantula, etapas en las que se ha descrito que ABA juega un papel preponderante.

Analisis de la expresion del gen PvLEA-18 en mutantes insensibles a ABA durante la

etapa de establecimiento de la plantula.

Se sabe que el rompimiento de la dormancia, que ocurre antes de establecer el
crecimiento de la plantula es una fase fragil en el ciclo de vida de las plantas. Durante
esta transicion, las plantas pueden ser capaces de monitorear el estatus hidrico en el
ambiente y de esta manera establecer sus respuestas de adaptacion contra el estrés.
Desde la dormancia hasta la etapa de establecimiento de la plantula, el ABA juega un
papel importante en la respuesta al estrés hidrico, por lo tanto se asume que el ABA
regula estos procesos. Sin embargo, los mecanismos moleculares de este proceso, asi
como su relevancia fisioldgica ain no estan del todo claros. Lopez-Molina et al. (2002)
propuesieron que el ABA participa en esta etapa de establecimiento después de
demostrar que si las plantulas se tratan con ABA, los transcritos de ABI3 y de ABI5 se
acumulan en esta etapa y, que algunos genes de respuesta a estrés (tipo LEA) dependen
de estos factores para su expresion en este estadio de desarrollo (figura a).
Adicionalmente estos datos sugirieron que esta etapa funciona como una etapa de

verificacion de las condiciones del ambiente, lo cual le permitiria a la planta decidir si



disminuye o detiene su crecimiento o si prosigue con el mismo. Esta hipotesis resulta
atractiva, ya que es consistente pensar que la expresion de genes de estrés permitiria a
la planta prevenir y enfrentar una situacion de agobio ambiental que pudiera arriesgar
su supervivencia. Por lo dicho arriba, nos preguntamos si el gen PvLEA-18 pudiera
funcionar como uno de estos genes de estrés cuyo producto pudiera ayudar a la planta
a prevenir los dafos provocados por condiciones ambientales adversas y, por tanto, si
se expresaba en esta etapa de desarrollo bajo control de una via dependiente de ABA.
Los resultados de este trabajo demuestran que en efecto el gen PvLEA18 se expresa en
esta etapa del desarrollo de la planta y que, al menos, en la ventana de sensibilidad a
ABA que tienen las plantulas de Arabidopsis en esta etapa( al sexto dia) esta expresion
depende de los factores ABI3 y ABI5. El efecto activador de estos factores se deduce de
la disminucion en las actividades de GUS, en el dia 6 post-estratificacion, en las plantas
que carecen de estas proteinas comparadas con las plantas silvestres (figura a). Como
se hace notar en la seccion de resultados, este efecto ya no es detectable cuando el
gen reportero se fusiona a la region 3’-NT del gen PvLEA-18, lo que sugiere que la
expresion de este gen depende principalmente de esta region, también en estas
condiciones.

Si ahora se considera el hecho de que la region 3’-NT del gen PvLEA-18 regula la
expresion de este gen a nivel traduccional incrementando la sintesis de la proteina
como lo demuestran los datos de M. Battaglia en nuestro laboratorio (Battaglia y
Covarrubias, en preparacion), ésto nos lleva a sugerir que la expresion de la proteina
PVLEA-18 en esta etapa se da, ya sea a partir del RNA acumulado en la semilla y gracias
a que esta region del transcrito favorece su traduccion, o bien a partir de RNA cuya
sintesis de novo esta activada por reguladores diferentes a ABI3 y ABI5 o por un efecto
sinérgico de diferentes activadores positivos adicionales a éstos. De acuerdo al analisis
de la secuencia promotora de este gen, los otros FTs que posiblemente podrian regular
este gen serian los factores MYB o MYC, que también se han involucrado en la respuesta

dependiente de ABA (ver Introduccion).

Los resultados de este trabajo demuestran que en efecto el gen PvLEA-18 se expresa en
esta etapa del desarrollo de la planta, pero al parecer su expresion no depende
importantemente de ABA, al menos a través de los factores ABI3 y ABI5. Sin embrago,
cabe mencionar que fue posible detectar que el promotor del gen PvLEA-18 es capaz de
responder, ligeramente, a la activacion por ABI3 y por ABI5 durante una ventana muy
pequena de esta etapa; ya que las actividades de GUS fueron menores en las plantas

que carecen de estas proteinas comparadas con las plantas silvestres solo en el dia 6



post-estratificacion (figura a). Como se hace notar en la seccion de resultados, este
efecto ya no es detectable cuando el gen reportero se fusiona a la region 3’-NT del gen
PvLEA-18, lo que sugiere que la expresion de este gen depende principalmente de esta
region, también en estas condiciones.

Si ahora se considera el hecho de que la region 3’-NT del gen PvLEA-18 regula la
expresion de este gen a nivel traduccional incrementando la sintesis de la proteina
como lo demuestran los datos de M. Battaglia en nuestro laboratorio (Battaglia y
Covarrubias, en preparacion), ésto nos lleva a sugerir que la expresion de la proteina
PvLEA-18 en esta etapa se da, ya sea a partir del RNA acumulado en la semilla y gracias
a que esta region del transcrito favorece su traduccion, o bien a partir de RNA cuya
sintesis de novo esta activada por reguladores diferentes a ABI3 y ABI5 o por un efecto
sinérgico de diferentes activadores positivos adicionales a éstos. De acuerdo al analisis
de la secuencia promotora de este gen, los otros FTs que posiblemente podrian regular
este gen serian los factores MYB o MYC, que también se han involucrado en la respuesta
dependiente de ABA (ver Introduccion).

En particular, en la via de sefalizacion mediada por ABA parecen estar involucradas
redes de proteinas tipo cinasas y fosfatasas que regulan de manera positiva o negativa
dicha via. La participacion de las enzimas PP2C en la sefalizacion por ABA fue sugerida
cuando se caracterizaron las mutantes insensibles a dicha hormona abi1-1 y abi2-1 de
Arabidopsis. Estas dos mutantes presentan alteraciones pleiotropicas tales como la
insensibilidad al ABA durante la germinacion de la semilla y durante el crecimiento de
la plantula, la disminucion de la dormancia y la regulacion estomatica alterada (Allen
et al., 1999; Finkelstein y Somerville, 1990; Koorneef et al., 1984; Leung et al., 1997).
Las proteinas tipo fosfatasa 2C tienen diversas funciones en la regulacion de vias de
sefalizacion en animales, levaduras y plantas. ABI1 es un regulador negativo en la via
de sefalizacion mediada por ABA en Arabidopsis. Dado que hasta el momento la
informacion acerca de la participacion de la proteina ABI1 en la regulacion de genes de
respuesta a estrés es muy limitada, decidimos analizar la participacion de esta proteina
en la regulacion de la expresion del gen PvIEA-18 durante la etapa de establecimiento
de la plantula. Los resultados obtenidos sugieren que ABI1, como sucede con ABI3 y
ABI5, tienen una participacion secundaria en la regulacion del gen PvLEA-18 a través de
su promotor como regulador negativo. La razon de esta afirmacion es porque soélo en el
dia seis post-estratificacion, la actividad de GUS en las plantas mutantes abi1-1 es
ligeramente mayor que en las plantas silvestres. Al igual que sucede en las mutantes
abi3 y abi5, este efecto se anula cuando la region 3’ NT esta presente. A su vez, la

ausencia de un efecto relevante de la mutante abi7-1 correlaciona con datos obtenidos



por Arroyo (2003), en los que el gen ABIT no ejerce ningln efecto sobre plantulas
crecidas en condiciones control y en condiciones de deshidratacion.

Por otro lado, cabe hacer notar que aunque se ha demostrado que ABI1 funciona como
un regulador negativo de la via de sefalizacion mediada por ABA, nuestros datos
sugieren que durante la etapa de estratificacion (dia 2 de la cinética) ABI1 esta
participando como regulador positivo. Este efecto solo se detecta en la linea que lleva
la region 3'-NT del gen PvLEA-18, lo que indica que la regulacion por ABI1 en este
periodo de desarrollo ocurre a través de la region 3’ NT. A su vez esto sugiere que la o
las proteinas que estan implicadas en favorecer la traduccion de este gen junto con su
region 3’NT estan reguladas por ABA a través de ABI1. Ahora también sabemos que ABI1
regula de manera positiva a éste gen en la semilla seca, por lo que parte del transcrito
acumulado a los dos dias de estratificacion puede ser parte del transcrito que viene adn
de la semilla seca, lo cual refleja una participacion del gen PvLEA-18 en esta etapa de
desarrollo, la cual a pesar de ser una condicion que favorece el rompimiento de la

dormancia, es una condicion de estrés.

Participacion del ABA en la regulacion de la expresion del gen PvLEA-18 en la

semilla seca

La maduracion de la semilla es una fase importante del desarrollo de la planta durante
la que el embridon cesa su crecimiento, acumula productos de almacenamiento, se
diferencian los tejidos de proteccion y desarrolla tolerancia a la desecacion para poder
entrar en dormancia. La regulacion temporal y espacial de todos los eventos antes
mencionados requiere la accion concertada de algunas vias de sefalizacion que
integran informacion de programas genéticos, seiiales hormonales y metabdlicas. ABA
no solo regula el desarrollo de la semilla, sino también el crecimiento post-germinativo
y la apertura estomatica. Durante la maduracion de la semilla la sefalizacion mediada
por ABA esta estrechamente relacionada a la expresion de cinco genes reguladores:
ABSCISIC ACID INSENSITIVE 5 (ABI5), ABSCISIC ACID INSENTITIVE 3 (ABI3), FUSCA3
(FUS3), LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1) y LEC2.

La presencia de elementos de respuesta a ABA en la region promotora del gen PvLEA-18
nos ha llevado a pensar que dicho gen puede estar regulado por algunos de los genes
arriba mencionados, durante el desarrollo de la semilla. Con los resultados obtenidos en
la semilla seca, ahora sabemos que, al menos para la regulacion del gen PvLEA-18 a
través de su region promotora, el factor transcripcional ABI5 regula de manera positiva

al promotor del gen, tanto en las semillas que llevan el promotor del gen PvLEA-18



fusionado a la region nos-3 ‘como a la region PvLEA-18-3". Sin embargo, a pesar de que
ABI3 ejerce un efecto positivo sobre la regulacion de algunos genes LEA en semilla seca,
en el caso del gen PvLEA-18, al parecer, no participa. Esto lleva a pensar que la
regulacion de la expresion de cada gen LEA varia de acuerdo a los diferentes organos de
la planta, en semilla seca, en respuesta a ABA, en diferentes mutantes alteradas en la
respuesta a ABA o en la maduracion de la semilla, asi como en ausencia de estrés
abiotico. Esta suposicion es consistente con los resultados obtenidos por Bies-Ethéve et
al., (2008) y colaboradores, quienes observan que diferentes genes LEA responden
diferencialmente a ABA, a través de FTs diferentes. Incluso, como en el caso del gen
PvLEA-18, detectan que algunos reguladores caracterizados como positivos muestran un
efecto represor (Figura a).

Hasta ahora sabemos que la participacion de la proteina ABI1 se da a través de una
regulacion negativa en la via de sefnalizacion mediada por ABA, y que su participacion
se da principalmente en tejido vegetativo. Con los resultados obtenidos en este
trabajo, sugerimos la participacion de ABIT como un regulador positivo del promotor
del gen PvLEA-18 en la semilla seca. Aunque no existen datos hasta ahora donde se vea
la participacion de ABI1 como regulador positivo en semilla seca, nosotros sugerimos
que ABI1 a su vez esta regulando de manera negativa, a otro u otros reguladores
negativos que pudieran estar participando en la regulacion de la expresion del gen

PvLEA-18 a través de su promotor (Figura b).
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Figura a. Modelo sugerido de acuerdo a los resultados obtenidos de la participacion de ABI3 y ABI5 en
la regulacion de la expresion del gen PvLEA-18 en la etapa de establecimiento de la plantula.
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Figura b. Modelo sugerido a partir de los resultados obtenidos sobre la participacion de los
factores transcripcionales ABI3 y ABI5 en la regulacion de la expresion del gen PvLEA-18 en
la semilla seca.




VIil.- CONCLUSIONES

La regulacion a través de la region 3’ del gen PvLEA-18 promueve una mayor
expresion de GUS, tanto en la semilla seca como durante el establecimiento
de la plantula. Dado el efecto regulatorio sobre la traduccion del gen PvLEA-
18 ejercido por su region 3’-NT, sugerimos que este gen se traduce
activamente durante la germinacion y durante la etapa de establecimiento

de la plantula.

Las proteinas ABI5, ABI3 y ABI1 tienen un ligero efecto regulador sobre la
expresion del gen PvLEA-18, durante la etapa de establecimiento de la
plantula. Dado que se detecta una actividad de GUS considerable en esta
etapa se podria pensar que la expresion del gen PvLEA-18 depende una via de
transduccion independiente de estos FTs, o bien de una via de transduccion
independiente de ABA. Este efecto podria ser mas evidente bajo condiciones

de estrés o en presencia de altas concentraciones de ABA.

La proteina ABI5 regula de manera positiva la expresion del gen PvLEA- 18

en la semilla seca.

El gen ABI1 ejerce un control positivo en la regulacion llevada a cabo por la
region 3 del gen PvLEA-18.



IX. PERSPECTIVAS

A pesar de que la expresion del gen PvLEA-18 en condiciones de deshidratacion
se da en su mayor parte por una via independiente de ABA, también sabemos
que parte de esa respuesta es dependiente de ABA. Los resultados de éste
trabajo sugieren que la expresion del gen PvLEA-18 depende de una via de
sefalizacion mediada por ABA a través de los factores transcripcionales ABI3 y
ABI5, al menos durante la ventana donde se da el establecimiento de la
plantula en condiciones optimas de crecimiento. Para tener un mejor panorama
sobre la participacion de ABA durante la etapa de establecimiento de la plantula
es necesario realizar un analisis de la expresion del gen PvLEA-18 en los fondos
mutantes abi3 y abi5 en condiciones de estrés hidrico y en presencia de ABA

exogeno.

Seria conveniente analizar los patrones de expresion del gen reportero GUS a
partir de mediciones de su transcrito y/o proteina en la semilla seca, debido a
que las actividades obtenidas en este 6rgano no reflejan lo esperado. Es decir,
la condicion de la semilla de poca cantidad de agua podria afectar la actividad

de GUS y debido a esto se detectan actividades muy bajas.

Se pretende hacer un analisis mas a fondo sobre la participacion de ABI1 como
regulador positivo del gen PvLEA-18 en la semilla seca, ya que no se conocen
datos en la literatura donde ABI1 participe como regulador positivo de algin gen
LEA en dicho organo, solo se sabe que participa como regulador negativo en la

via de sefalizacion de ABA durante el crecimiento vegetativo.

Dado que ademas de ABI3 y ABI5 existen algunos factores transcripcionales como
FUS3, LEC1 y LEC2 que regulan el desarrollo de la semilla, se podria realizar un

analisis de la regulacion de dichos factores sobre la expresion del gen PvLEA-18.
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