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Resumen

Durante el déficit hidrico las plantas cambian su metabolismo y expresion genética para tolerar el estrés.
En estas condiciones se inducen proteinas del tipo LEA (Late Embryogenesis Abundant Proteins). En
nuestro laboratorio se describi6é al gen que codifica para una proteina LEA de frijol, PvLEA18 (Colmenero
1995; 1997). El analisis de la expresidn del gen en transgénicas de Arabidopsis, utilizando fusiones de su
promotor con el gen GUS y con las regiones 3'PvLEA18 o 3’'NOS, mostraron que la regién 3'’PvLEA18
produce un incremento de la actividad del reportero en condiciones de déficit hidrico, con respecto a la
construccion con 3'NOS.

En este trabajo encontramos que la regién 3’PvLEA18 en condiciones de déficit hidrico regula su
expresion a nivel post-transcripcional. Esta regulacion no depende de la estabilidad del mensajero. Al
analizar el perfil polisomal de las plantas transgénicas en estrés, encontramos que el mensajero que lleva
la regién 3’PvLEA18 se localiza en la zona polisomal, favoreciendo la carga del mensajero a polisomas y
la eficiencia traduccional del gen. Observamos que esta regulacién se encuentra en las primeras 170
bases a partir del codon de terminacién. El alineamiento de las regiones 3’ de genes homodlogos a
PvLEA18 en otras leguminosas, mostré que hay dos cajas (C1 y C2) conservadas. Esta region del RNA
es capaz de interactuar con proteinas; al mutar estas cajas encontramos una disminuciéon en esta
interaccién, en particular, con la mutacion en la caja 2. Ensayos in vitro sugieren que las cajas estan

involucradas en la traduccion del mensajero.
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I. El déficit hidrico en las plantas.



Déficit hidrico: definicion

Por definicion, el déficit hidrico ocurre cuando el aporte de agua desde el suelo es menor que la tendencia
de la planta a perder agua por transpiracion (Hall, 1993). El déficit hidrico tiene un efecto limitante en el
crecimiento y el desarrollo de las plantas. Desde el punto de vista agricola, es el estrés que genera las
mayores pérdidas en el rendimiento de los cultivos, ya que afecta no solo la produccién del cultivo, sino
también la calidad del mismo. Para tener una idea de la amplitud del efecto se estima que el 50% de las
230 millones de ha. de trigo que se siembran en el mundo son afectadas regularmente por la sequia
(Trethowan y Reynolds, 2007).

Si bien es el ambiente el que genera las condiciones de déficit hidrico en las plantas también las malas
practicas agricolas llevadas a cabo por el hombre han desencadenado condiciones adversas en el
ambiente: tal es el caso de la desertificacion y la salinizacidbn de los suelos, como resultado de la
degradacién y erosion de los mismos y del riego artificial. Ademas, la deforestacion de los bosques y las
selvas para ganar tierras de cultivo han propiciado la falta de retencion de agua de estos suelos. Estos
factores dan como resultado tener suelos vulnerables, de menor calidad y productividad y cualquier
cultivo que se desarrolle en ellos, sufrird condiciones de déficit hidrico (AAAS, 2001).

Desde el punto de vista bioldgico, el déficit hidrico provoca cambios en el desarrollo, en la fisiologia y en
la reproduccion de las plantas, asi que por esto y lo antes mencionado es importante conocer los
mecanismos que se ven afectados, asi como los mecanismos que promueve la planta para tolerar, para

superar el estrés y para reproducirse en esas condiciones adversas.

Adaptaciones de las plantas a su ambiente

Revisar la historia evolutiva de las plantas permite comprender como se han adquirido los mecanismos
de tolerancia frente al estrés.

Las plantas terrestres, las embriofitas, han evolucionado a partir de un ancestro comin cuyo habitat era el
agua y muy probablemente podria ser clasificado dentro del grupo de las algas verdes caréfitas (Graham
et al. 2000). La colonizacién y la supervivencia en la tierra de aquellos primeros organismos requeria de
nuevas estrategias para adaptarse a las nuevas condiciones ambientales que favorecian la desecacion.
Las primeras plantas que aparecieron hace mas de 400 millones de afos, habian adquirido ciertas
caracteristicas exitosas que les permitieron sobrevivir en este nuevo ambiente, como fue la presencia de
una cuticula cerosa que evitaba la pérdida de agua de la superficie de la planta. Estos organismos fueron
los ancestros de las briofitas (el grupo de las briofitas esta compuesto por las hepaticas, los antoceros y
los musgos) y algunas de las caracteristicas de ellos se mantienen en las briofitas modernas donde se
observa que no poseen un sistema vascular verdadero (xilema y floema), solo poseen un grupo de
células poco diferenciado que puede conducir agua o nutrientes (células hidroides y leptoides) y gran

parte del agua se absorbe directamente de la superficie de la planta. Tampoco poseen estomas y algunas



(como los gametofitos de hepaticas) solo tiene poros que se mantienen siempre abiertos y que aseguran
el intercambio gaseoso (Stern et al. 2003). Los integrantes de este grupo requieren de un ambiente
externo hiumedo para poder reproducirse. Sin embargo, algunas especies dentro de los grupos de plantas
inferiores, de tamafio muy pequefo, adquirieron y mantuvieron a lo largo de la evolucion la tolerancia a la
desecacion casi total del organismo; estas plantas pueden perder hasta el 90% de su contenido de agua
y luego de un tiempo pueden ser rehidratadas sin sufrir ningun tipo de dafo celular. Esta caracteristica de
tolerancia a la desecacién se propone que fue crucial para la colonizacién de la tierra. Pero la tolerancia a
la desecacién implica un costo metabdlico muy alto que se ve reflejado en el tamafo reducido que tienen
estas especies (Oliver et al. 2000). Evolutivamente esta caracteristica, la tolerancia a la desecacion, se
fue perdiendo pero se adquirieron otras que involucraron la conservacion y el movimiento interno del
agua, debido a la aparicién y la diferenciacion de los tejidos vasculares y de los estomas, con lo cual se
pudo regular no solo el movimiento del agua, sino evitar su pérdida y regular el intercambio gaseoso. El
poder controlar el contenido de agua de la planta permitié que los organismos adquirieran mayor tamafo
y complejidad siendo una de las caracteristicas exitosas que participaron en la diversificacion y en la
colonizacion terrestre (Oliver et al. 2000).

Los estudios realizados en especies modernas que toleran la desecacion mostraron que acumulan
proteinas LEAs (por sus siglas en inglés: Late Embryogenesis Abundant Proteins) previo a la desecacion
y en algunos casos, como en Tortula ruralis, también se acumula una proteina con caracteristicas
similares durante la rehidratacién (Velten y Oliver, 2001). A la vez se almacenan carbohidratos,
principalmente la sacarosa y derivados de ella, como la trealosa y la rafinosa (Rascio y La Rocca, 2005).
Actualmente, solo un reducido grupo de especies vegetales mantienen la capacidad de tolerar la
desecacion total del organismo, la mayoria de las especies se incluyen dentro de las plantas inferiores,
como las algas, las briofitas, los liquenes y en las plantas superiores solo algunos helechos (60 especies)
y algunas pocas angiospermas (60-70 especies), aunque si se mantiene esta caracteristica en ciertas
estructuras comunes a todas las plantas: como son el grano de polen y la semilla madura.

Evolutivamente las plantas han seleccionado diferentes caracteristicas para poder responder, tolerar y
adaptarse a los cambios ambientales adversos. Se denomina adaptacion a cualquier caracter o conjunto
de caracteres que les permite a los individuos que los poseen superar con éxito a uno 0 mas agentes
selectivos. La modificacién evolutiva de un caracter bajo seleccion, tiene como consecuencia una ventaja
funcional en un ambiente determinado, con respecto a poblaciones ancestrales que no lo poseen. Las
adaptaciones se pueden dar a nivel de la morfologia externa, a través de cambios histologicos, o bien de
especializaciones de tipo fisioldgico, metabdlico o de comportamiento las cuales aparecen en un grupo de
la poblacién y que se explican a nivel molecular por mutaciones heredables en el DNA. El estudio de la

relacion de un organismo con su entorno ambiental permite interpretar su historia evolutiva; en particular,



el estudio de aquellas adaptaciones al medio que le permiten sobrevivir a un rango de condiciones
ambientales sumamente amplias y extremas (Begon et al. 2006).

Las plantas pueden clasificarse de acuerdo a distintos pardmetros, uno de ellos es su capacidad de
contender con la disponibilidad de agua en el medio ambiente. En este caso, las plantas se han
clasificado en tres tipos principales:

a. Las plantas que requieren abundante suelo, agua y viven en regiones de 6ptima disponibilidad de agua
durante todo el afio, se denominan meséfitas. Si bien este grupo de plantas no posee adaptaciones para
contender con largos periodos de deshidratacion, evolutivamente han desarrollado mecanismos de
tolerancia para contender con condiciones periddicas de estrés. La mayor parte de los cultivos de interés
agronomico pertenecen a este grupo.

b. Las plantas que crecen sobre la superficie del agua o estan sumergidas en suelos que normalmente
estan saturados por el agua, se denominan hidréfitas.

c. Otras especies viven en regiones donde el suministro de agua es deficiente o fluctia ampliamente
durante las estaciones del afo, estas plantas se denominan xerofitas. Habitan en las regiones mas
secas, como desiertos o semidesiertos. Representan un grupo altamente diversificado y estructuralmente
complejo que exhibe adaptaciones que promueven el aprovechamiento del agua. Esto les permite
sobrevivir y reproducirse en un ambiente de bajas precipitaciones y baja humedad, condiciones que
promueven la rapida pérdida de agua. Dentro de este grupo de plantas podemos distinguir tres diferentes
estrategias adaptativas:

1. Especies que escapan a la sequia porque completan un ciclo de vida corto durante la etapa del afio en
que las condiciones ambientales son favorables.

2. Especies que evaden la sequia que son aquellas plantas capaces de reducir o compensar la pérdida
de agua, porque poseen estructuras especializadas, como la presencia de un sistema radicular extenso.
3. Especies que soportan la sequia, plantas que son capaces de sobrevivir ain cuando la captacion de
agua se vea reducida o sea nula. En este grupo incluimos especies con un numero de especializaciones
altamente divergentes, como son el cambio en el dngulo de la hoja, el enrollamiento o plegado de la
lamina de la hoja o adaptaciones permanentes como la suculencia o las hojas reducidas a espinas, como
en las cactaceas. El incremento en el grosor de las paredes celulares de las células epidérmicas o en el
grosor de la cuticula, asi como, una mayor densidad de los tricomas y la reduccion en el nUmero de
estomas por area, contribuyen también a evitar la pérdida de agua (Dickinson, 2000).

Como se explicoé anteriormente, la mayoria de los cultivos de interés agrondmico necesitan un aporte de
agua sostenido, cualquier disminuciéon tiene efectos en el crecimiento vegetativo de la planta vy

principalmente en el rendimiento (granos o frutos), por lo que el estudio de la respuesta de las plantas al



déficit hidrico adquiere relevancia adicional por el impacto que podria tener el conocimiento que se

obtenga sobre el mejoramiento a nivel agricola.

La importancia del agua y las caracteristicas hidraulicas de la célula vegetal

El agua es vital para todos los organismos, constituye aproximadamente el 70-90% del peso fresco de la
mayoria de las especies no arbéreas. Sus propiedades fisicoquimicas, como su estructura bipolar, el alto
punto de fusiéon y ebullicién, el alto calor de vaporizacion y las propiedades de cohesion-tension, permiten
el funcionamiento celular. Es el solvente por excelencia de la célula y el medio en el que se distribuyen a
través de la planta tres tipos de compuestos: compuestos organicos polares, como aminoacidos,
carbohidratos, péptidos, proteinas, pequefios RNAs y hormonas; iones, como algunos de los nutrientes
de la planta, o los encargados de mantener la homeostasis celular (Na*, K) y aquellos que sirven como
2°°° mensajeros (Ca*®); y moléculas inorganicas, como los gases (CO,, O,, N,). Por otro lado excluye a
los componentes no polares, como los lipidos. El agua es esencial para el metabolismo, ya que participa
en las reacciones quimicas y se requiere para el correcto funcionamiento metabdlico: la concentracién de
agua determina la actividad de las enzimas y el transporte a través de las membranas. Ademas de ser
fuente de O,, se requiere para disipar la energia que se produce durante la fotosintesis.

También funciona como un regulador de la temperatura de las hojas, debido a su alto calor de
vaporizacion. Por otro lado, las propiedades de tension-cohesion del agua posibilitan el transporte de
agua y solutos a través del sistema vascular de la planta sin importar su tamafio (Nobel, 2000; Fitter y
Hay, 2002).

El agua cumple un papel fundamental en el crecimiento vegetal. El crecimiento en un organismo se da
tanto por divisién celular, que solo ocurre en los tejidos meristematicos, como por elongacién, la cual se
produce por la entrada de agua a la célula, favorecida por un gradiente de potencial hidrico y la
concomitante expansién de la pared celular que se induce por un ablandamiento provocado por la

actividad de enzimas hidroliticas y de expansinas (Boyer y Silk, 2004).

El potencial hidrico, su importancia en el movimiento del agua en la célula vegetal
El agua se mueve a través de la planta por diferencia de potenciales de agua. El potencial de agua se
calcula a partir de la actividad del agua pura y considerando los factores que la modifican. El potencial de
agua de la célula (¥,,) se define como:

Wy =Wp + Wy + ¥+ ¥y
cuyos componentes son: el potencial de presion (Wp), el potencial osmoético (W), el potencial matrico (W)
y el potencial gravitacional (¥y). La pared celular vegetal de una célula madura es lo suficientemente

rigida, como para impedir la elongacion celular y permitir que la presion hidrostética en el interior de la



célula vegetal sea alta, a diferencia de la célula animal cuya presion hidrostatica es muy pequefia. El otro
componente importante es el potencial osmoético generado por los solutos celulares que disminuyen la
actividad del agua y por lo tanto el potencial hidrico. El potencial matrico solo se considera en la superficie
liquido-so6lido, como la de un coloide (coloide: particulas solidas de 0.002 a 1 um de diametro, por
ejemplo, proteinas, ribosomas, organelos. La superficie de estas particulas tiende a disminuir la actividad
del agua). El potencial gravitacional solo se tiene en cuenta cuando consideramos la diferencia de
potencial en regiones localizadas a diferentes alturas, por ejemplo, al calcular la diferencia de potencial
hidrico entre la raiz y las hojas de un arbol (Nobel, 2005). La suma de estos componentes da como
resultado el potencial hidrico y su diferencia entre los tejidos o células permite saber hacia donde se
movera el agua o si un tejido se encuentra en condiciones de déficit hidrico. Cuando una hoja o un tallo
estan turgentes significa que el potencial de presion es mayor que su potencial osmético. Cualquier
proceso de deshidratacion provocard la salida de agua desde la célula hacia el apoplasto y como
consecuencia disminuira el potencial de presidbn y aumentard el potencial osmoético (en valores
negativos), por lo tanto la suma de ambos da como resultado una disminucién en el potencial hidrico, lo
cual se observa en la pérdida de turgencia celular. Esta salida de agua proviene del citoplasma y de la
vacuola, que constituye la mayor parte del volumen de la célula vegetal (80-95% del volumen celular). El
transporte de agua entre estos dos compartimentos se produce por la presencia de acuaporinas (canales
de agua) integradas en la membrana del tonoplasto (membrana vacuolar).

El déficit hidrico o la sequia son los estreses asociados directamente con la disminucién del potencial
hidrico celular. Sin embargo, hay otros estreses que provocan el mismo efecto de deshidratacion en la
célula, como son el congelamiento, el estrés osmético y la salinidad. Las temperaturas de congelamiento
(menores a 0°C) provocan la formacién de hielo en el espacio intercelular, en los vasos del xilema y las
traqueidas, provocando la salida de agua desde la célula hacia el espacio extracelular y la deshidratacién
celular. El estrés osmético, generado por una solucion hiperosmética, provoca la salida de agua desde el
interior de la célula debido a la disminucion del potencial hidrico en el medio. Los efectos del estrés
osmoético a nivel celular dependeran del tipo y del tamafio de soluto que provoca el estrés, si son
pequefnos (sales, manitol, PEG < 6000) pueden penetrar a la célula, porque atraviesan la pared y la
membrana celular. Los solutos de mayor peso molecular (PEG = 6000, dextranos = 6500) son
impermeables a la pared celular y provocan la salida de agua por la disminucion del potencial hidrico en
el exterior de la célula de forma similar a lo que ocurre en el momento de la sequia (Carpita et al. 1979;
Oparka, 1994). La salinidad también tiene un componente osmotico al que se suma el componente i6nico
que puede tener efectos tdxicos en la célula.

Los cambios en el volumen celular que se generan ante un cambio osmaotico pueden inducir sefiales en la

célula. Estos cambios se perciben a través de moléculas mecano-sensoras (canales ibnicos), cuya



actividad promueve la entrada de iones (Ca*z y K%) a la célula con el fin de recuperar el volumen celular
normal (Zonia y Munnik, 2007). En esta respuesta también participan las proteinas conocidas como
acuaporinas (AQPs), las cuales son proteinas integrales de membrana (plasmatica y de tonoplasto) que
funcionan como canales de agua. Estas proteinas son activas en aquellos tejidos en crecimiento, donde
el flujo de agua es muy activo; en déficit hidrico su expresion y su actividad es variable, en general se ha
observado que disminuye su expresion (Bartels y Sunkar, 2005). Su actividad esta regulada por
modificaciones post-traduccionales y a través de su compartimentalizacién, lo que permite modular el
numero de canales por area de membrana (Maurel et al. 2008). Algunos ejemplos muestran que el acido
absicico (ABA) puede regular la expresién de algunas acuaporinas en raices de arroz durante el déficit
hidrico, lo cual favoreceria la captacion del agua desde suelo acorde con la funcion del ABA como

mediador de la respuesta a esta situacion de estrés (Lian et al. 2004).

La célula vegetal en déficit hidrico

El estrés hidrico afecta la fisiologia y el metabolismo de la planta, la tolerancia al estrés depende de la
respuesta que se genera en la planta. Esta respuesta al estrés se produce a nivel celular y molecular y
comprende principalmente un cambio en la induccién y la expresién de varios genes; asi como, la
regulacion a niveles post-transcripcional, traduccional y post-traduccional. Los productos génicos pueden
estar involucrados tanto en la respuesta primaria (proteinas o RNAs reguladores), como en la respuesta
secundaria (proteinas protectoras o enzimas, entre otras) (Ingram y Bartels, 1996; Seki et al. 2001; 2002
a; 2002 b; Kawaguchi et al. 2003; 2004; Bray, 2004; Bartels y Sunkar, 2005; Matsui et al. 2008).

Los genes que se expresan y cuyos productos participan en las vias de sefalizacion de la respuesta a
la limitacion de agua son las proteinas implicadas en las vias mediadas por ABA o en las vias
independientes de ABA, las cuales pueden ser cinasas, fosfatasas, proteinas G, ubiquitin-ligasas,
factores transcripcionales (DREB1A, DREB2A, DREB2B, AREB, NAC, MYC, MYB, NAC)(Yamaguchi-
Shinozaki y Shinozaki, 2006); proteinas con afinidad a Ca*?, como calcineurina, entre otras. Otro grupo de
proteinas de respuesta estan involucradas en las funciones de proteccion y de reparacion celular,
como son las proteinas LEAs (Late Embryogenesis Abundant Proteins), las chaperonas (HSPs: Heat
Shock Proteins), las proteinas de unién a RNA, las enzimas que participan en la via de sintesis de
osmorreguladores, como la prolina, la glicil-betaina (P5CS, ProDH: via de la prolina), las enzimas de
desintoxicacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), como las enzimas: MnSOD (superoxido
dismutasa dependiente de Mg), Cu/ZnSOD (superéxido dismutasa dependiente de Cu/Zn), peroxidasas;
los inhibidores de proteasas (Bartels y Sunkar, 2005) y las proteinas que modifican la estructura de pared
celular primaria y secundaria, como las proteinas ricas en prolina (PRPs: Proline Rich

Proteins)(Covarrubias, 1995), las xiloglucanasas, etc.



Estos genes se expresan de novo en condiciones en las cuales la célula disminuye su metabolismo: la
traduccién disminuye y solo se sintetizan aquellas proteinas que se requieren para tolerar el estrés
(Hsiao, 1970; Dhindsa y Cleland,1975, Bensen et al. 1988; Bailey-Serres,1999).

El acido absicico (ABA): la hormona del estrés

Uno de los principales actores en la respuesta de tolerancia al estrés es la hormona ABA que por estar
asociada a la respuesta a numerosos estreses ambientales se le conoce como la hormona del estrés
(Daie y Campbell, 1981, Campalans et al. 1999; Fedoroff, 2002).

Los primeros experimentos con ABA la describieron como una hormona involucrada en la abscisién y en
la inhibicién del crecimiento. Esta hormona participa en multiples eventos fisiolégicos y de desarrollo en
condiciones normales de crecimiento (Wasilewska et al. 2008), entre ellos destacan: el cerrado
estomatico, que previene la pérdida de agua por transpiracién; la regulacién del tiempo de floracién y el
desarrollo de raices laterales (Bradyz et al. 2003; De Smet et al. 2006). Ademas el ABA cumple un papel
fundamental durante la embriogénesis de la semilla, ya que modula el crecimiento del embrién y regula la
sintesis de moléculas que se encargan de proteger al embridbn durante el proceso de desecacion
(Marcotte et al. 1989; Finkelstein et al. 2002), lo cual se ha relacionado con los dos puntos de
acumulacion de la hormona durante la embriogénesis, el primero corresponde al ABA materno y el
segundo es el que sintetiza el embridn (Yang y Zeevaart, 2006; Finkelstein et al. 2008). EI ABA que se
acumula en la fase tardia de la embriogénesis es responsable de la adquisicién de la tolerancia a la
desecacion del embrion (Blackman et al. 1995) y del fendmeno de dormancia. Este efecto se observa las
mutantes de maiz que carecen de la enzima NCED (9-cis-epoxi-carotenoide dioxigenasa) que interviene
en sintesis de ABA, y también en las mutantes de maiz que carecen del factor transcripcional ABI3
denominadas viviparous14 (vp14) por que pierden la dormancia y germinan sobre la mazorca (Oono et al.
2003; Finkelstein et al. 2002; Taiz y Zeiger, 2003). Por otro lado, el ABA también participa en la inhibicion
del crecimiento cuando las condiciones ambientales son adversas, promoviendo la endodormancia de los
primordios foliares de arboles caducifolios durante el invierno (Horvath et al. 2003) y evitando la
germinacion precoz de la semilla. En este sentido, el ABA también cumple un papel importante durante el
establecimiento de la plantula, al quinto dia desde la imbibicidn, la plantula Arabidopsis thaliana puede
inhibir el proceso de germinacion si percibe que las condiciones ambientales son adversas, por ejemplo si
no hay disponibilidad de agua; este proceso es mediado por los factores transcripcionales ABI5-ABI3,
componentes importantes de la via de sefalizacion de ABA (Lopez-Molina et al. 2002).

El ABA se encuentra en todas las plantas en condiciones o6ptimas de crecimiento, aunque la
concentraciéon de su forma activa puede variar por degradacion, conjugaciéon (como ésteres de glucosa) y

compartimentalizacion (en vacuolas y en el apoplasto), lo que permite que haya una cantidad de ABA



inactivo que puede ser rapidamente activado cuando se inicia el estrés (Cutler y Krochko, 1999; Nambara
y Marion-Poll, 2005; Lee et al. 2006; Schroeder y Nambara, 2006). Su actividad no solo depende de su
via de sefalizacion, sino de la interaccion con otras hormonas durante el desarrollo de la planta, el estrés,
la formacion de la semilla y la dormancia (Koornneef et al. 1998; Beaudoin et al. 2000, Gazzarrini et al.
2006; Penfield et al. 2006). Si bien se conoce la via catabdlica y anabdlica de la hormona, la(s) via(s) de
sefializacion no se ha(n) aclarado completamente. El uso de mutantes en la via de sintesis de ABA o de
sefalizacion permitidé esclarecer estas vias y su conexion con otras hormonas, asi como dilucidar el papel
que esta hormona cumple en la regulacién de genes asociados con los mecanismos de respuesta a
estrés (Gosti et al. 1999; Finkelstein y Lynch, 2000; Hoth et al. 2002).

Tres proteinas se han propuesto como posibles receptores de ABA, cada una de ellas interviene en
procesos diferentes. Las tres son capaces de unir ABA en ensayos in vitro, e in vivo se han observado los
efectos que provoca la falta de cada una de éstas proteinas en la fisiologia y el desarrollo de la planta
modelo Arabidopsis thaliana. Las proteinas que se reportaron como receptores son: la proteina FCA
nuclear (proteina de unién a RNA) que interviene en la transicidbn vegetativa-floral de los meristemos
(Razem et al. 2006); la Mg-quelatasa, que participa en la sintesis de clorofila y estaria implicada en la
comunicacién nucleo-cloroplasto (Shen et al. 2006) y la proteina GCR2 (G-protein coupled receptor 2)
(Liu et al. 2007), que interactia con la proteina G, GPA1 (G-protein «) y participa en la via de percepciéon
de ABA en los estomas, regulando el movimiento estomatico y al parecer, también el proceso de
germinacion (Pandey y Assmann, 2004). Hasta la fecha alun se desconoce si alguno de éstos u otro
participa como el receptor de ABA durante el déficit hidrico (McCourt y Creelman, 2008).

En condiciones de estrés por déficit hidrico, el ABA aumenta considerablemente en horas, no solo se
utiliza el ABA almacenado (que se activa por p-glucosidasas) (Lee et al. 2006) sino que también hay
sintesis de novo en las células acompafantes de los haces vasculares de las hojas, lo que permite la
rapida distribucion de la hormona en la planta (Christmann et al. 2005, 2007; Endo et al. 2008;
Wasilewska et al. 2008). El aumento de ABA es generalizado en la planta, por ejemplo, hojas de
Phaseolus cortadas y deshidratadas tienen un aumento de 45 veces la concentracion de ABA de
condiciones Optimas en solo 5 h de deshidratacién y al rehidratar se revierte a la concentracion basal en
solo 1 h (Yang y Zeevaart, 2006). Experimentos similares en tomate detectan un aumento de ABA de 23
veces durante la deshidratacion (Bray, 1988). El aumento de ABA durante el déficit hidrico induce la
expresion de muchos de los genes por la via dependiente de la hormona, para ello se inducen factores
transcripcionales que son los que modulan su expresion; aunque la expresion de muchos otros genes se
regula por una via independiente de ABA. Por esta Gltima via el Unico factor transcripcional descrito hasta
el momento es DREB1 (del inglés: Drought Response Element Binding protein), que reconoce elementos

en cis del tipo DRE. Un estudio comparativo realizado con microarreglos, en plantas de Arabidopsis



sometidas a diferentes estreses (deshidratacion, frio y sal) o al tratamiento con ABA, muestra que de los
299 genes que se inducen en deshidratacion, 153 (52%) se incrementan por ABA. El resto de los genes
que se inducen lo hacen por una via independiente de ABA (Seki et al. 2002b). Aunque también cabe
mencionar que la expresion de algunos de estos genes de respuesta puede ser regulada por ambas vias,
probablemente dependiendo de la severidad del estrés o del tejido en el cual se expresen.

Es interesante notar que consistente con la funcion del ABA como inhibidor del crecimiento, esta hormona
también tiene un efecto sobre el proceso de traduccion. Plantas tratadas con ABA muestran un perfil
polisomal muy similar al que se obtiene de plantas sometidas a déficit hidrico, el cual muestra una clara
inhibicién en la sintesis de proteinas correlativo con una disminucién en la abundancia de polisomas
(Bensen et al. 1988).

La planta en condiciones de estrés: consideraciones generales

Las plantas sometidas a déficit hidrico muestran cambios en el crecimiento y en el desarrollo,
dependiendo del tiempo y de la severidad del estrés. Diariamente, al mediodia en época de calor, las
plantas sufren de estrés hidrico y cierran los estomas para evitar la pérdida de agua y para alcanzar su
estado hidrico 6ptimo durante la noche. Este estrés, que se produce diariamente y cuya respuesta es
modulada por ABA, no produce un efecto fenotipico en la planta. En cambio, durante las estaciones
secas, las lluvias pueden llegar a ser insuficientes durante un largo periodo, provocando un cambio
drastico y visible en las plantas muy alejado de un crecimiento 6ptimo. El efecto temprano que se observa
es la disminucién en el tamano de las hojas, debido a una menor expansion celular, pero que ayuda a
tener una menor superficie de evaporacion. La altura de la planta disminuye, por que la parte aérea
detiene su crecimiento, pero la raiz sigue creciendo aun en condiciones de estrés, como se ha observado
en plantas de soya y maiz sometidas a condiciones de déficit hidrico por tiempos largos (Creelman et al.
1990; Sharp et al. 2004). Esto se debe, en parte, a que durante el déficit hidrico los fotosintatos tienden a
moverse hacia la raiz, a menos que la planta tenga flores en cuyo caso se ha observado que la planta
privilegia como destino de translocacion de carbono y nitrégeno al fruto y en particular, destina el carbono
a la formacion de las semillas. En maiz se ha observado la importancia que tiene el aporte de fotosintatos
durante la fecundacién o durante la formacion del embrion; si en esta etapa se interrumpe el movimiento
de carbono (glucosa y fructosa) hacia el grano o se inactivan las invertasas del destino no se forman los
granos y abortan las semillas (Zinselmeier et al. 1999).

La tasa fotosintética también se afecta en la planta y si el estrés es severo se inhibe el proceso. Esta
inhibicién proviene en gran parte del dafo que sufren los cloroplastos y no tanto por la disminucién en el
intercambio de CO, (Taiz y Zeiger, 2003).

En algunas especies vegetales el mecanismo que se favorece para aliviar la pérdida de agua es el ajuste



osmotico, que consiste en incrementar la concentracion intracelular de algun o algunos solutos
compatibles (azUcares, aminoéacidos, acidos organicos). Estos solutos no intervienen en el metabolismo
de la planta y su aporte es hacer mas negativo el potencial osmatico, lo cual disminuye el potencial
hidrico de la célula y, por lo tanto, se evita la pérdida de agua y la célula puede mantener su turgencia a
potenciales hidricos mas bajos. La sintesis de estos compuestos se induce durante el estrés, por este
motivo se han estudiado estas vias con fines biotecnologicos para tratar de obtener tolerancia al estrés.
Tal es el caso de la sobre-expresion de la via de sintesis de prolina (Kishor et al. 1995; Hong et al. 2000)
y de glicin-betaina (Chen et al. 2008), a través de lo cual se han llegado a obtener plantas tolerantes al
déficit hidrico a nivel experimental. La sobre-expresion de los genes de sintesis de trealosa de levadura
en tabaco (bajo un promotor constitutivo o uno inducido por la sequia) ha demostrado mejorar la
tolerancia de las plantas a estrés abiético (Karim et al. 2007), lo mismo sucede con plantas de arroz
transformadas con los genes de sintesis de trealosa (otsA y otsB) de E.coli (Garg et al. 2002). En ambos
casos se observé que si bien la cantidad de trealosa solo aumenta entre 3-10 veces con respecto a la
silvestre, es posible obtener tolerancia a una menor disponibilidad de agua. Estos resultados indican que,
al menos en estos casos, no es la acumulacién de trealosa la responsable de conferir tolerancia como
osmorregulador y sugiere que el efecto de la trealosa es a través de su actividad con sefializador en el
metabolismo de carbono o de la actividad reguladora de alguna de las enzimas involucradas en la via

biosintética.

Proteinas LEAs.

Durante el déficit hidrico hay un grupo de proteinas que se inducen como respuesta temprana a la
deshidratacion, este grupo de proteinas se denomina LEAs (por sus siglas: Late Embryogenesis
Abundant proteins) y se describieron por primera vez como proteinas que se acumulaban
abundantemente durante la embriogénesis tardia del algodén (Dure L 3" et al, 1981; 1989; 1993). La
mayor parte de las proteinas LEAs se pueden definir dentro de un grupo mayor de proteinas denominado
hidrofilinas (Garay-Arroyo et al. 2001; Battaglia et al. 2008). Las hidrofilinas se caracterizan por ser
proteinas hidrofilicas con un porcentaje mayor al 6% de glicinas en su estructura primaria. Son proteinas
pequefas, que no poseen o estadn sub-representados los aminoacidos triptéfano y cisteina. Esta familia
de proteinas se divide en 7 grupos (Battaglia et al. 2008) de acuerdo con la similitud de su secuencia de
aminoacidos. Esta clasificacion permite distinguir motivos conservados en las distintas especies. Seis de
estos 7 grupos son hidrofilicos (Grupo 1, 2, 3, 4, 6 y 7) y podrian ser considerados como de las LEAs
tipicas, mientras que uno de ellos es hidrofébico y a estas proteinas se las considera atipicas (Grupo 5).
El analisis in silico de la secuencia primaria en las LEAs da por resultado una estructura secundaria
desplegada o con cierto grado de estructuraciébn en ambientes especificos. Estudios realizados con

dicroismo circular en una LEA del grupo 1, han demostrado que pueden tener un porcentaje de a-hélices



(8% en 0.1% de SDS) y pueden adquirir una estructura de poli-L-prolina de tipo Il al disminuir la
temperatura en la que se realiza en experimento (14% a 20°C) (Soulages et al. 2002). Se propone que las
proteinas no estructuradas podrian ser funcionalmente flexibles en condiciones de estrés celular. Ademas
se ha observado, que muchas de ellas, adquieren estructura cuando encuentran y se unen a su blanco,
como es el caso de la proteina de unién al factor transcripcional CREB (Dyson y Wright, 2005). Si bien se
desconoce hasta el momento la(s) funcidén(es) de las LEAs, todas ellas se inducen y se expresan en
alguna condicién de estrés hidrico, ya sea modulado por el ambiente o por una condicibn de
deshidratacion fisiolégica programada, como en la semilla, en el polen o en los primordios foliares durante
la endodormancia. También se ha detectado su expresidén en los tejidos en activo crecimiento aln en
condiciones de riego 6ptimo, por que estos tejidos tienen potenciales hidrico bajos mas bajos que el resto
de la planta (Colmenero et al. 1999).

Incluso debemos considerar que algunos grupos de proteinas LEAs se encuentran representados en
organismos diferentes a las plantas pero se caracterizan por que estan expuestos a una deshidratacion
extrema en algin momento de su vida, como los es el caso de los organismos anhidrobi6ticos. Estos
organismos acumulan proteinas homélogas a las proteinas LEAs del grupo 3, ademas de acumular
trealosa, como mecanismos de tolerancia a la deshidratacion. Algunos ejemplos son: el crustaceo
Artemisia franciscana (Hand et al. 2007), nematodos como Caenorhabditis elegans y Aphelenchus
avenae (Browne et al. 2004), rotiferos (Tunnacliffe et al. 2005) y tardigrados (Hengherr et al. 2008).

Por estas razones y por las caracteristicas hidrofilicas de estas proteinas, las cuales podrian
considerarse como moléculas que “mimetizan” al agua, su funcién durante el déficit hidrico celular
deberia estar asociada con la proteccion a nivel celular, pero la forma o el blanco al que protegen podria
ser muy diverso y esto podria deberse al amplio abanico que existe entre los grupos de las proteinas
LEAs. Dentro de esta familia encontramos 7 grupos cuyos integrantes estan altamente conservados en
cada uno de los grupos. Esta conservacién esta dada por motivos dentro la proteina que en algunos
casos pueden repetirse a lo largo de la secuencia (secuencia de 20-meros en el grupo 1, motivo K en el
grupo 2y la secuencia de 11-meros en el grupo 3 (Battaglia et al. 2008).

Las funciones propuestas para estas proteinas son diversas:

- Algunas proteinas podrian formar estructuras secundarias de tipo a-hélice anfipatica, como es el caso
de la proteina LEA76 (Grupo 3) que recuerda a la estructura las a-sinucleinas. Estas proteinas tienen
dominios de union a lipidos de clase A2, por lo que se propone que algunas proteinas LEAs podrian
interactuar con membranas (George, 2001). Con estos antecedentes, se observo la interaccion de una
dehidrina de maiz, DHN1 (LEA del grupo 2), con liposomas, aunque se debe hacer la salvedad que la
composicion de estos liposomas es muy diferente a la que se encuentra en plantas (Koag et al. 2003).

- Para las LEAs del grupo 2 también se propone una funcion antioxidante y estaria dada por la propiedad



de unir iones metalicos (Fe*, Co*’, Ni*?, Cu*®* y Zn** y no Mg*®, Ca'®, Mn*?), debido al nimero de
histidinas que poseen en sus secuencias. La sobre-expresion de la dehidrina, CuCOR19, de Citrus
unshiu en tabaco evita el dafio producido por tratamientos de frio. La expresidén de las dehidrinas durante
el déficit hidrico le posibilitaria a la célula contender con el aumento de iones que provoca la
deshidratacién celular, pudiendo reducir su toxicidad y disminuir la produccién de especies reactivas de
oxigeno (Hara et al. 2003; 2005).

- Otra funcién propuesta es la de evitar la desnaturalizacion de proteinas durante el déficit hidrico. Esta
actividad de proteccion se ha ensayado in vitro, midiendo la actividad de una enzima sensible a la
deshidratacién (lactato (LDH) o malato deshidrogenasa (MDH)), luego de un ciclo de secado al vacio y
posterior rehidratacion (o con ciclos de congelado-descongelado), con el agregado o no, de distintas
proteinas hidrofilicas. Estos ensayos demostraron que algunas proteinas LEAs agregadas en cantidades
equimolares con la enzima, antes de la deshidratacién, son capaces de mantener la actividad de LDH o
MDH luego del tratamiento, a diferencia de otras proteinas (BSA) o de trealosa que deben agregarse en
proporciones mas altas para prevenir la inactivacion (Reyes et al. 2005).

- Dado el alto porcentaje de glicinas, las proteinas LEAs podrian interactuar con acidos nucleicos.
Estudios preliminares mostraron que la proteina PvLEA18 es capaz de interactuar con RNA, pero no ha
sido demostrada su especificidad por algun tipo particular de acido nucleico (datos no mostrados,
Battaglia M).

- También es interesante remarcar que la funcion de las proteinas LEAs no solo seria importante durante
el momento en que la célula esta bajo estrés hidrico, sino que su papel puede ser igual de importante
durante la rehidratacién. En ese momento también es importante resguardar y mantener las estructuras
de las moléculas y de las membranas para evitar la pérdida de funcién o el dafio estructural.

- Ademas como antes mencionabamos organismos que toleran la desecacidén, como las briofitas o las
plantas de resurreccion (Craterostigma sp), acumulan proteinas LEAs previo a la desecacion, junto con

distintos azucares (Oliver et al. 2000), como un mecanismo para tolerar la desecacion.



Il. La regulacién post-transcripcional por la region 3’ no traducida.



Breve resena sobre la formacion de las regiones no traducidas

El proceso de transcripcion o sintesis de un mensajero es un proceso altamente regulado; una vez
sintetizado existen mdltiples eventos de regulacion que llamamos post-transcripcionales y que pueden
modular la localizacion, la estabilidad y la traducibilidad de un mensajero (Kuersten y Goodwin, 2003).
Todos estos eventos sumados constituyen la expresion de un gen.

El nicleo es el lugar de sintesis y de maduracion del mensajero. La RNA polimerasa |l transcribe mucho
mas alla de lo que seré el extremo 3’ del mensajero. Durante la transcripcion, el extremo 5’ es procesado,
adquiere la estructura del “cap” (m’G-cap), en el cual una G se adiciona pero en una direcciéon 5’35’y es
modificada enzimaticamente por 2 o 3 metilaciones sucesivas. El tipo y numero de metilaciones
caracteriza a los mensajeros. La mayor proporcion de los mensajeros en plantas tienen la estructura del
cap en su extremo 5’ y adquieren un complejo proteico de uniéon nuclear (nCBPs), formado por las
proteinas CBP20 y CBP80. Mutaciones en Arabidopsis de los genes CBP20 (Papp et al. 2004) y CBP80
(Hugouvieux et al. 2001) muestran un fenotipo hipersensible a ABA y aunque estos genes son de copia
Unica, la falta de alguno de ellos no es esencial para la viabilidad de la planta. Este complejo CBPs es
importante para el procesamiento de los mensajeros en el ndcleo y para la biogénesis de microRNAs, en
el primer caso el complejo CBP20-CBP80-mRNApoli(A)* interactiia con el “spliceosoma”, en el segundo
caso, el pri-miRNA-CBP20-CBP80, lo hace con el complejo de procesamiento (DCL1-HYL-SE) (Laubinger
et al. 2008).

También debe formarse el extremo 3’ el cual es parte importante del mensajero maduro. La formacion y el
procesamiento de la regién 3’ son guiados por una serie de secuencias que se encuentran en la region
terminadora no traducida y de enzimas y proteinas que actian en trans, reconociendo estas secuencias y
llevando a cabo el corte y la poliadenilacién del mensajero. Una vez exportado hacia el citoplasma, la
secuencia del poli(A)" es un elemento importante del mMRNA por que no sélo lo hace mas estable sino que
ademas permite el reclutamiento de los factores de inicio de la traduccién y de las PABPs (PABPs:
Poly(A) binding proteins) que son proteinas reclutadas sobre la secuencia del poli (A)*.

El procesamiento de la regién 3’ de un mensajero en el nacleo es guiado por secuencias, en mamiferos la
sefial AAUAAA marca el sitio de corte y esta localizada de 30 a 50 nucleétidos hacia arriba del sitio de
corte para las endonucleasas. En mamiferos y levaduras la secuencia canonica AAUAAA esta muy
conservada; en tanto que en plantas esta secuencia puede estar pero no es esencial. Mediante el estudio
in silico se han establecido las secuencias o las firmas importantes para el procesamiento en plantas. Sin
embargo no se han encontrado secuencias canénicas, Sin0O que Se reconocen zonas ricas en un
nucleétido en particular. Al tener mayor informacion sobre los genomas de plantas estos estudios
informaticos se han hecho mas robustos, dado que se pueden analizar un nimero mayor de mensajeros

de distintas especies (Graber et al. 1999).



Las secuencias que se identificaron inicialmente a partir de los genes de plantas que se tenian hasta ese
momento (1999), se denominaron FUE, NUE y CS. El motivo FUE (far upstream element) consiste en 50
0 mas nucleétidos del sitio de corte y es rico en U+G. El motivo NUE (near upstream element) consiste de
30-10 nt del sitio de corte, es una region rica en A, que puede contener a la secuencia AAUAAA. El
motivo CS (cleavage site) es el sitio de corte y poliadenilacion, rico en U (Li y Hunt, 1997; Graber et al.
1999). Un andlisis informético posterior usando el genoma de Arabidopsis, considera al FUE, al NUE, al
sitio de corte como rico en U, pero ademas propone que la estructura del RNA en el sitio de corte es

importante para su localizacién (Loke et al. 2005).

Coddn de término

Figura 1: Esquema de la secuencias 0 zonas requeridas para el procesamiento de la region 3’ no traducida de un
mensajero en plantas (Loke et al. 2005). En la figura se muestran los elementos mas alejados (FUE: far upstream
element), y cercanos (NUE: near upstream element), al sitio de corte (CS: cleavage site) que esta rodeado de una
zona rica en Uridina (URE: Uridine Rich element), que permite el procesamiento correcto del mensajero, CE:
elementos de corte (clevage elements).

El procesamiento del extremo 3’ también requiere la adicion del poli (A)*, catalizado por la enzima poli
(A)* polimerasa (PAP), la cual adiciona n residuos de adenina (A), al extremo 3’'OH del mensajero. Sobre
el poli (A)* se asocian proteinas denominadas proteinas de union al poli (A)* (PABPs) (Un mondémero de
PABP de 70 kDa se une cada 10-20 bases de poli (A)* (Lewin, 2004)). Finalmente se requiere remover
los intrones; en este proceso interviene el complejo del “splicing”. Este procesamiento da lugar a un RNA
maduro y las proteinas que lo acomparfien marcaran su futuro en el citoplasma.

Las PABPs se necesitan para que el mensajero pueda ser exportado del nicleo, el complejo entre poli
(A)*y las PABPs es central en la estabilidad y el inicio de la traduccion del mensajero, ya que interactian
con los factores de inicio de la traduccién (Cheng y Gallie, 2006).

Ademas hay proteinas que se unen a secuencias especificas en el mensajero. Estas secuencias pueden
modular la funcién o la estabilidad del mensajero en la célula. Muchas veces estas proteinas pueden

funcionar como reguladores de la traduccién, en particular, existen numerosos ejemplos durante la



embriogénesis de Drosophila y C. elegans, donde se ha demostrado la presencia de elementos
reguladores en las regiones no traducidas y de proteinas de unién a estas regiones, que gobiernan la

expresion temporal y espacial de mRNAs durante el desarrollo del embrion (Gebauer y Hentze, 2004).

Formas del mensajero en el citoplasma

Una vez que el mensajero es exportado al citoplasma, puede estar en tres estados funcionales: activo en
traduccién, no traducido y almacenado en complejos de ribonucleoproteinas y en proceso de degradaciéon
unido a ribonucleoproteinas. En condiciones normales, existe un equilibrio dinamico entre estos estados o
formas en las cuales se acompleja, pero en condiciones de estrés, como ocurre en plantas durante el
tratamiento por calor, este equilibrio se ve alterado y pueden observarse cuerpos o granulos que sirven
para la degradacion o para mantener inhibida una poblacién transcritos. Cada uno de estos complejos,
cuerpos o granulos se diferencian por las proteinas que llevan asociadas: en los cuerpos de
procesamiento (PBs) hay mensajeros en proceso de degradacién y se detectan proteinas involucradas
con este proceso como XRN4 (exonucleasas de tipo 5>3’) y las proteinas de decapping (decapping
proteins: DCP1/2). Los granulos de estrés (SGs) funcionan como lugares de almacenamiento, reiniciacion
o sitios de exportacién hacia los cuerpos de procesamiento, alli pueden detectarse elementos como:
elF4E, mRNAs poliadenilados, otros factores de inicio de la traduccién, proteinas ribosomales, ciertas
proteinas de unién a RNA como RBP47 y UBP1 y también proteinas HSPs (heat shock proteins). Estos
granulos desaparecen cuando se recuperan las condiciones 6ptimas para la traduccion (Nover et al.
1989; Weber et al. 2008).

Ejemplos de regulacién post transcripcional por la region 3’ no traducida en plantas

Los ejemplos que se conocen muestran que las regiones no traducidas, en particular la regién 3’ no
traducida, son importantes para regular la estabilidad de un mensajero en el citoplasma. Otros ejemplos,
muestran que las regiones 5’ no traducidas pueden tener un papel importante en la regulaciéon a nivel
traduccional, por su secuencia, por la estructura secundaria que pueden adquirir y por que ayudan a
reclutar a los factores de iniciacion (Ling et al. 2000; Hulzink et al. 2002; Mardanova et al. 2007).

En los ultimos afios el concepto de la regulacion del mRNA ha cambiado drasticamente, antes se
pensaba que una vez sintetizado su expresion solo podia modularse mediante proteinas, sin embargo,
hoy sabemos que el mMRNA puede ser regulado y silenciado por otros RNAs, a través del silenciamiento
mediado por RNAs pequefios. Entre éstos se encuentran los conocidos como microRNAs, los cuales
derivan de RNAs codificados por un mensajero, que es procesado para generar las moléculas activas que

son RNAs pequenos de (miRNAs) de 21-22 nucleétidos que aparean con su mensajero blanco.



De la interaccion entre el blanco (el mensajero) y el miRNA junto con el complejo proteico de RISC (RNA
Induced Silencing Complex) se induce la degradacion del transcrito o la inhibicion de su traduccion
(Brodersen y Voinnet, 2006; Filipowicz et al. 2008). Es interesante destacar que esta regulacion (la de
degradacién) se da mayoritariamente por la interaccién del miRNA con secuencias de la region 3’ no
traducida de los mensajeros y que no todos los mensajeros se regulan por la via de los miRNAs (Arteaga-
Vazquez et al. 2006).

Regulacion de la vida media de un mensajero.

Hasta ahora todos los mecanismos relacionados con la regulaciéon de la vida media del mRNA estan
asociados con la presencia de elementos en cis en las regiones 3’ no traducida. Quizés el primer ejemplo
descrito en plantas sobre la regulacién por la regién 3’ no traducidas de un transcrito es el de genes
involucrados en la respuesta a auxinas, como es el caso de los SAURs (Small Auxin-Up RNAS), con una
tasa de recambio tan alta, que su vida media no sobrepasa los 10 minutos. Estos transcritos se
caracterizan por tener secuencias particulares, de 40 bases aproximadamente, en sus regiones 3’ no
traducidas, ricas en AUs (Gil y Green, 1996). Estas secuencias se denominan DSTs (DownSTream
elements), son activas en diferentes especies de plantas, o inclusive en células de mamiferos.

Estudios globales de microarreglos muestran que 1% de los genes analizados (arreglo de 11000 genes
de Arabidopsis), tiene una vida media menor a 1 hora. Estos genes cumplen diferentes funciones
celulares, en particular, el mayor grupo corresponde a mensajeros relacionados con el proceso de
transcripcion (factores transcripcionales). En cuanto a la expresién de estos mensajeros inestables,
muchos de ellos se expresan durante el dafo mecanico, un segundo grupo corresponde a genes
controlados por ciclo circadiano (Gutiérrez et al. 2002). Esto también se observé en mutantes dsi,
(mutantes en las que los mensajeros con secuencias DSTs tienen una vida media mayor que la planta
silvestre), donde un alto porcentaje de los mensajeros que se ven afectados son regulados por ciclo
circadiano (Pérez-Amador et al. 2003). Estos genes poseen elementos DSTs en su 3’ no traducido, en la
planta silvestre el mensajero se acumula durante el dia y disminuye drasticamente en la tarde, tal es el
caso de CCL (CCR-Like: Cold Circadian Rhythm and RNA-binding 2-Like Protein) (At3g26740) y SEN1
(SENescence associated gene 1) (At4g35770), la vida media en ambas condiciones se modifica en la
mutante dst1y se reflejan en la expresidn regulada por ciclo circadiano (Lidder et al. 2005).

Otro ejemplo en el que la regién 3’ no traducida esta involucrada en la modulacion de la vida media de un
mensajero es el caso del gen de la enzima a-amilasa 3 (a-amy-3) de arroz. Esta familia génica es
regulada por la disponibilidad de carbono; de tal forma que cuando la planta no fotosintetiza o no tiene
aporte de carbono (sacarosa, para el caso de los cultivos celulares de arroz), se requiere la actividad de

la a-amilasa para degradar el almidén y aportar glucosa al metabolismo. Esta regulacion esta mediada



post-transcripcionalmente por el cambio en la vida media de los mensajeros que codifican para estas
enzimas. En particular, la vida media del mRNA de a-amy-3, el principal componente de la familia,
disminuye en presencia de sacarosa. La regién 3’ no traducida del transcrito presenta dos dominios ricos
en AUs, con una estructura secundaria particular, los cuales son los responsables de la degradacion del
mensajero mediada por carbono. Aunque hasta el momento no se conoce cual es el mecanismo se
sugiere que puede ser por una desadenilacion del mensajero (Sheu et al. 1996; Chan y Yu, 1998a;
1998b).

Otro ejemplo se describié en cultivos celulares de frijol que se trataron con un elicitor (fragmentos de
paredes celulares de un patégeno de frijol). Se observé que la vida media del transcrito del gen PvPRP1
que codifica para una proteina de pared celular, cambia de forma notable ante el estimulo. En
condiciones normales, la vida media del transcrito PvPRP1 es de 60 h, en tanto que con el elicitor su vida
media se acorta a 18 h (Zhang et al. 1993). Se demostr6 que este cambio en el tiempo de vida media
depende de la sintesis de proteinas de novoy se observé que una proteina de 50 kDa es capaz de unirse
a una zona rica en Us en la region 3’ no traducida del mensajero. Esta proteina se induce después del
tratamiento y su acumulacién se correlaciona con la desestabilizacion del mensajero de PvPRP1 (Zhang
y Mehdy, 1994).



lll. Traduccion: la sintesis de proteinas y su regulacion.



Traduccion: la sintesis de proteinas y su regulacion.

La ultima etapa en la expresion genética es la sintesis de proteinas. La sintesis de proteinas consta de
tres etapas: la iniciacién, la elongacion y la terminacién. Cada una de estas etapas estd modulada por
distintos factores proteicos; aquellos que se reclutan con el mensajero conforman el complejo de
iniciacion. Este complejo es necesario para la unidn de cada una de las subunidades que conforman el
ribosoma, primero la subunidad pequefa 40S y luego del escaneo del mensajero hasta el codén de inicio
se une la subunidad grande 60S para conformar el ribosoma completo y funcional. El apareamiento del
primer aminoacil-tRNA (Met-tRNA) da inicio a la cadena polipeptidica. EI movimiento del ribosoma al
segundo codon, la entrada del segundo aminoacil-tRNA y la formacién del enlace peptidico, da comienzo
a la elongacién que continta hasta alcanzar el codén de terminacién. Esa es la sefal para la separacion
del ribosoma y la liberacion del péptido naciente. La traduccion puede ser regulada en sus diferentes
etapas, aunque, en general el principal punto de regulacion es la iniciacién. También debemos considerar
que el proceso de sintesis de proteinas tiene un alto costo energético para la célula y cualquier evento
que provoque un estrés a nivel celular (ayuno, deshidratacion, calor, oxidacion, etc.) inhibira la sintesis de
proteinas constitutivas y solo se mantendra la de aquellas que serviran para tolerar el estrés.

El inicio de la traduccion es una etapa altamente regulada y limitante para la traduccion de un mensajero
(Figura 2). En procariotas, la traduccion consume gran parte de la energia celular, el 50 % de la energia
que produce la célula se requiere para la biogénesis de los ribosomas y llegan a alcanzar el 50% de la
masa seca celular. En eucariotas, se reduce al 5 % aunque los mecanismos regulatorios para que un
mensajero inicie el proceso de traduccion son mayores (Figura 2 y 3) (Nierhaus, 2004). Esta diferencia
también se refleja en el nimero de factores de inicio de la traduccién (ver Figura 2), que son solo tres en
procariotas (IF3, IF2 e IF1) y que ayudan al ensamblaje del ribosoma sobre el mensajero. El inicio es
simple, solo se requiere del reconocimiento de la secuencia Shine-Dalgarno por la subunidad pequefa
del ribosoma y del factor IF3. El factor IF2 (dependiente de GTP) es el que introduce al fMet-tRNA, y lo
posiciona correctamente en el codon de inicio. Eso permite la asociacion de la subunidad grande
ribosomal 50S, la liberacion de los factores IF3 e IF1 y luego, con la hidrolisis de GTP y la liberacion del
IF2, el ribosoma queda alineado para iniciar el proceso de elongacion (Hinnebusch et al. 2004).

En eucariotas son multiples los factores que estan involucrados en el inicio de la traduccion, al menos 11
participan en plantas; estos interactian entre si, con el mensajero y con las proteinas que estan
asociadas al mensajero (ver Figura 2 y 3) (Hinnebusch et al. 2004).

En todo el proceso traduccional hay numerosos participantes y cada uno de ellos aporta un punto de
regulacion al proceso general. Desde el nlcleo la mayor parte de los mensajeros se exportan con el
extremo 5’ modificado como m’GpppN (m’G) (5’ “cap”) y el extremo 3’ poliadenilado (poli(A)*), lo cual no

sblo le da mayor estabilidad al mensajero, sino que posibilitan su traduccién de forma mas eficiente.



Andlisis de transfeccion en protoplastos de tabaco, células de mamiferos y levadura, demostraron que la
traduccidbn de un mensajero aumenta considerablemente cuando el mensajero lleva los extremos
modificados con m’GpppN (m’G) 5’ “cap” y 3’ poli (A)*. Este efecto siempre es sinérgico cuando se lo
compara con la traduccidén del mensajero que lleva solo uno de los extremos modificados en cualquiera
de los sistemas estudiados (Gallie, 1991). Distintas observaciones han demostrado que los extremos del
mensajero pueden interactuar: en micrografias electronicas de reticulo endoplasmatico rugoso, 1o mismo
que en ensayos in vitro, se han observado las estructuras circulares que toman los polisomas
(Christensen et al. 1987; Wells et al. 1998). Bioquimicamente se ha comprobado que esta interaccién es
mediada por proteinas; el “cap” sirve como reclutador de los factores de inicio de la traduccion: elF4E
(subunidad pequena del elF4F) y elF4G (subunidad grande del elF4F) al que se unen otros factores,
como elF4A y elF3. Finalmente es la interaccion entre el factor elF4G y las proteinas PABPs, la que
estabiliza este complejo de iniciacion. En plantas existen dos isoformas: el factor elF4G y elF(is0)4G (165
y 86 kDa, respectivamente), que estan presentes en los complejos de los factores elF4F e elF(iso)4F,
respectivamente, junto con las proteinas de unién a cap elF4E y elF(iso)4E. Las PABPs unidas al
extremo 3’ de los mRNAs también interactuan con el factor elF4B. Se necesita la interaccion de todos
estos factores para el reclutamiento de la subunidad ribosomal 40S, luego, con la actividad del factor
elF4A (helicasa de RNA dependiente de ATP) el ribosoma escanea la region 5 no traducida hasta
encontrar el coddn de inicio de la traduccién (Cheng y Gallie, 2006). Este movimiento requiere la hidrdlisis
de ATP (el factor elF4A es el que cumple esta funcion) para romper las posibles estructuras secundarias
que pueda tener el mensajero en su extremo 5’. El factor elF4B estimula esta actividad de hidrélisis de
ATP cuando interactia con elF4A. Para el escaneo se requiere de los factores elF1, elF1A, elF4G y elF2.
Una vez que el ribosoma llega al codén de inicio AUG, el Met-tRNA se alinea con el codén y se hidroliza
GTP (del GTP-elF2), estimulado por factor elF5. El factor elF5B promueve la union de la subunidad
grande del ribosoma (80S), posteriormente, inicia el proceso de elongacion: cada aminoacyl-tRNA se
incorporara al ribosoma dependiendo de la secuencia de codones de la region codificante del mensajero
y el ribosoma es el Unico encargado de llevar a cabo el enlace peptidico entre los aminoacidos
(Hinnebusch et al. 2004; Cheng y Gallie, 2007).
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Figura 2: Vias de inicio de la traduccion en procariotas y eucariotas. Las etapas individuales en procariotas (A) y
eucariotas (B) se alinearon para reflejar la conservacion de las reacciones y las funciones de los factores de inicio de
traduccion (tomado de Hinnebusch et al. 2004).
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Figura 3: Detalle del inicio de la traduccién general en eucariotas en un mecanismo dependiente del “cap”. Este
esquema fue tomado de Gebauer y Hentze, 2004.

La traduccion puede ser regulada de forma global y eso involucra la modificacidn en la expresién de
muchos mensajeros en la célula. Para que esto ocurra se modifican post-traduccionalmente ciertos
factores de inicio de la traduccion.

En condiciones de estrés las células animales y vegetales responden de forma similar a través de la
inhibicién de la traduccion, aunque en plantas el mecanismo no se conoce con detalle. Uno de los efectos
que se observan en células de mamiferos sometidas a estrés es la acumulacion de proteinas
desplegadas en el reticulo endoplasmatico (RE), que se conoce como respuesta de proteinas
desplegadas (UPR, por sus siglas en inglés de Unfolded Protein Response), mecanismo que también se
ha observado en plantas como respuesta al estrés (Cascardo et al. 2000; Zhang et al. 2008).

Recordemos que en este compartimiento celular ocurre la N-glicosilacibn de proteinas que son



secretadas de la célula (como las proteinas de pared celular) o que forman parte de la membrana
plasmatica. Como respuesta a la acumulacion de proteinas desplegadas en el RE, se activan y se
inducen chaperonas en el lumen del RE, conocidas como BiP. Se sugiere que estos dos eventos (la
acumulacion de las proteinas desplegadas y la activacion de BiP) hacen que se activen cinasas
localizadas en la membrana del RE, como PERK, que fosforilan en el citoplasma los factores de tipo
elF2a, provocando la inhibicién de la traduccion.

En mamiferos y levaduras se demostr6 que la fosforilacion del factor elF2a inhibe la sintesis de proteinas
ya que previene la interaccion de los factores elF2-GDP y elF2B. Este mecanismo se evidencidé en
levaduras crecidas en ayuno de aminoacidos o bajo estrés oxidativo generado con H,O.. Esta inhibicion
es parcialmente dependiente de la cinasa GCN2, ya que la mutante gcn2, en condiciones de estrés,
disminuye la incorporacion de aminoacidos a la sintesis de proteinas aunque menos que en la silvestre
(Shenton et al. 2006). En plantas, sin embargo, ain se desconocen los factores y los mecanismos
involucrados en este proceso regulatorio.

Otra forma de regulacién de la traduccion es a través del secuestro de los factores de inicio de la
traduccién, tal es el caso de las proteinas de unién al factor elF4E (las 4E-BP1, 4E-BP2 y 4E-BP3), estas
proteinas cuando estan desfosforiladas incrementan su afinidad por elF4E. En células de mamiferos se
observo que la fosforilacion depende de la cinasa mTOR que cuando se activa, libera a estas proteinas
del factor elF4E. Sin embargo, muchos genes han evitado estos mecanismos de regulacion adquiriendo
otros que les permite superar la regulaciébn y que implican la sintesis de proteinas por una via
independiente de cap. En este mecanismo no se requiere del reclutamiento del factor elF4E al cap y los
ribosomas se unen directamente a un sitio de entrada ribosomal interno (IRES: Internal Ribosomes Entry
Site), que se localiza en la region 5’ no traducida del gen (Komenis y Wouters, 2006). Este tipo de
traduccidn se observa en virus (picornavirus, algunos retrovirus) y también en mensajeros de mamiferos
que codifican para proteinas que cumplen un rol clave en el crecimiento celular, proliferaciéon vy
diferenciacion (factores de crecimiento, factores de apoptosis) en condiciones de estrés celular, en las
cuales la traduccién dependiente de “cap” se inhibe, por ejemplo durante la apoptosis, la hipoxia, el estrés
por ayuno de suero y las radiaciones (Hinnebusch et al. 2004). En plantas, la traduccion por medio de un
sitio interno se ha observado en el mensajero de la chaperona Hsp101, la cual se traduce a partir de un
inicio de traduccion independiente del “cap” en condiciones de estrés por calor. (Dinkova et al. 2005).

Otro tipo de regulacion traduccional es la que ocurre de forma especifica para uno o un grupo de
mensajeros, en estos casos la traduccion se regula de forma particular sin afectar la sintesis general de
proteinas o el estado traduccional de la célula. En este tipo de regulacion participan secuencias o
elementos en cis en las regiones 5’ 0 3’ no traducidas de los mensajeros blancos a los cuales se unen

proteinas o microRNAs. Este tipo de regulacion involucra en la mayoria de los casos mecanismos en las



gue ciertas proteinas se unen al RNA y reprimen la sintesis proteica (Gebauer y Hentze, 2004; Abaza y
Gebauer, 2008).

Expresion especifica en 6rganos o durante el desarrollo modulada por la regién 3’ no traducida.
Ejemplos que sugieren la regulacién traduccional en plantas por la regién 3’ no traducida.

Para el estudio de la regulacidn a través de la region 3’ no traducida se utilizan fusiones transcripcionales
en las cuales el promotor del gen se fusiona a un gen reportero con la regién 3’ del gen y como control,
alternativamente con la regiébn 3’ no traducida del gen nopalina sintasa (NOS) de Agrobacterium
tumefaciens. Los ejemplos son pocos y son los siguientes:

- La expresion genética en la semilla esta altamente regulada a nivel transcripcional, sin embargo un
estudio de la expresidon del gen de la enzima a amilasa de cebada utilizando protoplastos de aleurona y
endospermo transformados con las regiones 5’ y 3’ no traducidas del gen fusionados a un gen reportero,
mostraron que ambas regiones son capaces de dirigir la expresién del gen de forma tejido especifica en
particular en la aleurona (7 veces) con respecto al endospermo (3 veces) y no se detecta cuando se
utilizan cultivos celulares de otras especies (Gallie y Young, 1994).

- el gen AX92 en Brassica napus se expresa durante la diferenciacion del cortex en plantula y durante la
embriogénesis y post-embriogénesis. El estudio mediante fusiones del promotor del gen con el reportero
GUS y con region 3’ no traducida del gen o el 3'NOS, demostré que este gen es regulado por su regidén
promotora a nivel transcripcional. Sin embargo, la regién 3’ no traducida del gen AX92 afecta cuantitativa
y cualitativamente su expresion: cuando tiene esta region se expresa solo en el eje embrionario y no en el
cotiledon, asi como en la raiz y en el cértex después de la germinacion; sin embargo, su expresion en el
hipocétilo es independiente de su regién 3’ no traducida (Dietrich et al. 1992).

- un caso similar es la regulacion del gen SrEnod2, una proteina de pared celular rica en hidroxiprolina,
que se induce durante la formacion del nédulo en leguminosas. El estudio de la expresion del gen en
Lotus utilizando el promotor SrEnod2 fusionado a GUS, llevando la region 3’'NOS o la region 3'SrEnod2,
demostrd que la region 3’ no traducida del gen es necesaria para su expresion en noédulo. Incluso al
fusionar otros promotores (CaMV35S minimo, NOS o leghemoglobina), la actividad de GUS se detecta en
nddulo y raiz especificamente cuando la regién 3’ no traducida corresponde al gen SrEnod2. Al parecer la
regulacion se da a nivel post-transcripcional ya que si se coloca la regién en otra direccidén o localizacién
en la construccion quimérica no se detecta el efecto (Chen et al. 1998).

- en las plantas C4, como Flaveria bidentis y amaranto se ha observado que el gen RbcS que codifica
para la subunidad pequefa de la enzima ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa/oxidasa (nuclear) (RbcS7),
tiene un patrén de expresion particular que concuerda con su metabolismo C4. Este gen se expresa

abundantemente en las células de la banda que rodean a los haces vasculares (bundle sheath) y decrece



su expresion en las células del meséfilo. Plantas de Flaveria que expresan el gen GFP fusionado al
promotor 35S y con las regiones 5’ y 3’ no traducidas del gen RbcS17, muestran una expresion tejido
especifica que no esta dirigida por la region promotora sino por las regiones no traducidas del gen,
sugiriendo que la regulacion esta dada post-transcripcionalmente. El mensajero se detecta principalmente
en las células que rodean a los haces vasculares (bundle sheath), mientras que ni el mensajero (ni la
proteina) se detectan en las células del meséfilo. EI control de este experimento fueron plantas
transformadas con el promotor 35S fusionado al reportero GFP pero sin las regiones no traducidas del
gen RbcS1. En estas plantas se observo el mRNA y proteina en toda la hoja, por lo tanto las regiones no
traducidas del gen estarian modulando la estabilidad del mensajero en tejidos especificos de la planta. Si
ahora se utilizan estas construcciones para transformar plantas de amaranto (otra planta con
metabolismo C4) se observa el mismo efecto en la hoja: la estabilidad mensajero varia en los distintos
tejidos de la hoja y depende de la presencia de las regiones 5’ y 3’ no traducidas, pero ademas aumenta
la eficiencia traduccional, tanto en la actividad del reportero in vivo (en este caso GUS) como en ensayos
de traduccion in vitro. (Patel et al. 2004; 2006).

- otro ejemplo lo constituye la enzima glutamina sintetasa (GS1). Esta enzima es necesaria para la
asimilacion de nitrogeno en plantas y su expresion esta altamente regulada. Se ha demostrado que la
region 3’ no traducida del transcrito es responsable de la regulacion a nivel post-transcripcional. En este
caso, el recambio del transcrito es modulado por la relaciéon carbono/nitrogeno, al mismo tiempo que se

inhibe la traduccion de proteina por nitrogeno (Ortega et al. 2001; 2006).

Traduccion selectiva en condiciones particulares: stress y desarrollo

La traduccion es un proceso altamente regulado en la célula por mdltiples factores, razén por la cual, la
cantidad de proteina que se sintetiza no solo depende de la cantidad de mensajero presente en la célula,
sino también de los procesos post-traduccionales que regulan el estado del mensajero en el citoplasma.
Estos mecanismos de regulacién determinan si el mensajero se traduce, se degrada o se mantiene
inactivo hasta encontrar el momento éptimo para su traducciéon. Para que un mensajero pueda ser
traducido requiere estar asociado a factores proteicos que de forma ordenada, interacttan con el
mensajero para formar el complejo de iniciacién, que se requiere para la asociacién de las subunidades
ribosomales y la posterior sintesis de la proteina.

Esta regulacion es particularmente sensible a las condiciones metabdlicas vy fisiologicas de la célula; la
inhibicién del proceso global de la traduccién es una respuesta comun en todos los organismos cuando
se someten a diferentes condiciones de estrés. En estas condiciones la célula necesita adaptarse a la
nueva situacion y se puede observar mas claramente el proceso de traduccion selectiva, que implica la
reduccion en la sintesis proteica global y la traduccion especifica de aquellas proteinas involucradas con

la respuesta de tolerancia al estrés (Bailey-Serres, 1999).



La traduccién selectiva en plantas ha sido caracterizada particularmente en plantas sometidas a
condiciones de déficit hidrico (Hsiao, 1970; Dhindsa y Cleland, 1975; Rhodes y Matsuda, 1976; Mason,
1988, Kawaguchi et al. 2004). En estas condiciones la sintesis de proteinas disminuye con respecto a
condiciones de riego 6ptimo (Dhindsa y Cleland,1975; Rhodes y Matsuda, 1976), lo cual resulta evidente
por la reduccion de la fraccidn polisomal y el incremento de las fracciones monosomales debido a la
desagregacion de los polisomas. En coledptilos de maiz sujetos a déficit hidrico, esta inhibicion puede ser
detectada 30 minutos después de iniciado el estrés y solo se requiere de una hora de rehidratacion para
recuperar los complejos polisomales (Hsiao, 1970). También se ha observado, en plantulas de soya, que
las zonas que son mas activas traduccionalmente en condiciones Optimas de riego, son las zonas de
crecimiento comparadas a las zonas ya diferenciadas o maduras. Cuando las plantulas se someten a
estrés, son las zonas de crecimiento las que reducen mayormente su contenido polisomal. Esta
disminucién en la tasa traduccional es uno de los factores que afecta la tasa de crecimiento de la plantas
durante el estrés (Mason, 1988).

El tratamiento con la hormona ABA de plantulas de soya provoca un efecto similar al producido durante el
estrés hidrico sobre la poblacién polisomal (Bensen et al. 1988).

Otros estreses tienen la misma consecuencia en la poblacion polisomal: la hipoxia o estrés anaerobico,
tiene este efecto en raices de maiz a la hora de iniciado el estrés (Bailey-Serres y Freeling, 1990). El
efecto que se observa es la disminucion en el contenido polisomal, al mismo tiempo que los mensajeros
de los genes que inducen su expresion durante el estrés se detectan en la fraccion polisomal, como lo
describiremos para Arabidopsis. En experimentos realizados en protoplastos de maiz cultivados en
condiciones de anoxia, utilizando distintos fragmentos de la regién 5’ no traducida con y sin la region 3’
del gen Adh1 (alcohol deshidrogenasat) fusionados a un gen reportero, mostraron que la regiéon 5’ no
traducida (146 bases) junto con un fragmento del inicio de la zona codificante son importantes para la
expresion del gen reportero en condiciones de anoxia. El efecto que se observa en la expresion debido a
las regiones no traducidas del gen no dependen de la vida media del mensajero, se requieren para
mantener y aumentar la traduccion en condiciones de anoxia (Bailey-Serres y Dawe,1996). En plantas de
Arabidopsis se ha detectado una disminucion del 36% en la fraccion polisomal y un aumento del 33% en
la fracciobn monosomal 12 h después de iniciado el estrés (Branco-Price et al. 2005). A pesar del efecto
negativo sobre la traduccion global es posible detectar la traduccion de algunos transcritos que son
necesarios para tolerar el estado de hipoxia; tal es el caso del mensajero Adht, el cual ademas de
acumularse por efecto transcripcional se mantiene cargado en polisomas, lo cual permite su traduccién de
forma eficiente (Fennoy y Bayley-Serres, 1995; Fennoy et al. 1998).

El estrés oxidativo también provoca una inhibicion de la traduccion. El analisis de este proceso en

levaduras tratadas con H,O, mostré que esta inhibicién se da por dos vias: una independiente y otra



dependiente de la cinasa, GCN2, la cual es capaz de fosforilar al factor de inicio de la traduccion, elF2a.
Si bien a concentraciones bajas de H,O, (0.2mM) se observa la traduccion de ciertos mensajero, a
concentraciones mas altas el efecto es diferente, no se incrementa la sintesis de proteina sino que los
mensajeros quedan asociados a los polisomas, sugiriendo que esta asociacion estaria protegiendo la
integridad de los mensajeros para permitir su sintesis cuando acaba el estrés (Inhibicién en la elongacién)
(Shenton et al. 2006).

En el caso del estrés por frio los efectos que se han reportado sobre la traduccion son variables. Como
en todos los estudios sobre condiciones de estrés es muy importante definir las condiciones
experimentales. Cuando se trabaja con estreses por temperatura, una variacion por debajo o por encima
de las condiciones de crecimiento normal provocan un estrés, sin tener que llegar a temperaturas
demasiado extremas. Asi, un tratamiento de 15 °C a una planta que normalmente crece a 30 °C, como
puede ser arroz, ya se considera un estrés por frio. Bajo estas condiciones se ha observado que si las
plantas se someten a bajas temperaturas, se promueve una disminucién de la sintesis de novo de
proteinas, detectada a través de la incorporacion de metionina marcada en proteinas totales en
comparacion con plantas control que fueron crecidas en condiciones éptimas. Sin embargo, como en el
caso anterior, también se detectan nuevas proteinas que son las que se traducen de forma especifica en
respuesta al estrés por frio (Hahn y Walbot, 1989). Otros experimentos sugieren que un periodo de
aclimatacién anterior al estrés evitan la disminucion en la poblacién polisomal (Laroche y Hopkins, 1987).
En el caso del estrés por calor se detecta el mismo efecto inhibitorio sobre la traduccién, fenébmeno que
ha sido ampliamente estudiado en diferentes organismos. El mecanismo por el cual se da la traduccion
selectiva de las proteinas de respuesta a calor o HSPs en condiciones de estrés por altas temperaturas
ha sido caracterizado y presenta caracteristicas particulares asociadas a la region 5’ no traducida a sus
transcritos, que involucran un inicio de traduccion alternativo. En este sentido se ha demostrado que la
traduccién de la proteina Hsp101 se produce a través de un mecanismo alternativo que es independiente
del cap, que implica el inicio de la traduccion por un sitio interno de entrada de los ribosomas (IRES), el
cual es independiente del factor elF4E, requerido para una traduccion dependiente de “cap”. Esto hace
que estas proteinas que son tan importantes para la tolerancia al estrés puedan ser traducidas aun en
condiciones que son desnaturalizantes para la toda célula y en las cuales la traduccion mediada por “cap”
se ve disminuida (Joshi y Nguyen, 1995; Dinkova et al. 2005).

Hasta el momento nos hemos referido a condiciones ambientes desfavorables y como éstas influyen en
la traduccidn, inhibiendo el proceso general y seleccionando aquellos mensajeros que son inducidos y
cuyas proteinas se han seleccionado evolutivamente para tolerar el estrés. Si bien los elementos en la
secuencia o en la estructura, asi como las proteinas implicadas en la seleccién no se conocen del todo,

existen otros procesos metabdlicos o de desarrollo que ocurren en la planta y que modulan la regulacién



de la traduccion. Uno de ellos ocurre diariamente y es el ciclo diario de luz. El ciclo circadiano regula a
nivel post-transcripcional y post-traduccional numerosos genes nucleares y de cloroplasto implicados con
el proceso de la fotosintesis y la fijacidbn de carbono en la planta.

Algunos de ellos claramente son regulados a nivel transcripcional por sacarosa o por luz, pero también se
ha observado que existen mecanismos post-transcripcionales implicados en su regulacion. En particular
se sabe que el estado redox de la célula participa en esta regulacion y experimentalmente se estudian
estos cambios mediante el uso de inhibidores de los fotosistemas. Asi se ha demostrado que la region 5’
no traducida del transcrito Fed-1 (ferredoxina-1) participa en la estabilizacién del mensajero y favorece su
asociacién a los polisomas en presencia de luz, mientras que durante la oscuridad o por tratamientos con
DCMU, este efecto ya no sucede y cambia la carga del mensajero desde la zona de polisomas (luz) a
monosomas (en oscuridad), lo cual tiene como consecuencia una disminucion en su traduccién (Petracek
et al. 1997). Este comportamiento se ha observado en otros genes, como pSKa10 (enzima de la sintesis
de tiazol), Cab10, Cab4, Cab16, LHC-1 (componentes del complejo cosechador de luz en cloroplasto),
OEC33kDa (forma parte del complejo formador de O,) y anexina (Tang et al. 2003).

El ayuno de carbohidratos también afecta no solo transcripcionalmente a la célula, sino a nivel
traduccional. Un estudio llevado a cabo utilizando cultivos celulares, los cuales fueron crecidos sin
sacarosa y comparados con cultivos crecidos en oscuridad, demuestra que se modifica la carga en
polisomas de 183 mensajeros algunos de ellos asociados con la sintesis de proteinas, o con la
progresion del ciclo celular, la biogénesis del ribosoma y la modificacion de histonas (Nicolai et al. 2006).
Otro ejemplo se produce en el grano maduro de polen, aqui describié la regulacién del gen Lat52, que
codifica para una proteina similar al inhibidor de tripsina (kunitz). La expresién transitoria o estable del
promotor del gen fusionado a un reportero mostrd una induccién traduccional cuando lleva la region 5’ no
traducida del gen. Esta induccién es especifica del grano de polen maduro, ya que cuando se normaliza
por la cantidad de mensajero, la actividad muestra una induccién de 13 veces comparada con la misma
construccion sin la region 5’ no traducida (Bate et al. 1996). Es interesante remarcar que el desarrollo del
polen culmina con una desecacion programada, donde se alcanza la maduracién del grano de polen. En
este periodo hay una acumulacién muy importante de RNAs (mensajeros, ribosomales y de transferencia)
que se requieren en el momento de la germinacién del polen, donde la rehidratacibn promueve la
reiniciacion de la traduccién a partir de estos mensajeros almacenados, de manera similar a lo que ocurre
en las etapas de imbibicion de la semilla (Hulzink et al. 2002; Nakabayashi et al. 2005).

En los granos de polen se han encontrado varios ejemplos de genes que se regulan a nivel traduccional;
tal es el caso del gen Nip303. Este mensajero se acumula en el polen maduro, pero solo se expresa en el
momento de la germinacién. Para evaluar la participacion de las regiones no traducidas en la traduccion,

se realizaron construcciones que llevan la regién 5’ no traducida del gen fusionadas a un reportero y se



utilizaron para transformar de forma transitoria (por bombardeo) el polen en desarrollo o maduro.
Claramente se pudo observar que solo en el polen en germinacion hay una induccion en la actividad del
reportero y que solo depende de la region 5’ no traducida del gen (Hulzink, 2002)

Una de las sustancias involucradas en la respuesta al ataque de patdgenos es el metil-jasmonato
(Meda). Esta sustancia se considera como una hormona vegetal y provoca la induccion sistémica de una
serie de proteinas involucradas en la respuesta ante la infeccion. El tratamiento de hojas de cebada con
Meda, demostré la regulacién post-traduccional de un grupo de proteinas. De manera muy interesante,
pudieron detectar la sintesis selectiva de proteinas inducidas por MedJa y la represién de las proteinas
constitutivas. Esta represion no se da a nivel transcripcional, sino a nivel traduccional, pero en este caso
la regulacion se da a través de mantener a los mensajeros asociados a los polisomas y de esta manera
se evita que sean traducidos, sugiriendo que existe una inhibicion en la elongacion de la sintesis de
proteinas. Los mensajeros son secuestrados como particulas de mensajeros-ribonucleoproteinas, como

sucede durante el estrés por calor con los granulos de estrés (Reinbothe et al. 1993).

Regulacion por la region 3’ no traducida en traduccion: algunos modelos que no se han
encontrado en plantas: Variacion en el largo del poli (A)*.

Esta regulacion se ha descrito en oocitos de Xenopus, en donde se encontr6 que muchos de los mMRNAs
maternos que tienen regiones cortas de poli (A)" se mantienen inactivos (no se traducen) en el
citoplasma. Estos transcritos se activan en las Ultimas etapas de la meiosis o después de la fertilizacion y
para que se activen se requiere que se alargue el poli (A)". Esta es una reaccion citoplasmatica y
altamente regulada (de Moor et al. 2005).

Esta regulacion se da a través de la regién 3’ no traducida, la cual, ademas de la secuencia candnica
AAUAAA, contiene una secuencia que se denominan CPE (Cytoplasmic Polyadenylation Element). A esta
secuencia se une un complejo conformado por la proteina CPEB y otras cuatro proteinas, las cuales se
ensamblan en el citoplasma. La regulacién de este complejo requiere de la fosforilacién de la proteina
CPEB, lo que tiene como consecuencia desensamblar del complejo la proteina PARN vy activar a una poli
(A) polimerasa (GL2) (que también forma parte del complejo) y que ahora puede alargar al poli (A)*. Se
propone que esta poliadenilacion induciria la traduccion (Richter, 2007).

En otros organismos como Xenopus y Drosophila se ha demostrado que proteinas tipo CPEB también
ejercen una regulacion traduccional a través de la interaccion con factores de inicio de la traduccion. En

plantas no se han descrito proteinas similares.

Proteinas de unidon a RNA. Algunos ejemplos en plantas asociados con el estrés.
La regulacion post-transcripcional puede estar modulada directa o indirectamente por proteinas que se

unen al RNA. Muchas de las proteinas se caracterizan por tener una estructura modular, con multiples



repeticiones de dominios basicos. Cada uno de los médulos tiene una unién débil a su blanco, pero la
suma de las repeticiones de los dominios permite una union de alta afinidad y especificidad para un
blanco particular. Algunos de estos dominios son: RRM, KH, dsRBD, PAZ, PIWI, TRAP, Pumilio, etc.
Estos dominios intervienen en procesos post-transcripcionales sumamente importantes para el
procesamiento del RNA y para la regulacion de la expresion génica (Lunde et al. 2007).

Uno de estos dominios 0 médulos esta ampliamente distribuido en Arabidopsis es el de las proteinas de
tipo RRM (RNA-Recognition Motif), de las cuales se han encontrado 196 proteinas. Entre las RRM estan
las proteinas de union al poli (A)" (PABPs), proteinas que intervienen en el “splicing” (SR y proteinas
asociadas); muchas de ellas son proteinas ricas en glicina (GRPs) o arginina (Lorkovic y Barta, 2002). Si
bien existen otros tipos de proteinas de unibn a RNA, el grupo de las GRPs, en particular, tiene
integrantes que al parecer estan asociados con la respuesta al estrés abiético en plantas (deshidratacion,
frio, dafio, ABA, virus, UV y metales) y cuya ausencia muestra un fenotipo de sensibilidad a estrés.

Las GRPs que se unen a RNA son diferentes a las LEAS, si bien ambas tienen un alto niUmero de glicinas
en su composicién, las GRPs tienen segmentos completos de glicinas mientras que en las proteinas
LEAs se encuentran distribuidas a lo largo de su secuencia. Todas las GRPs tienen un dominio de tipo
RRM, las GRPs de pared no poseen este dominio. En este grupo se suele incluir a las pequeias RRMs,
por su tamafio pequefio mas que por su similitud. El grupo comprende a 27 proteinas de las cuales ocho
son las tipicas GRPs (Lorkovic y Barta, 2002). Estas proteinas se caracterizan por tener hacia el N-
terminal el dominio RRM altamente estructurado, (Cléry et al. 2008). El extremo C-terminal puede ser
variable pero con repeticiones ricas en glicina. Su actividad se ha reportado en respuestas al ambiente, al
procesamiento de rRNA y en algunos casos estan reguladas por el ciclo circadiano.

En el caso de las Ath-GRPs se ha demostrado que los ocho genes de la familia se inducen por frio entre
5-7 veces (Kwak et al. 2005). Todas ellas se unen inespecificamente a DNA (de simple y doble hebra) y a
homopolimeros de RNA (A,U,C,G). La caracterizacién funcional de AtGRP2 (At4g13850) mostr6 que su
sobre-expresion promueve la germinacion en respuesta a tratamientos con sal y por frio (11°C), cuando
se compara con plantas silvestres o con plantas silenciadas. También muestran tolerancia al
congelamiento (-5°C) asi como un incremento pequefio pero significativo de la actividad de enzimas que
contrarrestan la concentracion de ROS (Kim et al. 2007). AtGRP4 (At3g23830) se expresa en flores,
primordios florales, pedicelos, y en silicuas. La sobre-expresion de esta proteina no confiere fenotipo
visible cuando las plantas se someten a alguna condiciébn de estrés (Kwak et al. 2005). Otra GRP,
denominada en este trabajo como AtGRP2, (At4g38680) se expresa en respuesta a frio, durante la
floracién, en meristemos y durante la fecundacién y embriogénesis. Su ausencia provoca alteraciones en
el tiempo floral: se generan estambres aberrantes y da lugar a una alta proporcién de semillas abortadas.

Se ha postulado que esta proteina pudiera actuar a nivel post-transcripcional afectando el procesamiento,



la estabilidad o la exportacion desde el nacleo de los mensajeros 0 como chaperona a nivel traduccional
(Flores-Fusaro et al. 2007).

Durante el estrés por frio las bacterias y levaduras también acumulan proteinas de union a nucleicos,
como las CSPs (cold shock proteins). Estas proteinas se han reportado en bacterias, archea y eucariotas,
inclusive en las plantas. En las bacterias son proteinas pequenas, de 7-10 kDa, contienen el dominio de
unién a nucleicos y funcionan como chaperonas de RNA que puede desplegar una doble hebra de RNA a
simple hebra. Se propone que las CSPs actuan junto con las DEAD box-helicasas recuperando la
estructura de los RNAs desplegados y promoviendo la iniciacion de la traduccién en condiciones de
estrés. La sobre-expresién de CspA y CspB en plantas confiere tolerancia al frio y al calor. Cuando se
sobre-expresa en arroz da lugar a un incremento en el rendimiento vegetativo. En maiz su sobre-
expresién promueve un aumento en el rendimiento de la produccion, aun cuando las plantas se sometan

a un periodo de sequia en campo (Castiglioni et al. 2008).



IV. Phaseolus vulgaris: un modelo sustentable.



El frijol (Phaseolus vulgaris) constituye el principal alimento en la dieta de mas de 300 millones de
personas, siendo la leguminosa de mayor consumo a nivel mundial (CIAT en Focus). El frijol es la mayor
fuente de incorporacion de proteinas, hierro, zinc, azufre y de ciertas vitaminas, en paises en vias de
desarrollo de Latinoamérica, Africa y Asia. Las estadisticas de la FAO (Food and Agriculture
Organization) muestran que la produccion mundial de frijol (2006) alcanzé los 19.5 millones de toneladas,
con un area de cultivo mundial de 26.0 millones de ha. en 113 paises. El 90% de la produccion mundial
corresponde a paises en vias de desarrollo (Figura 4), de las cuales 31,5% se produce en Latinoamérica
y el Caribe (Figura 5).
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Figura 4. Principales productores mundiales de frijol. Se indica el porcentaje de produccién de cada pais en funcién
de la produccién mundial (datos obtenidos a partir de los datos estadisticos del afio 2006 en FAOSTAT).

Sin embargo, el principal problema del cultivo es su sensibilidad al déficit hidrico. Asi se puede observar
en la diferencia de la produccién (Kg/ha) entre aquellos paises donde el cultivo crece con riego artificial
(1,500-1,000 Kg/ha) y aquellos en los que el cultivo crece solo con el aporte de lluvias estacionales (900-
600 Kg/ha) (Figura 6). En Latinoamérica, el 73% del area cultivada es semiarida (Rodriguez-Uribe y
O’Connell, 2006), lo cual genera pérdidas en su produccién del frijol.

El frijol es un cultivo nativo de origen americano. Se han identificado dos grupos genéticos de frijol nativo.
Uno se encuentra en Mesoamérica y se extiende desde México,por América Central hasta Venezuela y
Colombia. El otro grupo genético es Andino y se extiende desde el sur de Perd hasta el norte de
Argentina. Desde estos centros de origen surgen los centros de domesticacidn, uno de estos centros es
mesoamericano y el otro andino. Esta diversificacion se observa en el alto polimorfismo que presenta el
frijol cuando se lo compara con la soya. México tiene una ventaja sobre otros paises de ser un centro de
diversificacion, lo cual le permite poseer un germoplasma diverso como para encontrar variedades que
difieran no solo morfolégicamente, sino también por su capacidad de tolerancia a distintas condiciones de
estrés (bibtico y abibticos). Esta diversidad, especialmente en aquellas variedades menos domesticadas,
es sumamente importante para incorporar caracteristicas de interés agronomico a las variedades

comerciales por medio de la genética tradicional.
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Figura 5: Produccion de frijol en Latinoamérica. Se muestra el porcentaje en funcién del total en Latinoamérica
(100%) (FAOSTAT, http://faostat.fao.org).
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Figura 6: Rendimiento en Kg./ha en los principales paises productores (FAOSTAT http:/faostat.fao.org).

El uso del frijol como un modelo de estudio, es necesario e imprescindible desde el punto de vista
agricola y social. Por un lado, para incrementar el rendimiento del cultivo en condiciones sustentables y
desde el punto de vista social, por que es una fuente de nutrientes proteicos y de hierro, para la poblacién
de menores recursos econdémicos en un momento en el cual la produccién de alimentos a nivel mundial
se encarece en detrimento de la poblacién pobre del mundo, favoreciendo la produccion de soya por su
alto precio a nivel mundial y de granos (maiz) u otro cultivos para la produccion de biocombustibles.

El frijol como modelo fisiol6gico y molecular resulta de particular interés para el estudio de la tolerancia a
estrés. Este interés esta basado en la sensibilidad del cultivo a condiciones de déficit hidrico, aun en
aquellas variedades mas tolerantes de frijol. El estudio de los mecanismos de tolerancia en una especie
tan sensible, nos permitiria, en teoria, encontrar aquellos mecanismos sutiles de regulacion que en una
planta muy tolerante quedarian enmascarados. Ademas, la gran gama de genotipos que existen en
México, permitiria el seguimiento de las caracteristicas resistentes en nuevas variedades mediante el uso
de marcadores moleculares, lo cual permitiria la seleccion de variedades resistentes mas rapidamente

gue por la genética tradicional.



ANTECEDENTES.



PvLEA-18: Caracterizacion y expresion.

En nuestro laboratorio fue aislada una clona de cDNA, de una biblioteca sustraida de tejido de plantulas
de frijol sometidas a déficit hidrico con plantulas crecidas en riego 6ptimo, que fue denominada rsp18
(Colmenero et al. 1997). Si bien en aquel momento, el andlisis de su secuencia no mostraba homologia
con ninguna otra proteina conocida, sus caracteristicas fisicoquimicas y su patron de expresion, hicieron
considerarla como una proteina LEA tipica, constituyendo la primer proteina de un nuevo grupo, el grupo
6 (LEA6, PFAM 10714). A la proteina codificada en este gen se la llam6 PvLEA18.

La hidrofilicidad es la propiedad fisicoquimica que de manera general caracteriza a las proteinas LEA
tipicas y permite clasificarlas como parte de un grupo mas amplio de proteinas, las hidrofilinas. Las
hidrofilinas se caracterizan por ser proteinas altamente hidrofilicas, con un contenido de glicinas mayor al
6% y un alto porcentaje de aa cargados, sin contar con cisteinas o triptéfanos en su secuencia (Garay-
Arroyo et al. 2000). Por su estructura primaria se predice que la estructura secundaria de las proteinas
LEAs, es flexible debido a que no presentan una estructura secundaria estable en solucién acuosa,
aunque en algunos casos contienen un pequefno porcentaje de o hélice en su estructura. Sin embargo,
como ocurre con las proteinas intrinsecamente desordenadas, se propone que ante un cambio en las
condiciones hidricas de la célula y/o al interactuar con su blanco, estas proteinas pudieran adquirir o
cambiar su estructura (Dyson y Wright, 2005). El grupo 6 de las proteinas LEAs, caracterizado por la
proteina PvLEA18 de frijol, cumple con esta definicion por la composicién de aa (Tabla 1a, 1by 1c) y por
la prediccion de su estructura, ademas de ser una proteina pequefia (9 kDa para frijol y 12 kDa para
trigo). Estas caracteristicas fisicoquimicas, generales para las hidrofilinas, tienen como consecuencia que
estas proteinas no precipitan por ebullicibn y que muestran un desplazamiento anormal en una
electroforesis desnaturalizante en gel de SDS-PAGE, que no corresponde con su peso molecular.

El estudio de su expresion mostré que el mensajero y la proteina PvLEA18 se inducen en la etapa tardia
de la embriogénesis de frijol, acumulandose en el embridn seco. Luego de la germinacion, se detecta la
presencia de ambos (MRNA y proteina) hasta 5 dias después de la imbibicién dependiendo la region de
la plantula. Una minuciosa caracterizacion de la expresion en plantulas de frijol en sus distintas regiones,
permitid detectar la proteina aln en condiciones de riego 6ptimo en aquellas zonas donde el potencial
hidrico (¥,,) es particularmente bajo, como es la zona de crecimiento de la plantula: el gancho plumular.
También se detect6 en las zonas meristematicas. Si estas plantulas de frijol se someten a condiciones de
déficit hidrico o se tratan con ABA, la expresion se extiende a toda la plantula y sélo disminuye cuando se
restablecen las condiciones éptimas de riego. Por inmuno-histoquimica se detectd a la proteina PvLEA18,
en el nucleo de células del mesofilo de plantulas estresadas (Colmenero et al. 1997; 1999).

Esta caracterizacion de la expresion en frijol pudo complementarse con el estudio de la regulacion

transcripcional del gen PvLEA18 en plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana (Moreno-Fonseca y



Covarrubias, 2001). En este estudio se transformaron plantas de Arabidopsis con construcciones que
llevan al promotor del gen PvLEA18 (2057 pb de la region 5’ hacia arriba del marco de lectura del gen)
fusionado al gen reportero GUS y con la regiéon 3’ no traducida del gen PvLEA18 o con la region 3’ no
traducida del gen NOS (Figura 9). En este sistema heterélogo se corroboré el patron de expresion
observado en frijol y se detectd histoquimicamente la expresion del reportero con un mayor detalle en los
diferentes estadios de desarrollo de la planta, durante el desarrollo de la semilla y luego durante la
germinacion. También se pudo conocer el cambio en la expresidn del gen durante el desarrollo de la hoja,
siendo constitutiva la presencia de la proteina en las hojas jovenes y asociada a los haces vasculares y
los hidatodos en hojas maduras. Durante el desarrollo de la flor se pudo observar su expresién en los
sépalos, las anteras y en los granos de polen. En cuanto a la raiz, se pudo observar que su expresion es
dependiente de luz, y en condiciones normales de crecimiento (oscuridad) se restringe al meristemo
radicular. Particularmente interesante resulté su expresién durante el desarrollo de las raices laterales,
asociada nuevamente a los tejidos meristematicos que dan lugar a la raiz lateral y al resto de la misma
una vez formada. También se pudo corroborar la misma respuesta a los tratamientos de déficit hidrico y
con la hormona ABA. La busqueda de los elementos en cis en la regiébn promotora del gen de frijol
permitieron detectar cajas putativas para la expresioén en semilla y raiz (Figura 8) (Moreno-Fonseca y
Covarrubias, 2001). La expresion en raiz es dirigida por el elemento en cis de tipo as-1, descrito en
tabaco. En Arabidopsis a este motivo se asocian factores transcripcionales del tipo TGA. Esta es una
familia génica de 6 miembros, el estudio de expresion de uno de sus miembros, TGA 6, utilizando el
reportero GUS, muestra que este gen se expresa en raiz, en hojas cotiledonales y luego se diferencia la
expresion hacia los haces vasculares y los hidatodos en hojas maduras (Xiang, et al.1997), lo cual es
consistente con el patrdbn de expresion en tejido vegetativo que mostré el gen GUS bajo control del
promotor del gen PvLEA18 en plantas transgénicas de Arabidopsis. También se encuentran elementos
en cis relacionados con la via de induccion por ABA y asociados con la respuesta al déficit hidrico, como
son las cajas de tipo G, los potenciales elementos para la union de factores de tipo ABI y las cajas de
unién a factores de tipo MYC y MYB (Moreno-Fonseca y Covarrubias, 2001). La presencia de una caja
TATA cercana al sitio de inicio de la transcripcion sugiere que es un promotor TATA-dependiente para su
transcripcion. En la figura 8 se comparan las regiones promotoras del gen PvLEA18 de frijol y de los
genes homodlogos al gen PVvLEA18 en Arabidopsis (At2g23110, At2g23120, At2g33690). En esta
comparacion solo se consideraron aquellos elementos en cis asociados con la respuesta a déficit hidrico,
por la via dependiente e independiente de ABA. De este analisis, se pudo observar que los promotores
muestran putativos elementos en cis que se asocian a la respuesta por la via de ABA (cajas G, ABRE,
putativos sitios para ABI5), asi como de la via independiente de ABA (como el elemento DRE solo en el

promotor del gen At2g23120). Todos los promotores son ricos en secuencias que pudieran asociar a



factores transcripcionales de tipo MYC y MYB asociados a la respuesta a estrés (Umezawa et al. 2006).
También se vieron (pero no se muestran) elementos asociados a los factores transcripcionales que
pueden dirigir la expresion a la raiz y al grano de polen. La presencia de estos elementos en el promotor
coincide con la expresion de los genes homologos al gen PvLEA18 en Arabidopsis reportada en andlisis
de microarreglos.

Si bien la proteina ha sido caracterizada solo en frijol, se han encontrado secuencias de proteinas
homélogas (nrs: non redundant sequences) y ESTs (Expressed Sequence Tags) en las bases de datos
publicas (NCBI; TIGR; etc). Para los ESTs hay coincidencias en el patron de expresién ya que provienen
de bibliotecas de cDNAs de semillas, de embriones, o0 de plantas sometidas a condiciones de estrés
hidrico. Hasta el momento todas las secuencias homoélogas estan altamente conservadas en plantas
superiores: gimnospermas y angiospermas (dicotiledéneas y monocotiledoneas). El analisis de las
secuencias de las diferentes proteinas con homologia a la PvLEA18 permitié distinguir algunos motivos
conservados (Tabla 2 y Figura 7). Sin embargo, si bien los dominios 1, 2 y 3 estan altamente
conservados, existen algunos pequefios dominios que definen algunos sub-grupos en particular; por
ejemplo, los motivos propios de gramineas (trigo y cebada) (dominio 7) o los propios de las Brassicaceae
(dominio 8) (Tabla 2 y Figura 7). A la fecha la distribucion de las secuencias similares reportadas no

permite un andlisis filogenético robusto para esta familia de proteinas.



(a)

Especie Phaseollus Arabic{opsis Tritif:um Oryza
vulgaris thaliana aestivum
Numero de aa 82 92 121 112
Peso molecular (Da) 8776.5 9712.5 128711 11910
pl teérico 6.09 4.59 5.26 5.41
(b) Hidrofilicidad -1.267 -1.059 -1.063 -0.888
Especie Phaseolus Arabidopsis Triticum Oryza
Composicién de aa Numero % Nimero % Numero % Numero %
Ala (A) 8 9.8 6 6.5 13 10.7 14 12.5
Arg (R) 1 1.2 2 2.2 8 6.6 7 6.2
Asn (N) 2 2.4 3 3.3 2 1.7 1 0.9
Asp (D) 3 37 9 9.8 10 8.3 11 9.8
Cys (C) 0 0 0 0 0 0 1 0.9
Gln (Q) 6 7.3 5 5.4 9 7.4 11 9.8
Glu (E) 9 11 7 7.6 9 7.4 4 3.6
Gly (G) 10 12.2 14 15.2 16 13.2 12 10.7
His (H) 2 2.4 1 1.1 5 441 4 3.6
lle (1) 0 0 2 2.2 2 1.7 2 1.8
Leu (L) 4 4.9 6 6.5 6 5 4 3.6
Lys (K) 10 12.2 8 8.7 5 41 4 3.6
Met (M) 1 1.2 3 3.3 2 1.7 2 1.8
Phe (F) 1 1.2 0 0 0 0 0 0
Pro (P) 4 4.9 7 7.6 9 7.4 9 8
Ser (S) 6 7.3 5 5.4 5 44 2 1.8
Thr (T) 9 11 7 7.6 9 7.4 12 10.7
Trp (W) 0 0 0 0 0 0 0 0
Tyr (Y) 4 49 4 4.3 4 3.3 4 3.6
Val (V) 2 2.4 3 3.3 6 5 8 71
Pyl (O) 0 0 0 0 0 0 0 0
(c)
Especie Phaseol_us ArabiQOpsis Tritif:um Oryza
vulgaris thaliana aestivum
%ess’lglg;z)cargados posml’/amente 12 16 19 15
p Arg+l_ys)°a’gad°s 9 11 10 13 11

Tabla 1: Caracteristicas quimicas teéricas (a), composicidbn de los aminoacidos (b), porcentaje de aminoacidos
cargados (c) de la proteina PvLEA-18 en frijol y en proteinas homologas. En (b) se destaca en negritas el contenido

de glicinas (%). El andlisis se realiz6 con programa ProtParam (EXPASY).
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Tabla 2: Dominios conservados entre las proteinas del grupo 6 (PFAM:10714). El domino 1, 2 y 3 se encuentra en
todas las secuencias analizadas (100% n=55), mientras que los dominios 4 y 5 en algunas de ellas (62%; 34
secuencias). Los dominios 6 (n=6), 7 (n=5), 8 (n=3), 9 (n=3) y 10 (n=4) se encuentran en ciertos grupos de
secuencias. Los dominios se definieron utilizando el algoritmo MEME-MAST, a partir de secuencias que provienen de
un andlisis de BLAST (NCBI, TIGR, etc.) realizado a partir de las bases de datos de proteinas no redundantes (nrs) y
de secuencias de tipo ESTs (Bailey et al. 2006).
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Figura 7: Diagrama en el que se muestra como se distribuyen los dominios que definen al grupo 6 de las proteinas
LEA (ver tabla anterior). Los dominios se definieron utilizando el algoritmo MEME-MAST
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Figura 8: Comparacion de los elementos potenciales en cis que se encuentran en los promotores del gen de
PvLEA18 de frijol y de los genes homologos en Arabidopsis. El andlisis se realiz6 utilizando el algoritmo PLACE
(Plant cis-acting Regulatory DNA Elements). En el esquema solo se graficaron los elementos en cis que intervienen
en la via dependiente ABA (cajas de tipo G; ABRE (ABA binding recognition element); ABI 5) e independiente de ABA
(DRE) y aquellos que pudieran estar asociados con la respuesta a estrés por déficit hidrico (MYC, MYB). Para el
promotor de frijol se grafico el elemento AS-1, asociado a desarrollo. +1 corresponde al sitio de inicio de la traduccion.



Regulacién de la expresion por la regiéon 3’ no traducida del gen.

El estudio de la regulacion transcripcional del gen PvLEA18 de frijol en plantas transgénicas de
Arabidopsis permiti6 conocer un elemento importante en la regulacion del gen (Moreno-Fonseca y
Covarrubias, 2000). Para este estudio se transformaron plantas de Arabidopsis con la region promotora
del gen PvLEA-18 de frijol fusionada al gen reportero GUS y la region 3’ no traducida del gen NOS.
Alternativamente, se consider6 comparar esta construccién con una igual pero llevando la region 3’ no
traducida del gen PvLEA-18 (Figura 9).

PropvL EA18:GUS:3'UTR PYLEATS

Propyi EA18 GUS IPALEA1S

2057 pb 189/ pb 607 pb

PropvLEA18:GUS:3'UTR NOS

Propy eA18 GUS 308 |

2057 pb 1897 pb 240 pb

Figura 9: Esquema que representa las construcciones utilizadas para transformar plantas de Arabidopsis thaliana
(Moreno-Fonseca y Covarrubias, 2001). Ambas construcciones llevan el promotor del gen PvLEA18 de frijol
(Phaseolus vulgaris) fusionado al gen reportero GUS'y 607 pb de la region 3’ no traducida gen PvLEA18 de frijol o la
regiobn 3’ no traducida del gen NOS (nopalina sintasa). Estas construcciones se clonaron en el vector binario para
transformar plantas de Arabidopsis thaliana (ecotipo Columbia).

Las lineas de Arabidopsis que se obtuvieron al transformar con ambas construcciones mostraron una
expresion de GUS similar a la observada en frijol en condiciones de desarrollo y en los tratamientos de
estrés. Sin embargo, al comparar las lineas por su regién 3’ no traducida se observé que todas las lineas
que llevaban la region del gen PvLEA18 mostraban una mayor actividad de GUS que las que tenian el
terminador del gen NOS. Este incremento en la actividad (dependiente de la regién 3’) se observd, en
particular, en condiciones de déficit hidrico o en una condicion de deshidratacion fisiolégica programada,
como ocurre en la semilla. En déficit hidrico la actividad se increment6 de 2 a 6 veces dependiendo de la
linea (Figura 10). Esta observacion resultd sumamente interesante, por que hasta el momento no se
habia reportado ningun otro gen en plantas cuya expresion se incrementara por la presencia de la region
3’ no traducida en condiciones de déficit hidrico. Dada la poca informaciéon que existe al respecto, nos
parecié importante establecer los mecanismos moleculares por los cuales la region 3’ no traducida del

gen estaba modulando su expresion.
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Figura 10: Actividad especifica de GUS en las distintas lineas de las plantas transgénicas que llevan las
construcciones ProPvLEA18/GUS/PvLEA18 3’y ProPvLEA18/GUS/NOS 3. Plantas de 3 semanas se colocaron en
camara humeda hasta perder el 30% de su peso fresco inicial (Dry). Los controles se mantuvieron bajo riego 6ptimo
durante el tratamiento. El tratamiento con ABA se realiz6 colocando en el medio sélido una solucion de ABA 100 uM
durante 24 h. Como control se utilizd la expresion constitutiva en la linea transgénica que lleva la construccion
355/GUS/NOS 3. Posterior al tratamiento se colectaron los tejidos y se hicieron los extractos de proteinas totales
que se utilizaron para medir la actividad de GUS (ver materiales y métodos). Los numeros en el eje horizontal
corresponden a lineas independientes (eventos de transformacion independientes). Figura tomada del trabajo de
Moreno-Fonseca y Covarrubias, 2001.

Las bases moleculares de la respuesta de las plantas a los cambios ambientales se han tratado de
explicar a través de los mecanismos de regulacion transcripcional. El cambio en la expresion genética se
propone como responsable del mecanismo de tolerancia que se induce en la planta para adaptarse a las
condiciones adversas del ambiente (Ingram y Bartels, 1996; Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006). Sin
embargo, al mismo tiempo que ocurre la induccion transcripcional existe una regulacion post-
transcripcional que es igual de importante ya que puede modular por distintas vias la estabilidad, la
cantidad del mensajero, la disponibilidad de los mensajeros para ser traducidos y la eficiencia de la
traduccién de esos mensajeros en condiciones de estrés (Kawaguchi y Bailey-Serres, 2002). Dados estos

antecedentes hemos propuesto la siguiente hipétesis y los objetivos a desarrollar son los siguientes:

HIPOTESIS.

La regidén 3’ no traducida del gen PvLEA-18 participa en la regulacion de su expresion en respuesta a

déficit hidrico a nivel post-transcripcional.



OBJETIVO GENERAL.

Establecer el mecanismo por el cual la regién 3’ no traducida del gen PvLEA-18 modula su expresion en

respuesta a déficit hidrico.

OBJETIVOS PARTICULARES

Definir con mayor precision la region del extremo 3’ que participa en la regulacién de la acumulacién de
su proteina.

Establecer si la region 3’ no traducida del mensajero se asocia a proteinas.



RESULTADOS.



I. Regulacién transcripcional

Para determinar si la regiébn 3’ no traducida del gen PvLEA18 ejerce su regulacién a través de un
mecanismo de “estimulador” (enhancer) transcripcional, medimos y comparamos la tasa de transcripcion
en condiciones de estrés hidrico o de riego 6ptimo dependiente de la presencia del 3’PvLEA18 0 3'NOS.
Para realizar este experimento utilizamos plantas transgénicas de Arabidopsis las cuales se
transformaron con el promotor inducible por estrés del gen PvLEA18 fusionado al gen reportero GUS con
la region 3’ no traducida del gen PvLEA18 o con la regiéon 3’ no traducida del gen NOS (Moreno-Fonseca
y Covarrubias, 2001) (Figura 9, en la seccion de antecedentes). El experimento se realizd seleccionando
una linea representativa de cada construccién (linea 842 para analizar la region 3'PvLEA18 y linea 952
para analizar el efecto de 3’NOS, ver Figura 10) de acuerdo con los datos publicados por Moreno-
Fonseca y Covarrubias (2001).

Para medir la tasa transcripcional se utilizaron hojas de la roseta de plantas de 21 dias que se sometieron
a déficit hidrico o se mantuvieron en condiciones Optimas de riego. A partir de este tejido se aislaron los
nucleos y posteriormente se incubaron en un medio en el cual continua la transcripcion de los mensajeros
en presencia de un nucleétido marcado radioactivamente, [a32P UTP]. Luego de la incubacién se extrajo
el RNA total y se utiliz6 como sonda para hibridar con el DNA de los genes de interés. En nuestro caso
los genes de interés fueron el reportero GUS, que se expresa a partir de las construcciones antes
mencionadas; asi mismo algunos genes de proteinas LEAs que se inducen por déficit hidrico como son:
D113 (At5g06760) (Hoth et al. 2002), ERD10 (At1g20450) (Kiyosue et al. 1994), LTI28 (At5g52310)
(Nordin et al, 1993), que se utilizaron como controles positivos del tratamiento. En tanto que los genes
elF4A1 (At3g13920) y RCE1 (At4g36800) que no se inducen por condiciones de estrés, se utilizaron
como referencia de genes constitutivos (Seki et al. 2002) y el gen ribosomal 28S se us6 para normalizar
de acuerdo a la carga. Cabe recordar que para comparar las lineas se utilizaron iguales cantidades de
nacleos en las reacciones de sintesis de RNA marcado y una vez extraido el RNA total se utilizé la misma
cantidad de marca radioactiva (en cpm) para hibridar en cada una de las membranas.

El resultado del experimento se muestra en la Figura 11. Si comparamos la condicién de riego 6ptimo con
la de déficit hidrico, vemos que el tratamiento induce al mensajero de GUS, asi como a los genes de las
proteinas LEAs: D113, ERD10 y LTI28; mientras que los controles constitutivos muestran la misma tasa
transcripcional. Si analizamos la diferencia que existe al comparar la tasa transcripcional dependiente de
su regién 3’ no traducida, observamos que las diferencias que existen entre las lineas no es significativa,

lo que indica que la regulacién por la por la regiéon 3’ no traducida no se da a nivel transcripcional.
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Figura 11: Andlisis de la tasa transcripcional de diferentes genes en las lineas hombdcigas de
ProPvLEA18:GUS:3'PvLEA18 o ProPvLEA18:GUS:3’NOS bajo condiciones Optimas de riego y en déficit hidrico. Se
utilizaron en este experimento las rosetas de plantas de 15 dias de Arabidopsis, que se cortaron y se colocaron en
una camara humeda hasta que las plantas perdieran el 30% del peso fresco. Los controles se mantuvieron en riego
Optimo durante todo el experimento. Posteriormente ese tejido se utilizo para la extraccion de ndcleos. Los nucleos se
utilizaron para la transcripcion de los RNAs como se describe en materiales y métodos. Iguales cantidades de los
mRNAs sintetizados se usaron para hibridar contra el gen reportero GUS y los genes que se inducen por déficit
hidrico: D113 (At5g06760), ERD10 (At19g20450), LTI28 (At5g52310) o contra los genes constitutivos: elF4A1
(At3g13920) y RCE1 (At4g36800) y 28S. Las sefiales obtenidas se cuantificaron utilizando el programa NHImage
1.63. La tasa transcripcional se expresa como la relacion entre el valor de la sefial de cada gen y la sefial del gen
28S. El resultado es la media de un experimento con tres replicas y se grafican las barras de error.

Il. Regulacion post-transcripcional.

2. Estabilidad del RNA mensajero.

La expresion de un gen puede estar finamente regulada por las condiciones celulares, por el medio
ambiente (Gutiérrez et al. 2002; Lidder, 2005) o por una reaccion de retroalimentaciéon metabdlica (Sheu
et al. 1994; 1996; Chan y Yu, 1998b). Un mecanismo de regulacién fina que le permite a la célula
responder eficientemente ante situaciones inesperadas es la modulacién de la estabilidad de los RNA
mensajeros. Este cambio tiene como consecuencia una mayor 0 menor cantidad de transcrito para un
gen determinado, dependiendo de la cantidad de la proteina correspondiente que se requiera ante una
situacién dada. La vida media de un mensajero depende, en gran parte, de la regiéon 3’ no traducida, dado
que es el extremo por el cual se degrada el mensajero, ya sea por desadenilacion (pérdida del poli(A)*),
por la actividad de las endoribonucleasas o por la actividad de microRNAs especificos. Uno de los puntos
a explorar fue establecer si la regiébn 3’ no traducida del gen PvLEA18 modulaba la vida media del

mensajero, dando una mayor estabilidad y de esta forma aumentando la cantidad de proteina. Para medir



la estabilidad del mensajero en condiciones déficit hidrico, establecimos un sistema en medio liquido en
el cual se pudiera inducir al gen y luego aplicar un inhibidor transcripcional manteniendo las condiciones
de estrés (Figura 12). Para este experimento utilizamos las mismas lineas de Arabidopsis que en el
experimento anterior (Figura 9, en antecedentes), el promotor PvLEA18, que es inducido por déficit
hidrico, fusionado al gen reportero GUS y con las dos variantes de la regién 3’ no traducida: 3'PvLEA18y
3'NOS.

Para generar el déficit hidrico utilizamos una solucién de 25% PEG-8000 (polietilenglicol, peso molecular
8000). Los polimeros de PEG = 6000 no penetran los poros de la pared celular, por lo tanto el agua es
removida desde fuera de la pared celular, provocando un estrés de deshidratacibn semejante al que
provoca la sequia, a diferencia de las soluciones con solutos de bajo peso molecular (Carpita et al. 1979).
Se probaron diferentes concentraciones, pero se eligidé la concentracién de 25% por que provoca un
aumento rapido y sostenido de la expresién de GUS. Esta concentracion de PEG genera un potencial
hidrico (¥,) de -30 bares = -3 MPa, que es similar a una concentracion de 0.6 M NaCl (1.014 Osmol/Kg).
Observamos que a las 16-18 h de tratamiento osmético se obtuvo el mayor incremento en la actividad
(Figura 12b) y en la cantidad de mensajero de GUS (no mostrado) y se considerd la 6ptima para el
tratamiento.

Para encontrar la concentracion 6ptima del inhibidor transcripcional, las plantas se sometieron a estrés
osmotico en presencia de diferentes concentraciones de Actinomicina D, después de lo cual se detecté el
mRNA a diferentes tiempos de iniciado el tratamiento (Figuras 12d y 12e). Si se compara con el control
bajo estrés osmético (Sin actinomicina (0), Figuras 12d y 12e), observamos que la concentracién mas alta
(200ug/ml) reduce la expresidon de GUS en casi 80% (Figura 12e) (Newman, et al. 1993). Si bien esta
concentracién es alta hay que considerar que las condiciones osmoticas en las que se realiza el
experimento provocan una disminucion en la absorciéon de solutos por la raiz, afectando la entrada del
inhibidor. Una vez elegidos el tiempo de induccién del gen en estrés osmético (16 h) y la concentracion
del inhibidor (200ug/ml) se determiné la vida media del transcrito del reportero GUS.

El experimento consiste en someter a las plantas a tratamientos con 25% PEG durante 16 h y en ese
momento agregar la actinomicina D. Los controles se mantienen en estrés osmatico pero sin la adicién de
actinomicina. Una vez agregado el inhibidor, se toman las muestras en funcién del tiempo, se extrae el
RNA y se analiza por ensayos de tipo Northern. La sefial se cuantifica (Figura 13a) y se grafica la
desaparicién del mensajero en funciéon del tiempo normalizando los valores con la sefal de hibridacion
del RNA 28S ribosomal. Los resultados se muestran en la Figura 13b. Al comparar la cinética de
degradacion del mRNA del gen reportero conteniendo la regi6on 3’ no traducida del gen PvLEA18 con la

correspondiente al transcrito con la region 3’ no traducida del gen NOS no se detectaron diferencias



significativas, como lo muestran los valores de las pendientes de las rectas resultantes de graficar la
cantidad de transcrito contra el tiempo.

La vida media de un mensajero se define como el tiempo en el cual la cantidad de mensajero disminuye
su nivel hasta un 50%, tomando el tiempo inicial como el momento en que se agrega el inhibidor
transcripcional. Si calculamos y comparamos la vida media del mRNA de GUS, vemos que es la misma
para ambas construcciones: en el caso de llevar el 3'PvLEA18 es de 2.6 h = 0.21 y para el 3'NOS es de
2.6 h = 0.42. Este resultado demuestra que la diferencia observada en la actividad del gen reportero en
condiciones de déficit hidrico no es debido a una mayor estabilidad de su transcrito conferida por su

regién 3’ no traducida.
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Figura 12: Optimizacién de las condiciones para la medida de la vida media en condiciones de déficit hidrico. (a)
Deteccidon de la actividad de GUS en condiciones de riego 6ptimo (medio MS, 0% PEG) o en déficit hidrico (b)
generado por una solucion de PEG al 25%, utilizando plantas de Arabidopsis de 15 dias transformadas con las
construcciones ProPvLEA18:GUS:3'PvLEA18 (3’'PvLEA18) y ProPvLEA18:GUS:3'NOS (3’NOS). (c) Camara en la
que se realiza el experimento. Plantas de 15 dias se colocan sobre una malla plastica, la cual esta flotando sobre la
solucion que se quiere ensayar. En condiciones de riego 6ptimo la solucion es el medio MS, para el tratamiento
osmotico la solucion es 25% PEG. La solucion se mantiene con agitacion para evitar la anoxia. (d) La concentracion
de actinomicina D se ensay6 mediante un experimento de induccién del gen GUS, utilizando las lineas transgénicas
que se expresan bajo el promotor inducible de PvLEA18, en condiciones de estrés osmético generado por una
solucion al 25% PEG. Las plantas se colocaron en una solucién al 25% PEG con 0, 100, 150 y 200 ug/ml de
actinomicina D. Los controles fueron, plantas en medio MS (0%PEG) al inicio (To) y al final del experimento (Tf) y
plantas al 25% PEG sin Actinomicina D. Las plantas se mantuvieron 10 h en esta solucion y al cabo del experimento
el tejido se cosechd para detectar la induccidon del mRNA de GUS en un ensayo de Northern Blot. (e) Cuantificacion
del experimento (d).
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Figura 13: Efecto de la regién 3’ no traducida del gen PvLEA18 sobre la vida media del gen reportero GUS en
condiciones de déficit hidrico inducido por tratamiento con PEG. Plantas homécigas de 15 dias transformadas con las
construcciones ProPvLEA18:GUS:3'PvLEA18 (3'UTR PvLEA18) o ProPvLEA18:GUS:3'NOS (3'UTR NOS) se
trataron con una solucion de 25% PEG, durante 16 h. En ese momento (To) se agregd el inhibidor transcripcional
actinomicina D. A partir de ese tiempo se tomaron muestras de plantas a distintos tiempos (0, 1, 2 y 4 h).
Posteriormente se extrajo RNA y se analiz6 por Northern blot (a), utilizando las sondas para detectar GUS y 28S. Los
resultados se normalizaron con el gen ribosomal 28S'y con los valores del tratamiento en condiciones control. (b) Los
resultados se graficaron como el RNA remanente en funcion del tiempo. Los valores graficados corresponden a la
media de tres experimentos. El analisis de regresion no lineal se utiliz6 para graficar la linea de tendencia y la vida
media se calcul6é a partir de la pendiente de la recta. La vida media para las dos construcciones se detallan en la
figura.

2. Asociacion del RNA mensajero a polisomas

Dada la mayor actividad del gen reportero y puesto que los resultados descritos arriba descartan tanto
una regulacioén por sintesis (transcripcional) o por degradacién de mensajero (post-transcripcional) otra de
las posibilidades que resultaba obligatorio explorar era que la regiéon 3’ no traducida del gen PvLEA18

favoreciera la traduccion del gen en condiciones de déficit hidrico.



Una forma de analizar este punto es midiendo la eficiencia con la que ese transcrito se traduce, la cual se
refleja en la proporcion de mensajero que se asocia con los polisomas. Dicho de otro modo, la cantidad
de proteinas que se sintetice dependera de cuantos ribosomas se asocien al RNA mensajero; a mayor
numero de ribosomas, mayor sera el numero de moléculas de proteinas sintetizadas por transcrito. Para
ello se analiz6 como se distribuye el RNA mensajero de GUS en la poblacibn monosomal-polisomal,
cuando contiene la region 3’ no traducida del gen PvLEA18 y se compard con la distribucién obtenida
para este transcrito conteniendo la regidén 3’ no traducida del gen NOS.

Para este andlisis se utilizaron las mismas lineas que en los experimentos anteriores (ver Figura 9).
Plantas de 21 dias se sometieron a déficit hidrico o se mantuvieron en condiciones de riego 6ptimo. A
partir de ese tejido se extrajeron los complejos polisomales y se separaron por ultracentrifugacién en un
gradiente de sacarosa. El gradiente se colecta y de cada fraccion se extrae el RNA para ser analizado por
ensayos de tipo Northern. En estos experimentos se detectaron en las diferentes fracciones obtenidas del
gradiente, los transcritos de GUS, el de un gen constitutivo como el elF4A1 y el de un gen inducido por
déficit hidrico como lo es el de la dehidrina ERD10. Puesto que los niveles del transcrito de GUS
provenientes del promotor del gen PvLEA18 no son detectables en estos ensayos cuando el RNA se
obtiene de plantas crecidas bajo condiciones de irrigacién 6ptima, estos experimentos sélo se realizaron
a partir de plantas sometidas a déficit hidrico. (Figura 14). Los resultados de la Figura 14a muestran que
la carga del mensajero de elF4A1 (gen constitutivo) se distribuye a lo largo del gradiente, en la region
monosomal y polisomal; en cambio, el gen inducible, ERD10, se detecta una mayor proporciéon hacia la
zona polisomal para ambas lineas como seria de esperarse de un gen de respuesta a estrés (Figura
14b). Cuando analizamos el mensajero del reportero GUS observamos que su distribucion depende de la
region 3’ no traducida (Figura 14c). La linea que lleva la region 3'NOS muestra una distribucion muy
similar a la observada para el gen constitutivo, elF4A1, es decir que éste se distribuye a lo largo del
gradiente, se asocia indistintamente a monosomas y polisomas. Cuando el reportero GUS esta fusionado
a la region 3’PvLEA18, su RNA mensajero se encuentra mayoritariamente asociado a la zona polisomal,
lo cual nos indica que la region 3’ no traducida del gen PvLEA18 favorece que este transcrito se asocie
preferentemente a polisomas aun en condiciones de limitacion de agua promoviendo asi su traduccion
bajo esta situacion ambiental adversa. Si tomamos la media de tres experimentos, los resultados
muestran que si el mensajero de GUS tiene la region 3’'NOS se encuentra 34.4 % = 6.9 en polisomas y
57.4 % = 8.1 en monosomas, mientras que si lleva la region 3’ UTR PvLEA18, la carga es de 52.8 % =

12.2 en polisomas y 35.9 % + 5.7 en monosomas (Figura 15).
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Figura 14: Analisis del perfil de sedimentacion de diferentes mMRNAs obtenidos de plantas transgénicas sometidas a
déficit hidrico.

Plantas de 15 dias de Arabidopsis transformadas con ProPvLEA18:GUS:3’'PvLEA18 o ProPvLEA18:GUS:3’NOS se
crecieron en Turface y luego se sometieron a tratamientos de déficit hidrico en camara humeda hasta perder el 30%



del peso seco. Posteriormente se purificaron los complejos polisomales y se separaron por ultracentrifugacion en un
gradiente de sacarosa (15 al 60% de sacarosa), el cual se fraccion6. De cada fraccién se extrajo el RNA y se analiz6
por ensayos de Northern Blot, utilizando las sondas para detectar los mensajeros de los genes elF4A1, ERD10 y
GUS. Luego de la hibridacion la sefal se cuantificd utilizando el programa NHImage J 1.34. La distribucion de los
mRNAs se expresa como el porcentaje de sefal en cada fraccion siendo el total la suma de todas las fracciones.
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Figura 15: Cuantificacion del porcentaje del mensajero de GUS en la fraccion monosomal y polisomal cuantificado a
partir de las fracciones obtenidas de la separacién en un gradiente de sacarosa de los complejos monosomales-
polisomales de plantas de Arabidopsis transformadas con ProPvLEA18:GUS:3’'PvLEA18 o ProPvLEA18:GUS:3'NOS
y sometidas a un tratamiento de déficit hidrico. En este grafico se representan las barras de error (n=3).

3. Delimitacion de la region 3’ no traducida del gen PvLEA18

Las lineas utilizadas en estos experimentos contienen un fragmento de 607 pb a partir del Gltimo cod6n
de la regién codificante del gen PvLEA18. Estas transgénicas se disefiaron tomando 607 pb por que no
se conocia con precision el tamafo de la regién 3’ no traducida y teniendo en cuenta que el tamafo
promedio de las regiones no traducidas en plantas es aproximadamente de 250 pb, se consider6 que era
un tamafo apropiado para contener al terminador completo. Si bien este gen fue aislado de una biblioteca
diferencial de expresion de frijol en déficit hidrico, no fue posible obtener una clona con un poli(A)*
completo.

Para definir el tamafo de la region 3’ no traducida se realizaron dos experimentos: se determin6 su
tamanfo a partir del mensajero completo y se llevo a cabo un experimento de tipo 3'RACE (RACE: random
amplification cDNA ends). Para el primer experimento el mensajero de PvLEA18 fue detectado en un
experimento de tipo Northern. Considerando la migracion del RNA, calculamos su peso molecular
tomando como referencia una curva estdndar obtenida a partir de marcadores de RNA de cadena simple.
El tamano del transcrito asi determinado fue de 550 bases + 50 bases, con lo cual define una region 3’ no
traducida para el transcrito del gen PvLEA18 de 280 + 20 bases, considerando que la regiébn 5’ no

traducida es de 22 bases y la regién codificante es de 248 bases.



El experimento de 3’'RACE (Rapid Amplification of cDNA 3' Ends) permitié definir un tamafio aproximado
para esta region de 300 bases. Este consistié de una reaccion de transcriptasa reversa (RT) utilizando un
oligo dT seguida de dos reacciones de PCR anidadas. Puesto que la tincion con bromuro de etidio
detect6 varios productos de amplificacién, el producto correspondiente a la regidén de interés se detect6 a

través de una hibridacion utilizando como sonda la region 3’ no traducida del gen PvLEA18 (Figura 16).
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Figura 16: Resultado del experimento de amplificacién especifica de la region 3’ no traducida del gen PvLEA18 a
partir de una poblacién de cDNA de embridon seco (a) y de plantulas en condiciones éptimas de riego y en déficit
hidrico de frijol (b). Se extrajo RNA total de cada condicion, cada RNA se utilizé para una reaccion de transcriptasa
reversa, utilizando oligo dT. Luego se hicieron dos reacciones de PCR anidadas, ambas utilizando un oligo dT y el
otro oligo especifico (para la primer reaccion el oligo fue de la regién codificante, para la segunda el oligo
correspondié al inicio de la region 3’ no traducida del gen PvLEA18). Los productos de PCR se fraccionaron en un gel
de agarosa al 1.2 % en TBE 1X, Luego se transfirieron a membrana Hybond N*, se fijaron en medio alcalino y se
hibridaron utilizando una sonda de la region 3’ no traducida del gen PvLEA18. En el experimento se observa el
resultado de la hibridacién en el experimento de (a) embrién seco y (b) plantulas de frijol en condiciones de riego
Optimo y déficit hidrico. Las letras significan: M, marcador de DNA; E1, resultado del PCR1 anidado en embrion, C1,
es el control sin cDNA; E2 resultado del PCR2 en embridn; C2, es el control sin cDNA. En (b), Rie 1 y 2, muestran el
resultado del PCR2 anidado a partir de dos cantidades de PCR1 anidado a partir de RNA en condiciones de riego;
DH 1y 2, igual al anterior pero con RNA de plantulas bajo déficit hidrico. C1 y C2 son los controles del PCR2 sin DNA
de la reaccion de DH. Se muestra la posicion de la banda del marcador de 200 pb y 300 pb.

Al comparar las secuencias de las regiones 3’ no traducidas del gen PvLEA18 de frijol con su homdblogo
en soya, el gen PM35, encontramos que ambas regiones coinciden en tamafio (300 bases
aproximadamente para frijol, 309 bases para soya) y ademas contienen dos secuencias o cajas (que las
llamamos 1y 2) que son similares en las regiones no traducidas de ambos genes y ademas son similares
entre si (la caja 1 con la caja 2). En la Figura 17, esta representado un diagrama del mensajero de
PvLEA18 en frijol, en el cual hemos destacado las cajas en la regién 3’ no traducida ademéas de una
comparacion entre las secuencias de las cajas 1 y 2 entre frijol con sus homologos en otras leguminosas:

soya y Medicago truncatula (Figura 17).



Haciendo una analisis de tipo BLAST utilizando Unicamente la secuencia de las cajas, contra las bases
de datos para regiones no traducidas de transcritos (Pesole G, 1999), encontramos otros genes de
plantas que poseen una o ambas cajas (Figuras 18 y 22). De igual manera se realiz6 utilizando las bases

de datos de Arabidopsis thaliana (http://datf.cbi.pku.edu.cn/blast/blast.php). Las secuencias completas de

los 3’ no traducidos de estos genes se analizaron utilizando los programas MEME, cuyo algoritmo permite
encontrar motivos a partir de secuencias de DNA o proteina y MAST para encontrar una secuencia
consenso (Figura 21). Cabe destacar que algunas de las regiones 3’ no traducidas pertenecen a
proteinas de tipo LEA, como lo muestra la figura 22. Al revisar la expresidn de los genes de Arabidopsis
que poseen estas cajas en las bases de datos de microarreglos (https://www.genevestigator.ethz.ch/),
observamos que algunos de estos genes se inducen en condiciones de déficit hidrico o en situaciones de
desarrollo que tienen una deshidratacion de tipo fisioldgico o programada, tal como sucede durante la

maduracién de la semilla o del polen (Figuras 20 y 21).
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PVLEA-18 89 TTTTCGATCATGACATGTT 107
Gm PM35 173 TTITCGATCITGTCATATT 191
MtLEA-18 72 TTITAGATTATTGCACTIT 90

CAJA 2

PVLEA~-18 120 TITTIGITGTITGCAAAITT 138
Gm PM35 216 TITTGGATGTTGTCATGTT 234
MELEA-18 195 TCTCTAATTTTGTCAAGTT 213

Figura 17: Diagrama que representa el transcrito del gen PvLEA18. En el se muestra la region codificante con las
regiones 5’y 3’ no traducidas (5’UTR y 3’ UTR). El tamafio del 3’'no traducido es de aproximadamente 300 bases, en
esta region encontramos dos cajas (Cajal y Caja2) las cuales se encuentran en el fragmento de 170 bases
(delimitado por la linea punteada). También se observa la secuencia de ambas cajas en PvLEA18 de frijol y de los
genes homoélogos a PvLEA18 en Glycine max (soya) (Gm PM35) y en Medicago truncatula (Mt{LEA18). En cada
secuencia los nimeros representan la posicion de la caja a partir del codon de término del gen.



GENE START P-VALUE SITES

1 164  B&0cd8 GITGCTTTTT TITTT TT TT CA TAATTTGGAT
2 49  BbleOB MGGTGTTTC TTITT TT TT CA CATATCTATA
3 S K88 COATACCATES TTTTT TT TT CA AATCAATGAQ
4 120 §.00c08 CTAARTCCTT TTTTT TT TT CA AATTTAGATA
5 & 20307 TGGTTTTTIT TTTT TT TT CA GCOGTTIGTY

69 203407 CAATTCCOTT TTTT TT 77 CA ATCTGCATIC
6 ISI 203¢07 TTATAATTTA TITT TP TT CA AATACATTIC
7 42 5727 TITTTICATCC TITT AT TT TC ACATCCCTIC
e 216 5.72c? ATACAACACG TTTY AT TT TC ATGTTTTGGT
9 173 572cd0? ATACAACACG TTTT AT TT TC ATATTGTACT
10 118 90207  AAMATCAATA TTTTT TT TT CT CUGATGUCTT
) S 9127 GTTCTGTITOS TTTTT TT TT CF AATITACTOQ
12 218 L.17e00 ATTTGOCCTC ATTTT TT O TT CA GTTATTTAAG
13 6  244c06 ATAAR TTTT CAT TT TT AGGRAACTTCG
14 156 2 85¢06 CAGOCCTTET €T T TT TT CA AATOGCATYC
15 198 3.56c06  CAMAACCAAC TT T7 TT 77 CA AACCTCCAAC
16 95 4.12c06  TCATCTATCT T TT AT 7T TC TCCTTITOCC
17 95 4.1 2eD6 TAATGTATGT T TT AT IT TC TCGTTTTCGC
18 1011 5. Meb MTTITACE TTTTT TT IT AA MTCTATAMGA
19 52 53906 CAGTGTATAT CTTT AT TT/ TC TTTUTTCTGY
20 71 33908 ACATCAAGAT TCTTT TT TT TT GTTATIOTIG
21 65 60806 TGGAAGTTGT TTTY AT TT T GATCTTATGY

» 81 843¢06 ATCATCCTTT TTT TTTT TT CA AATTTTATTT

10 843¢06 TCCTTAAAT TTT TITT TT CA AATITAATI?
2 N 90lc08 CATGTTTIGC T AT TT TT TTICTTTITCA
24 256  1.25¢05 CCAGCTTAAA TTIT TICTT TA GITICCCATC
= 176 1 49¢S CAGAGTCAGG TCCTY AT TT TC AAGTTTGTTT
X% 411 1.57c4S  TIGTGCATAC ACTTT €F T7.CA COMTCTIGHT
raf 113 [8Sey COATAGTGCA 'TT TTT IT.TC TGCCACAGHG
2B i JO0c0S TCTGAATTTG ATTCT AT 7T TC ATAACTTGTG

Figura 18: Alineamiento obtenido por el programa MEME en el cual se obtiene como motivo la caja 2 a partir de las secuencias
encontradas en una busqueda de tipo BLAST entre secuencias de regiones 3’ no traducidas de genes de plantas. Este analisis se
realiz6 usando el algoritmo de BLAST en la pagina web http://www2.ba.itb.cnr.it/UTRSite/ (Pesole, 1999). Posteriormente estas
secuencias se analizaron con el algoritmo de MEME (Bailey and Elkan, 1994) para localizar dominios conservados entre ellas. Los
numeros corresponden a los siguientes a las secuencias encontradas en las regiones 3’ no traducidas del mRNA que codifica para:
1. sacarosa sintasa (SS) de Glycine max .

2. proteina de la familia de repetidos WD-40 de Arabidopsis thaliana (AT5967320).

3. homoélogo de la proteina p24 de papa y muestra un putativo dominio de unién conservado a DNA de tipo KGKAAL (At2g02740) en Arabidopsis
thaliana

4. proteina PvLEA-18 de Phaseolus vulgaris.

5. putativa metionina aminopeptidasa de Arabidopsis thaliana.

6. putativa beta caroteno cetolasa/oxigenasa (bkt/crto) en 'Chlorella’ zofingiensis.

7. proteina desconocida en Arabidopsis thaliana.

8. fosfoenolpiruvato carboxilasa en F.australasica.

9. proteina de maduracion de la semilla, PM35 en Glycine max (homoéloga a PvLEA18).

10. proteina de maduracion de la semilla, PM35 en Glycine max (homéloga a PvLEA18).

11. proteina de funcién desconocida en Arabidopsis thaliana (cromosoma 2).

12. proteina de funcién desconocida (At2g30505) en Arabidopsis thaliana

13. putativa MAP cinasa en Arabidopsis thaliana.

14. proteina de funcién desconocida de Arachis hypogaea.

15. proteina de tipo TIR1 con un dominio de tipo F en Populus tremula x Populus tremuloides.

16. putativa serin/treonin cinasa (At4g23270) en Arabidopsis thaliana.

17. la subunidad beta de un putativo canal de K+ en Arabidopsis thaliana (At1g04690).

18. la subunidad beta de un putativo canal de K+ en Arabidopsis thaliana.

19. proteina de funcion desconocida en Arabidopsis thaliana (At1g67060).

20. proteina de union a DNA (At2g25650) en Arabidopsis.

21. proteina de tipo nodulina MtN3 en Arabidopsis thaliana (AT3g14770).

22. proteina de tipo poliubiquitina (UBQ6) en Arabidopsis thaliana (At2g47110).

23. factor de transcripcion con cajas de tipo MADS (mads4) en Daucus carota sub. sativus.

24. para glutamato-1-semialdehido-aminotransferasa de soja.

25. quitinasa de tipo Il (OsChib3H-b), de Oryza sativa.

26. canal de K+ en Arabidopsis thaliana.

27. proteina de tipo LEA que se induce por frio (WCOR410) en Triticum aestivum.

28. histona H2B en Arabidopsis thaliana.




NAME START P.VALUE

AT4G39870_1 4] 146308 CICACATIOC TCTRTTT TTOLNOT TCTICTICWY
ATIGISS0_1 43 153c08 TTOTITICIT TCETTTTITTOTRLR TCTICATCTA
AT1G69610_1 69 163¢08 CAGGAAGATG TCITITT TTOTT T TCATATCTIC
AT4GO1480_ ) 154 43308 TTCACGOTTT CCTTTITIOTTOTTOT TOTTGTTOTT
ATIGI9980_1 288 43308 CICTITCOIC TUTTEITOTTOTTOT TOTTICTCAAC
ATIGOT960_1 172 433008 ATACTICICCA COTTITTOTTITTOT TOTICTIONT
AT2G02610_1 90 43308 ATCTIOTICT TUTTTTTOTTOTTCT TOTTICTATAT
ATIG72630_1 66 433¢08 AGGTGTGTCA TOTTTTTITTOTTOT TUTTGTGGAA
ATAGIT600_ 1 21 BA2:08 TCTTCOTTIC TETETETITTOTTOT TOTAATIACS
AT3G61110_1 45 RA20R CTTTTICTIT TTTETTTUTTOTTLY TOOCTATOAT
ATIGI1600_1 24 842008 CCAACOGOGT TTTTTTTITTOTTOT ATCTAATCGA
AT2046780_1 276 BA2c0B  ATICITICIT TITTTLTITTOLTLT TICAAATIGS
AT2G382%0_ 1 119 RA2¢08 TTAGACTACT TETETET TTCET.T TCAAMCGAAA
AT2G33720_1 84 8A42¢08 OTICITICIC TTITITTOTTOTTOT CTCOCTIOTTT
ATSG67320_1 47 989:08 CCAAGGTGTT TOTTTTITITTOTTOC ACATATCTAT
ATICT1530 ) 681 08008 AACTCATAANG CoTPOTR TR T2 % COOTOTIONCS
ATSGA6690_1 5 1.1%07 GAAMTCT CETETTTUTRCETCT TATICOTIC?
ATIG72100_1 $3 115007 CCIANCTTAC CTITTITTOTTOTTOT TCTICTTONT
UTR 121 1A42¢07 GOCTAAATCC TTTTTTTOTTOTTIC AAATTTAGAT
AT2C44310.1 30 14707 CAAMCOICTI? fCOTREL TR TR T TOATCTIING
ATIGS2360_1 161 200c07 CTICACCCTT TATITET I TTITT.OT CACCTOTAAA
ATSGS528101 $8 224007 IATCGACCTA TOOTTITTOTTOTTIOT AAAAAAAAAA
ATSGI2440 | 94 274¢07 CAAACTCTG TTCTTTITITTOTTOY TOTICTTIONY
ATIG24020_1 66 274c07 ICICICAATG TECTTTT TT.TT. T ATCTAACACT
ATSG62710_1 47 131D3e07 TACCCTCOOA COOTTTTITTITTOT TOLCTCLTOCO
ATIGO4130_1 47 303¢07 TTITTCCAGCT TCYTTTTITTOTTNO TICTCUTAAT
AT2G03480 1 116 33107 ATAAMTCAA TATTTTT I TTOTT C TCGUATGGCT

ATSG27770_1 1153 364007 ZAATACTCIT SUCEEET.TT.22.C CTACTICACA
ATSGII090 1 187 433c07 CCTATCATAA TITITTTOTTOTTCO CTCAANGAAS

AT4GI6540 1 35 433007 AMAATCGCS CTTTTTTOTTOTTOT CTTATCCATT
ATIG29)40 1 36 471c07  AMAGTGGTA CTTTTTT TTOTTOL TGGTOTTICY
ATIGT4380_1 135 49807 TICTCTITIT TETCETRITTOTTCT TGCAAGAATA
ATIG72100_1 68 S.19¢07 TTOTIOTICT TCTITOTTOTTOTTOT TIACTOACT?
ATSGI6010_) 1 62207 AG TTTTOTTOTTOTTOT TICAACTOTC
AT2G02560 1 157 622¢07 TOGACOTTIC TETOTIT TTOTTOC COTCTCGOTS
ATSGIS320 1 112 694c07 ACGATATCOCA TACTTET ST TT0T ATCITTACCA
AT3G13750 1 356 694¢07 TICCTTICAA COTOTTITOTTOTTOC TOTTICTICTA
ATSC05440 1 40 B0507 TOTATCTAAT TTTTTTITITTOTTCT ATTICTTTIA
AT4G16830 1 15 B05¢c07 AGTICCAACA CTTTTIT TTOTTOA TAATTOTOTY
AT3G011%0_1 301 X0%07 ATTOTICTIT CYTTTITLET . TTUA CATAATTITAA
AT3007430 1 134 83907 TOAGCTTIAT COTTTITOTTOTTCT CITITICACT
AT4GI 140 | 149 045¢07 TITTATAATT TACTTTTOTTOTTOC AMATACATTT
AT2C30440 1 149 04%5: 07 TOTAAMALCT COTTT.TLET TTLT ATCTAANNC
AT2G24765 1 144 94307 CITAATATIC TCETTETUTTITERT OTTICATICT
AT2G02470 1 204 94507  TCTTITITIC CATTITITOSTOTITOT TAATGTTAAT
AT26G01640 | 28 |.14edé ACTTATOTTT TOTTTTTOTTOTTTY GTTATAGTAA
AT2G217%0 1 216 1A7¢06  TAATITCOOC TOATTET LT LTOC ACTIATITAA
AT2037650_1 157 158c06 TITCIACCTC TOTTTETIORTITEIC TCACCTASAT
ATIGE%450 1 198 15406 GICTIGAAAAA “TCITTITOTTOTTCC GTTAGAICTT
ATIGO9960 | 201 23306 GOATCTTOTC TOTTTTTITTOTTOY TTGTAAATTA

Figura 19: Alineamiento de las secuencias de las regiones 3’ no traducidas de genes de Arabidopsis, los cuales se
identificaron por un andlisis de tipo BLAST (http://datf.cbi.pku.edu.cn/blast/blast.php) a partir de los datos obtenidos
en bases de datos de regiones no traducidas de Arabidopsis. Posteriormente estas secuencias se analizaron con el
algoritmo de MEME (Bailey and Elkan, 1994) para localizar dominios conservados entre ellas. Aqui se muestra el
resultado de MEME, al localizar la caja 2.
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Figura 20: Tabla que representa los datos obtenidos a partir de las bases de datos de microarreglos, en las cuales
podemos comparar la induccion de los mensajeros en distintas condiciones de estrés abiodtico o desarrollo, todas
ellas asociadas a proceso de deshidratacion. Los bloques en blanco representan que no hay induccién del mensajero
en esa condicién. La lista de genes corresponde al analisis previo por BLAST el cual se muestra en la figura anterior
y todas las secuencias presentan la caja 2 en la region 3’ no traducida. Los colores solo son representativos de la
induccién en esa condicion con respecto al control.
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Figura 21: Motivo consenso de la caja 2 obtenido a partir de las secuencias que se analizaron en la figura anterior
utilizando el algoritmo BLOCKSs (n=30) (Henikoff et al. 1995).

NAME START P-YALUE SITES

PM27 116 13206 TCACGGTTCT TCTOOTTUTT. AATCTAATAT
ARga7110 66 S5SA40c06  GOAMOTTOTT TTTOOATOTT. TOGATCTTAT
PM3s 217 540e06  TACAACACGT TTT CATITT  TCATOTTTTC
PM3s 174 54006  TACAACACCT TTTCOATOTT. TCATATTCTA
PM27 68 B846c06 TICTICTICT TCTTITTUTT. TICTITACTIC
A2g02470 207 1.79¢05  TTTTITCOAT TITTOTTOTTS TTANTCTTAA
putative 102 1.79¢05  CCATATTATT TTTTOTTOTTO TCATTAAMAT
PM27 56 1.79c05 AACTTAGCTT TTTTOTTOTTO TICTTIGITGT
D113 146 17905 TCATCTAGGT TTTTOTTUTTO CATGATACTC
PvLEA-18 124 17905 TAAATCCTTT TTITTOTTOTTC CAANTTTAGA
WCOR410 177 18303 AGAGCTCAGGT CCTOOATOTT. TCANGTTTCT
ARg47110 $3 287008 TITTITCOAA TTTCOAACTTO TITTTCCATC
LEA1 108  S.10008  TATTATAGCT TCTOOTT CAGAAATTCA
NAME START P-VALUE SITES

PM27 114 22407 TATCACCC?T CTTCT . C2TUTYC AATCTAATAT
PM27 69 4.19e07 TCTTCTICTT CPROTTOPTITRO TITACTCACT
LEAI 27 142c06 AMTGTTAAA CTTOTTOCTOTTO TCTOTTTATC
LEA] 106 4R4c06  COTATTATAC CT2CT 27 CAGAAATTGA
D113 144 S$37c06 TOTCATOTAC NTTITTOTTITTC CATCATAOTC
PM27 54 068300 CTAACTTACC TTTTTTOTTUTTC TICITTCTICT
PVLEA-IX 122 6850006 CCTARATCCT TTTTTTOTTOTT. CAAATTTAGA
NAME START P-VALLE SITES

PM3S 208 S.IN-14 CTTTTICTAT ACAACAC TTTT . AT TTITCAY . TTTTOCTAM

PM3S 165 41913  TAATTTOTAT ACAACAC TETT AT TR TCATA TICTACTACT

WCOR410 168 15412 CTTTCOTICA A PCA CRCCT  (ATUTT TCAA" TTICTITALY

WCOR410 6y 25211 TOTTCTETTY “CTTTAC TCTAA TF T TCAL  CTCOCALCOS

Figura 22: Esquema del alineamiento dado como resultado del analisis de MEME en el cual podemos observar que
algunos 3’ no traducidos de genes que codifican para proteinas LEAs (PM35, PM27, WCOR410,LEA1) presentan un
doble repetido de cajas en algunas de las secuencias analizadas, como el que se encuentra entre los genes
PvLEA18y sus homdlogos.



4. 170 bases en la region 3’ no traducida de PvLEA18 son importantes para la regulacién
traduccional.

Para delimitar las secuencias en la region 3’ no traducida importantes para el efecto sobre la traduccion
del gen PvLEA18, decidimos utilizar la regién delimitada experimentalmente (300 bases) para analizar su
efecto en condiciones de déficit hidrico. Para ello se hicieron construcciones utilizando el promotor del
gen PvLEA18 fusionado al reportero GUS y la region de 300 b, a partir del ultimo codén. Por otro lado
decidimos evaluar cual era el efecto de estas cajas (Figura 23) sobre la regulacion, para lo cual se obtuvo
la region del 3°PvLEA18 de 170 bases a partir del codon de término del gen PvLEA18, que contiene a
ambas cajas. Para asegurar que estas secuencias estuvieran en el contexto de un terminador funcional
capaz de procesarse in vivo, este fragmento se fusion6 a la region 3’'NOS. Con estas construcciones se
obtuvieron lineas transgénicas en Arabidopsis, las cuales se compararon con otras lineas transgénicas
conteniendo la regién 3’ no traducida de 300 bases fusionada igualmente al terminador 3'NOS (Figura
23a).

Luego de obtener las plantas homécigas con una insercion del transgen, se analizaron diferentes lineas y
se compararon con las actividades especificas del reportero en las plantas transgénicas conteniendo 607,
300 y 170 bases de la regién 3’ no traducida del gen PvLEA18 con la linea que lleva la regién 3’ no
traducida del gen NOS. Todas se analizaron en condiciones de riego Optimo y de déficit hidrico; los
resultados se muestran en la Figura 20b. En condiciones de déficit hidrico, se pudo observar que las
lineas que llevan las construcciones con los fragmentos de 607, 300 6 170 bases del gen PvLEA18
siempre muestran una actividad de GUS mayor a las lineas que llevan el terminador 3’'NOS (Figura 23b)
sugiriendo que el fragmento de 170 bases contiene los elementos minimos necesarios para que la regiéon
3’ no traducida del gen favorezca la traduccion del transcrito bajo condiciones de déficit hidrico. Como se
puede apreciar en la Figura 23c, en condiciones de riego 6ptimo todas las lineas mostraron valores muy
bajos de actividad de GUS estos valores fueron similares para todas las lineas, inclusive para la linea

analizada que lleva el terminador 3'NOS.
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Figura 23: Andlisis in vivo de la regulacién de distintos fragmentos de la regién 3’ no traducida del gen PvLEA18 en
plantas de Arabidopsis bajo tratamiento de déficit hidrico. (a) Diagrama de las construcciones que se utilizaron para
transformar las plantas de Arabidopsis. El promotor de PvLEA18 se fusiond al reportero y la regién 3’ no traducida
corresponde a 300 o 170 bases fusionadas a la region 3’ no traducida NOS. La construccion que lleva 607 bases de
la region 3’ PvLEA18 esta graficada en la Figura 1, al igual que la que lleva la region 3'NOS. La actividad especifica
de GUS se midi6 en extractos proteicos de plantas de 15 dias de Arabidopsis, las cuales se deshidrataron en camara
humeda hasta perder el 30% del peso fresco, los controles se mantuvieron en condiciones de riego 6ptimo. Luego del
tratamiento se midi6 la actividad de GUS. La gréfica representa la media de tres experimentos independientes. Se
muestra las barras de error (n=12). (b) Actividad de GUS en condiciones de déficit hidrico. (c) Actividad de GUS en
condiciones de riego.



5. La sobre-expresion del gen reportero no permite analizar la regulacién que ejerce la regién 3’
no traducida del gen PvLEA18.

Con la finalidad de determinar si el efecto traduccional conferido por la region 3’ no traducida del gen
PvLEA18 es o no dependiente de la condicion de estrés por déficit hidrico se generaron construcciones
en las que el gen reportero con o sin la region 3’ no traducida del gen PvLEA18 se fusiond a un promotor
independiente de la condicion de estrés que permite la sobre-expresion del gen en toda la planta en
condiciones normales de crecimiento, en este caso, el promotor del virus del mosaico del coliflor
(CaMV35S) (Benfey et al. 1989). Las lineas transgénicas homaocigas con una insercion se analizaron en
condiciones de riego 6ptimo y de déficit hidrico y se compararon con las lineas transgénicas con las
construcciones en las que el gen reportero se encuentra bajo control del promotor del gen PvLEA18.

En la semilla seca se observa que la expresion es similar en todas las lineas y no es posible detectar el
efecto de la regién 3’ no traducida del gen PvLEA18 (Figura 24a). En plantas de 21 dias, se detecta la
expresidn constitutiva del gen reportero (Figura 24b), esta expresion es muy superior a la del promotor de
PvLEA18 en condiciones de déficit hidrico a diferencia de lo observado en la semilla. En estas
condiciones no fue posible detectar el efecto sinérgico que tiene la region 3’ no traducida de PvLEA18
bajo condiciones de estrés, lo cual sugiere que el efecto inductor de la regién 3’ no traducida del gen
PvLEA18 fue ocultado por los altos niveles de expresion del gen reportero cuando provienen del promotor
35S que ciertamente contrastan con los niveles de expresidon que proviene del promotor del gen
PvLEA18. Alternativamente es posible que los factores celulares necesarios para el efecto traduccional

de la region 3’ no traducida no sean suficientes para los altos niveles de transcrito.

6. Proteinas de unién a la regién 3’ no traducida del gen PvLEA18

La modulacién de la traduccién del transcrito del gen PvLEA18 que se da a través de su region 3’ no
traducida podria estar mediada por proteinas de union a RNA las cuales podrian reconocer las
secuencias conservadas en las cajas 1 y 2. Ejemplos de estos mecanismos de regulacion se han
estudiado en otros modelos, como Drosophila, en donde existen mecanismos de regulacion traduccional
mediados por proteinas de unién a RNA que interacttan con los factores de inicio de la traduccion.

La presencia de secuencias conservadas en la region 3’ no traducida del gen PvLEA18 sugeria modelos
similares de modulacion traduccional; es decir, la participacion de proteinas capaces de reconocer tales
secuencias en los mRNAs que pudieran interactuar con otros factores implicados normalmente en el

proceso de traduccién.
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Figura 24: Expresion constitutiva del reportero GUS, utilizando el promotor CaMV35S, con la region 3’ no traducida del gen
PvLEA18 o del gen 3’NOS. Comparacion con la expresion del reportero bajo el promotor del gen PvLEA18 con ambas regiones no
traducidas. (a) expresion en semilla seca. Se muestra el nimero de linea y su construccién abreviada P18: 3'P18, corresponde a la
construccion  ProP18:GUS:3'P18, P18:3'NOS corresponde a  ProP18:GUS:3'NOS, 35S:3'P18, corresponde a
ProCaMV35S:GUS:3'P18 y 35:3'NOS, corresponde a ProCaMV35S:GUS:3'NOS. (b) Expresion de GUS en plantas de 15 dias
crecidas en condiciones de riego 6ptimo o en condiciones de déficit hidrico. En el eje horizontal se describe el nUmero de linea, la
construccion y el tratamiento RIE (riego) o DH (deshidratacién por déficit hidrico)



6. Proteinas de unién a la region 3’ no traducida del gen PvLEA18

La modulacién de la traduccién del transcrito del gen PvLEA18 que se da a través de su region 3’ no
traducida podria estar mediada por proteinas de unibn a RNA las cuales podrian reconocer las
secuencias conservadas en las cajas 1 y 2. Ejemplos de estos mecanismos de regulacion se han
estudiado en otros modelos, como Drosophila, en donde existen mecanismos de regulacion traduccional
mediados por proteinas de unién a RNA que interacttan con los factores de inicio de la traduccion.

La presencia de secuencias conservadas en la region 3’ no traducida del gen PvLEA18 sugeria modelos
similares de modulacion traduccional; es decir, la participacion de proteinas capaces de reconocer tales
secuencias en los mRNAs que pudieran interactuar con otros factores implicados normalmente en el
proceso de traduccién.

Con el objeto de tratar de identificar si alguna proteina era capaz de interactuar con la regién 3’ no
traducida del gen PvLEA18 se efectuaron ensayos para detectar la interaccién. Para ello se obtuvieron
extractos totales de proteinas de plantulas de frijol sometidas a déficit hidrico, los cuales fueron
fraccionados con sulfato de amonio con la finalidad de enriquecer la(s) posibles proteina(s) de interés.
Las fracciones asi obtenidas (total, 20%, 40%, 60%, 80% Yy el sobrenadante de 80%) se dializaron para
ser utilizadas en los ensayos de interaccion con RNA. Por otro lado, el RNA utilizado como sustrato para
tal interaccién, correspondiente a la regiéon 3’ no traducida PvLEA18 se sintetizd in vitro, utilizando el
sistema con RNA-polimerasa de T7 y un nucleétido radiactivo, [0**P]-UTP. Para estos ensayos se utilizd
el fragmento de 300 bases con la regién 3’ no traducida PvLEA18y como control, se utilizé la regién 3’ no
traducida del gen NOS, para determinar las proteinas que fuesen diferentes a las proteinas implicadas en
el procesamiento normal del RNA mensajero. EI RNA marcado sintetizado in vitro se purificé para
utilizarse en los ensayos de interaccion. Después de la incubacion entre el RNA vy la proteina, se generd
el entrecruzamiento entre las moléculas que interaccionan a través de irradiacion con luz UV, para
posteriormente tratarse con RNAsa-A; la cual degrada al RNA, que no haya sido protegido por las
posibles proteinas interactuantes y entrecruzadas de tal forma que la proteina se podra detectar con la
marca radioactiva del RNA al que se haya asociado después de separarlas en geles de SDS-
poliacrilamida.

La figura 25 muestra el resultado de la interaccion con las fracciones de proteina enriquecidas con el
sulfato de amonio. De estos resultados se puede apreciar que cuando se utilizan ambas regiones no
traducidas, hay varias proteinas que se comparten, pero en la fraccién soluble de la fraccion precipitada
con sulfato de amonio 80% se detecta una proteina de aproximadamente 20 kDa que no se detecta en la
interaccion con el RNA de la region 3’ no traducida del gen NOS, lo que sugiere fuertemente que esta

interaccién solo ocurre con la regién 3’ no traducida del gen PvLEA18.
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Figura 25: Interaccion RNA-Proteina en un ensayo de entrecruzamiento de UV utilizando extractos de Arabidopsis bajo tratamiento
de déficit hidrico. Se utilizo [«**P]-RNA marcado por transcripcion in vitro, de las construcciones 3'PvLEA18 (a) y 3'NOS (b). Se
utilizé un extracto proteico total de plantulas de frijol bajo déficit hidrico (To), este extracto se enriquecié utilizando (NH,),NO; en
distintas concentraciones (%): 20, 40, 60, 80 y el sobrenadante de 80%. Luego de la interaccion RNA-proteina, la incubacién se
irradi6 con UV y luego del tratamiento con RNAsaA se separaron en un gel de SDS-PAGE al 15%, el gel se seco y luego se expuso
por autorradiografia. La flecha muestra una banda en la fraccion soluble de 80% de sulfato de amonio que se detecta en la
interaccion con el RNA de la construccion de 3'PvLEA18y no en la interaccion con 3'NOS.

Dado que el embrién en la semilla madura se encuentra en condiciones de desecacion programada por el
desarrollo y ademas es una de las condiciones en las que se expresa la proteina PvLEA18, investigamos
la posibilidad que existieran proteinas que interactuaran con la regién 3’ no traducida del transcrito de
PvLEA18, similares a las detectadas en condiciones de déficit hidrico. Para ello se obtuvo la fraccion
soluble de la precipitacion con 80% de sulfato de amonio a partir extractos proteicos de embriones secos
de frijol. Con esta fraccion se llevaron a cabo los ensayos de interaccion utilizando el fragmento de RNA
que corresponde a las 170 o a las 300 bases de la region 3’ no traducida del gen PvLEA18 antes
descritos. El resultado obtenido se muestra en la Figura 26, en donde se detecta una proteina con un
peso molecular similar al de la proteina detectada en los extractos proteicos de plantulas sometidas a
déficit hidrico. Adicionalmente se detectan otras proteinas que pudieran ser especificas del embrién y
sugiere que las interacciones entre proteinas y RNA pudieran variar de acuerdo con el estado de
desarrollo y las condiciones de deshidratacion, que en el caso del embridén en la semilla madura son muy

extremas.
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Figura 26: Deteccion de proteinas que interactian con la regi6n 3’ no traducida del gen PvLEA18 (170b y 300b). (a)
Andlisis de interaccion por entrecruzamiento con UV utilizando extractos de frijol de embriones secos o plantulas
sometidas a tratamientos de déficit hidrico. Las flechas indican las proteinas que interactuan con la region no
traducida de forma especifica (a) 170 bases y (b) 300 bases de la regién 3’ no traducida. E: extracto de embrién
maduro; DH: Tejido de plantulas de frijol de 6 dias sometidas a 2 dias en condiciones de déficit hidrico (ver materiales
y métodos). (b) Andlisis del perfil proteico por cromatografia de SDS-PAGE al 15%. Tincion por Coomasie.

Dado que el efecto por la region 3’ no traducida sobre la traduccién del gen PvLEA18 se detect6 en un
sistema heterblogo, se analiz6 la interacciéon entre el RNA de la region 3’ no traducida de PvLEA18 con
proteinas de plantas de Arabidopsis sometidas a déficit hidrico.

En un experimento similar al que se muestra en la figura 26 pero utilizando extractos de Arabidopsis,
detectamos una proteina de aproximadamente 20 kDa que se enriquece en la misma fraccion de sulfato
de amonio (fraccién soluble del precipitado de 80%) en la que se detect6 utilizando los extractos de frijol.
Como se observa en la figura 24, al no detectarse esta proteina en su interaccién con la region 3’ no
traducida de NOS, sugiere que al igual que en frijol se une especificamente a la regi6on 3’ no traducida

PvLEA1S.
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Figura 27: Ensayo de interaccion entre RNA y proteina, utilizando la regién 3’ no traducida del gen PvLEA18 (a) y
NOS (b) marcados radiactivamente. Plantulas de Arabidopsis se sometieron a un tratamiento de déficit hidrico (ver
materiales y métodos), este tejido se utilizd para hacer un extracto total (To) el cual se enriqueci6é con sulfato de
amonio en las fracciones 20%, 40%, 60%, 80% y sobrenadante de 80%. Todas las fracciones se dializaron antes de
utilizarlas para la interaccion. Luego del tratamiento con RNAsaA se separaron en un gel de SDS-PAGE al 15%. Se
observa el resultado de la exposiciéon. La flecha indica la banda de proteina en la fraccion soluble de 80% especifica
de la region PvLEA18. Como control se utilizd el extracto proteina en la fraccion soluble de 80% de plantulas de frijol
sometidas a condiciones de déficit hidrico.

Con la finalidad de corroborar tales interacciones, también llevd a cabo un andlisis utilizando el sistema
de retardo de la migracion de RNA en geles nativos.

En este caso la reaccion de interaccion RNA-proteina se separa en un gel nativo de poliacrilamida, para
después de revelar la pelicula correspondiente analizar cambios de movilidad o el retardo de alguna
banda cuando se compara con una muestra en la que no se adiciona proteina. Aquella banda que
muestre un retraso en su migracién corresponde a una molécula de RNA que ha formado un complejo
con alguna(s) proteina(s) (REMSA).

De la misma forma que en el experimento anterior, la interaccién se realiza utilizando RNA marcado
radioactivamente. En la figura 25 se muestra que la interaccion entre el RNA correspondiente a la region
de 170 bases de la region 3’ no traducida del PvLEA18; presenta una banda cuya migracion se retrasa al
agregarse la proteina (sobrenadante de 80% de extractos de frijol en déficit hidrico), sugiriendo la
formacion de un complejo (comparar el carril 1 con el resto) y el retardo se ve diferente al que se obtiene
cuando se agrega el RNA marcado de la regién 3’'NOS (comparar con el carril 7). Al pasar esta proteina
por una columna de intercambio i6nico (MonoQ) y utilizar esa fraccién enriquecida vemos la formacién de

un complejo de retardo al utilizar ambos RNAs (comparar carril 3,4 y 8). En este caso el carril 3y 4
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Figura 28: Ensayo de retardo de RNA- Proteina, utilizando 170 bases de la region 3’ no traducida del gen PvLEA18 0
la region 3'NOS.

Desde el carril 1 al 5 se utiliz6 el RNA marcado que corresponde a la region 3’170b PvLEA18, del carril 6 al 9
corresponde al RNA marcado con la construccion 3'NOS. En el carril 1 se corre el RNA sin el agregado de proteina,
en flechas grises se marcan los sitios en los que se detectan distintas formas del RNA. El carril 2 es la interaccion
con la fracciéon soluble del 80% de sulfato de amonio. En el carril 3 y 4 se muestran extractos enriquecidos que
provienen de pasar el extracto soluble del 80% por un columna de intercambio i6nico. Los carriles 5 y 6 corresponden
al RNA sin el agregado de proteina. El carril 7 es la interaccion con la fraccion soluble del 80% de sulfato de amonio.
En el carril 8 se muestra la interaccion utilizando el extracto enriquecido que proviene de pasar el extracto soluble del
80% por un columna de intercambio iénico.

'

corresponde a la misma proteina agregada en distintas cantidades (20 y 40 ug) y el 8 corresponde a 40
ug de proteina eluida de la cromatografia por columna de MonoQ (este paso de purificacion se explica al
final de los resultados ,como figura complementaria). En este caso el retardo se ve ligeramente diferente
al que se observa con el sobrenadante de 80%, en este caso se observa la misma movilidad para ambos
RNAs, lo cual puede ser coincidencia en la movilidad y estar formado por proteinas diferentes o puede
ocurrir que el paso de purificacidbn produzca un cambio en las proteinas que forman el complejo (por
ejemplo que no co-purifiquen factores que el sobrenadante pudieran ser requeridos en alguna de las dos
interacciones (con 3’'PvLEA18 0 3'NOS).

7. Participacion de las cajas encontradas en la region de 170 bases en la formacion del complejo
RNA-proteina con la regiéon 3’ no traducida del gen PvLEA18.
Con la finalidad de establecer la participacidén de las secuencias conservadas presentes en la regiéon 3’ no

traducida del gen PvLEA18, representadas por las cajas 1 y 2 en la interaccién con proteinas, se llevé a



cabo un ensayo de retardo en la migracion del RNA, similar al descrito en la seccién anterior. En este
experimento se consider6é el utilizar RNAs en los que cada una de las cajas fueron modificadas
introduciendo in vitro mutaciones aleatorias. La migracion de los complejos de RNA-proteina se compar6
con la obtenida utilizando el fragmento de RNA en su forma silvestre. El resultado del experimento se
muestra en la Figura 26, en la cual se compara la formacion del complejo de proteina-RNA utilizando el
RNA silvestre o el fragmento de RNA conteniendo ya sea, la caja 1 (C1m) o la caja 2 (C2m) mutadas.
Resulta evidente que cuando se utiliza la caja 1 mutada la cantidad de complejo proteina-RNA disminuye,
en tanto que la disminucién es aun mayor al grado de que casi no se detecta cuando la caja 2 es la que
esta alterada. Por tanto, estos datos indican que la caja 2 en la regién 3’ no traducida del gen PvLEA18
es la que tiene una mayor participacion en la interaccién con la(s) proteina(s) y que la secuencia en la
caja 1 parece jugar un papel menos relevante en este reconocimiento. Cabe hacer notar que los carriles
en los extremos del gel corresponden a muestras de RNA marcado al cual no se le adicioné proteina, con
el objetivo de diferenciar aquellas bandas de RNA de alto peso molecular que se pudieran generar por
formacién de estructuras secundarias que dieran lugar a cambios en su migracion; como se puede
apreciar en esos carriles, en efecto se llegan a detectar algunas bandas de diferente peso molecular que
corresponden a RNA con distintas conformaciones estructurales, dando lugar a bandas con distinta
movilidad (sefialadas con flechas grises), pero que presentan una migracion diferente a la de las bandas

correspondientes a los complejos proteina-BNA detectados cuando la proteina se le adiciona al RNA.
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Figura 29: Efecto de la mutacion de la caja 1 o la caja 2 en el fragmento de 170 bases de la region 3’ no traducida del
gen PvLEA18 sobre la formacion del complejo RNA-proteina. La fraccion soluble del 80% de sulfato de amonio
proveniente de un extracto de plantulas de frijol sometidas a déficit hidrico se utilizd para ver la interaccion con RNA.
El fragmento de 170 bases de la region 3’'no traducida del gen PvLEA18 se utilizd para sintetizar el RNA marcado
(170), C1m corresponde al fragmento de 170 bases que contiene la caja 1 mutada y C2m corresponde al fragmento
de 170 bases con la caja 2 mutada. El recuadro en la parte inferior de la figura muestra la secuencia de las cajas
normales y mutadas. Las muestras son réplicas con 20 y 40 ug de proteina. A ambos extremos del gel se corrieron
muestras de RNA de 170 bases sin el agregado de proteina y las bandas correspondientes a diferentes estructuras
se muestran en flechas de color gris. La banda que corresponde al complejo RNA-proteina se muestra con una flecha
de color negro.

8. Efecto de la mutacién en la caja 2 en traduccion in vitro.

Con el fin de establecer si existe una conexion entre la presencia de las cajas y la regulacion de la
traduccion se realiz6 un experimento de traduccion in vitro, utilizando una construccion en la cual
fusionamos el promotor T7 al gen reportero GUS y el fragmento de 170 bases de la region 3’ no traducida
del gen PvLEA18 (170) con la caja 1 o la caja 2; ya sea en su forma silvestre o en su forma mutada (C1m

o C2 m, respectivamente). Los resultados obtenidos se muestran en la figura 27 en la cual podemos



observar que la traduccién disminuye significativamente cuando ésta se realiza a partir del RNA
proveniente de la construccion que contienen la caja 2 mutada, consistente con el efecto que se detecta

en la disminucion de la formacion del complejo RNA-proteina.
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Figura 30: Actividad de GUS medida luego de la traduccion in vitro utilizando construcciones del reportero GUS
fusionadas con 170 bases de la region 3’ del gen PvLEA18, en su secuencia silvestre o con la caja 1 (C1m) o la caja
2 mutadas (C2m). El experimento se llevd a cabo como se describe en materiales y métodos.

Para este experimento se utilizo DNA plasmidico comparando las construcciones: pKS* ProT7:GUS:3'170 PvLEA18,
pKS* ProT7:GUS:3’170 (C1m) PvLEA18, pKS* ProT7:GUS:3°170 (C2m) PvLEA18. El plasmido se linearizo utilizando
la enzima Xhol. Posteriormente se extrajo con fenol:cloroformo, se precipitd y se resuspendi6é en agua. Cantidades
iguales (1 ug) de plasmido linearizado se utilizaron para la reaccion de transcripcidon-traduccion, siguiendo las
especificaciones del kit. Luego de la reaccion de traduccion se midio6 la actividad del reportero GUS, que se graficé en
este experimento. El resultado es la media de tres experimentos.

9. Enriquecimiento de la proteina de uniéon a RNA.

La fraccion soluble de 80% de sulfato de amonio se precipitd para concentrar y luego se pas6 por una
columna de intercambio i6énico (MonoQ). Se eligié este paso de purificacién por que permite concentrar la
proteina, a diferencia de una columna de filtracion en gel. La corrida cromatografica se realizé6 a pH
béasico, eluyendo con un gradiente de sal (ver Materiales y Métodos). En la figura 28a se muestra el perfil
de la corrida cromatogréafica y como se agruparon las fracciones eluidas. Estas fracciones se ensayaron
en experimentos de retardo, utilizando RNA marcado (REMSA) de la region 170-3'PvLEA18 o 3'NOS. Se
puede observar que hay dos fracciones que muestran retardo utilizando ambos RNA (Fracciones 2 y 3).
En estos complejos no se observa la misma diferencia de retardo que se ve al utilizar el sobrenadante de
80% (ver figura 25) esto puede significar que durante la purificacién se modifica o se pierde alguno de los
componentes del complejo. Por esta razon, cuando ensayamos el retardo utilizando las versiones
mutadas del 3’'PvLEA18, lo hicimos con la fraccién soluble del 80% y no con el extracto pasado por
MonoQ.
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Figura 31: Enriquecimiento de la fraccion del sobrenadante de 80% por cromatografia de intercambio idnico. (a) se
muestra el perfil de elucion de una columna mono Q (ver materiales y métodos para los detalles). Las fracciones
eluidas se agruparon para tener muestras (1, 2, 3, 4 y 5), las cuales se ensayaron por su actividad de retardamiento
en ensayos con RNA marcado (REMSA) utilizando el RNA marcado de las regiones: 3'170b PvLEA18 o 3'NOS. To
corresponde a las proteinas que no se pegan en la columna (eluato en el momento del lavado de la columna con
buffer sin sal)En los recuadros se muestran las bandas obtenidas en ambas interacciones. (c) Perfil de proteinas
totales luego de concentrar los grupos de fracciones obtenidos en la cromatografia de intercambio i6nico.
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Figura 32: Estructura secundaria tedrica del mensajero de PvLEA18 utilizando el algoritmo de Zucker (MFold).



DISCUSION.



Una de las primeras observaciones bioquimicas de plantas sometidas a largos periodos de estrés hidrico
sugirieron que la sintesis de proteinas se veia afectada durante el estrés. Estas primeras publicaciones
demostraron que el estrés hidrico provoca en las plantas no solo una disminucion en el contenido de
proteinas totales comparadas con plantas crecidas en riego 6ptimo (Shah y Loomis, 1965), sino que
ademas mostraban una disminucidén en la incorporacion de aminoéacidos (Ben-Zioni et al. 1967) y un
cambio en el perfil de proteinas sintetizadas (Dhindsa y Cleland, 1975). Estos datos sumados a la
disminucién en el contenido polisomal demostraron que la inhibicién en la sintesis de proteinas es una
consecuencia del estrés hidrico (Hsiao, 1970; Dhindsa y Cleland, 1975; Mason et al. 1988).
Paradojicamente, una de las respuestas de tolerancia al estrés, es el cambio en la expresidn genética
(Ingram y Bartels, 1996), lo cual requiere de la sintesis de novo de proteinas para tener un impacto en la
capacidad de respuesta de la planta; por lo tanto, se propuso que se requeria de una traduccién selectiva.
Esto significa que mientras permanezca la condicion estresante, la sintesis de proteinas global se
mantiene reducida, sin embargo, a pesar de ello, los transcritos para aquellas proteinas necesarias para
tolerar el estrés podran ser traducidos gracias a ciertos mecanismos regulatorios para favorecer su
traduccién (Bailey-Serres, 1999). La evidencia experimental que apoya la existencia de mecanismos que
permiten esta traduccion diferencial se obtuvo evaluando los transcritos asociados a polisomas bajo
condiciones de estrés hidrico (por ejemplo: osm y Ipf) y la comparacién con otros transcritos cuya
expresion es constitutiva (por ejemplo: elF4A y rbcS) (Kawaguchi et al. 2003). Sin embargo, hasta el
momento no se han encontrado los mecanismos por los cuales la célula vegetal en estrés, modula la
asociacion a polisomas de ciertos transcritos o como es que favorece la traduccion selectiva. La
informacion que se obtuvo del andlisis de la poblacion de transcritos polisomales generada en
condiciones de déficit hidrico, permitié identificar algunas secuencias que podrian participar en estos
mecanismos regulatorios, particularmente en la regién 5’ no traducida (Kawaguchi y Bailey-Serres, 2005).
En nuestro laboratorio hemos encontrado que el gen PvLEA18 ha resultado ser un buen modelo para el
estudio de la regulacion de la expresion genética en condiciones de déficit hidrico. Se ha caracterizado su
expresion en condiciones de desarrollo, de déficit hidrico y por tratamientos con ABA, mostrando un
patrén de expresion que durante la embriogénesis es consistente con sus caracteristicas como proteina
LEA (Colmenero-Flores et al, 1997; 1999); en tanto que durante el desarrollo vegetativo muestra su
sensibilidad a cambios en el estatus hidrico de la planta. Adicionalmente a los patrones de expresion
deducidos a partir de la acumulacion de su transcrito, se llevd a cabo el analisis de la expresion en
plantas de Arabidopsis, utilizando un gen reportero fusionado al promotor del gen PvLEA18y a la regién
3’ no traducida del gen PvLEA18 o NOS, siendo ésta ultima la que comiunmente se utiliza para este tipo
de analisis. Este andlisis permitié establecer otro punto de regulacion poco estudiado en los genes de

plantas y que se refiere al papel que la region 3’ no traducida cumple en la regulacién y expresiéon de un



gen y que, de hecho, es aditiva a la regulacibn que impone el promotor. PVvLEA18 es el primer gen
reportado de plantas, en el cual se ha demostrado que la regién 3’ no traducida del gen cumple un papel
importante que le permite modular su expresion bajo condiciones de déficit hidrico (Moreno-Fonseca y
Covarrubias, 2001).

En este trabajo hemos demostrado que el efecto que ejerce la region 3’ no traducida del gen PvLEA18 se
produce a nivel post-transcripcional (Figura 11, 12 y 13), especificamente, que ocurre a nivel traduccional.
Para llevar a cabo este analisis de la forma apropiada, primero se delimitd la regién 3’ no traducida del
mensajero; ya que, el hecho de no haber podido aislar ninguna clona de cDNA con el poli (A)" impidio
establecer la extension de la misma. Se establecié que la region 3’ no traducida del gen PvLEA18 es de
aproximadamente de 300 bases y que la informacién necesaria para inducir el efecto incrementador en la
expresion de la proteina respectiva esta contenida en un fragmento de 170 bases, contadas a partir del
coddn de termino (ver figura 23).

El efecto de esta region se restringe al nivel traduccional ya que se demostr6 que este segmento no
afecta la tasa transcripcional del gen, ni la estabilidad de su RNA mensajero en condiciones de bajo
potencial hidrico. La ausencia o presencia de esta regién en las construcciones quiméricas utilizadas,
s6lo mostro diferencias cuando se analizé la asociacion de los diferentes transcritos (con o sin la regién 3’
no traducida del gen PvLEA18) a polisomas bajo condiciones de limitacion de agua. Estos resultados se
validan al compararlos con la asociacidén a polisomas que se encontré para el RNA mensajero de un gen
que se induce por estas condiciones de estrés (ERD10 que codifica para una proteina LEA) o que
mantiene en la poblacibn monosomal-polisomal, como es el caso de un factor de inicio de traduccién
constitutivo (elFAT).

Estos datos son consistentes con las observaciones previas de Kawaguchi et al. 2003; 2004, quienes
demuestran, como se mencioné anteriormente, que existen en Arabidopsis transcritos que se traducen
preferencialmente bajo condiciones de déficit hidrico; sin embargo, en este trabajo contribuimos con
informacion adicional al descubrir que estas secuencias localizadas en la regiébn 3’ no traducida estan
conservadas no solo en el transcrito del gen homoélogo de PvLEA18 de soya y de Medicago, sino también
en otros transcritos, muchos de los cuales se acumulan en respuesta a la limitacion de agua. Esto,
sumado a que estan presentes en la region activa de la region no traducida en la traduccion, resulta
relevante dado que las secuencias en las regiones no traducidas de un transcrito no presentan
conservacion a menos que tengan una funcién especifica. Evolutivamente éstas regiones al no ser
regiones codificantes pueden sufrir cambios sin que esto afecte la identidad del producto génico, de tal
forma que ambas regiones no tienen la misma presidn selectiva a menos que cumpla con alguna funcién
en la expresion de las proteinas correspondientes. Esta funciébn podria estar asociada con el

procesamiento del RNA para dar lugar al mRNA maduro, aunque al parecer en plantas sélo se requiere



de una composicién nucleotidica determinada més que de una secuencia especifica. Los datos
acumulados a la fecha indican que las secuencias importantes para que ocurra la asociacién con
proteinas reguladoras son las que se conservan en las regiones no traducidas de un transcrito, como es
el caso de los sitios de unién para las proteinas CPEB. Los resultados de los ensayos de interaccion con
proteinas que se llevaron a cabo en este trabajo mostraron que la asociacidén de ciertas proteinas se da
de manera especifica con ciertas secuencias de la region 3’ no traducida del gen PvLEA18 en particular
en la caja 2. Aln cuando en este trabajo se sugiere la relevancia de esta region en la traduccién
preferencial del gen PvLEA18, sera necesario demostrar que las secuencias correspondientes a las cajas
1y 2y su interaccidon con proteinas realmente son importantes para que se favorezca la traduccién de
este gen bajo condiciones de estrés hidrico in vivo.

También correlaciona el hecho de encontrar secuencias similares en otros genes de plantas, algunos de
ellos reportados como genes cuyo mensajero se induce en condiciones de estrés o situaciones de
deshidratacion fisiologica programada (semilla o polen). Ademas hemos encontrado otras proteinas de
tipo LEA que llevan repetidos similares en su regién 3’ no traducida, tal es el caso de la WCOR410 de
trigo, PM27 de soya y una proteina LEAT.

La unién especifica de proteinas a esta regién podria cumplir dos funciones. Por un lado, si bien no
conocemos el largo del poli(A)*, los datos experimentales sugieren que este segmento es corto, (lo que
pudiera ser una razon por la que no se logrd aislar una cDNA claramente poliadenilado del gen
PVvLEA18), a pesar de que se aisl6 varias veces de las bibliotecas de expresion construidas a partir de
cDNAs generados a partir de una reaccion de transcriptasa reversa. Por otro lado, los experimentos de
3’'RACE no amplificaron lo suficiente como para permitir la clonacion del fragmento y solo se pudo
detectar una banda por hibridacion, lo cual podria ser explicado por tener un extremo poliadenilado corto
gue no permitié una adecuada complementacién del oligo dT. Transcritos como éste, en el que la longitud
pequefa del poli(A) impide una unién eficiente de las PABPs lleva a la idea de que seria necesario
seleccionar secuencias adicionales que permitieran la union de otras proteinas que estabilizaran y/o
mimetizaran la unién de las PABPs, con la finalidad ultima de promover la interaccién con los factores de
inicio de la traduccion; responsables de que la sintesis de proteinas se lleve a cabo (Figura 33).

Otra posibilidad que explicaria este efecto sin recurrir al tamafio de la secuencia del poli(A)* es que estas
proteinas de union al RNA interactuen de forma independiente con los factores de inicio de la traduccion y
que de esta manera favorezcan o ayuden a promover la formacion de los complejos de iniciacion y la

asociacion de los ribosomas al RNA mensajero.

En cuanto a la posibilidad que el mensajero de PvLEA18 se traduzca por un mecanismo alternativo,

existen dos modelos que aqui podemos discutir. Uno de ellos involucra la via independiente de cap, en



este mecanismo no se requiere del reclutamiento del factor elF4E y los ribosomas se unen directamente
a un sitio de entrada ribosomal interno (IRES), que se localiza en la region 5’ no traducida del gen, el cual
generalmente suele ser estructurado (Komenis y Wouters, 2006). En nuestro ejemplo, este modelo no
seria el adecuado dado que la regidén 5’ no traducida del gen es pequefia comparada con los 5’ de plantas
(solo 22 b) y al parecer no resulta ser muy estructurada, lo cual seria contradictorio al modelo.

El otro modelo implica la traduccion por una via independiente de poli(A)*, como se ha demostrado que
ocurre en virus o en las histonas de eucariotas (excepto plantas). En este caso la region 3’ no traducida
es altamente estructurada y compensa la falta de poli(A)" de dos formas, por un lado puede aparearse
con pequefias zonas de la region 5’ no traducida y por otro puede reclutar factores de inicio de la
traduccién que ahora pueden interactuar con el extremo 5’ e iniciar la traduccién (ver modelo en Miller et
al. 2007). En nuestro caso la estructura teérica del mensajero de PvLEA18 muestra sitios de interaccion

entre las regiones 5’ y 3’ no traducidas (Figura 32).

Cabe mencionar aqui que el efecto incrementador de la regién 3’ no traducida sobre la traduccion del
transcrito del gen PvLEA18 se detectd s6lo cuando se utilizé el promotor de este gen y no asi cuando se
fusiond a un promotor fuerte como lo es el 35S del virus del mosaico del coliflor. Una explicacién a tal
resultado pudiera ser que cuando el transcrito se expresa en niveles demasiado altos que rebasan los
niveles que normalmente alcanza el transcrito del gen PvLEA18 como seria el caso, la funcion
estimulante de la regién 3’ no traducida se vuelve innecesaria; ya que los niveles seran igualmente altos
tanto bajo condiciones de irrigacion 6ptima como en déficit hidrico. Aln cuando el efecto de esta region
siguiera ocurriendo sobre estos transcritos, éste se veria ensombrecido por los altos niveles de la
proteina reportera en ambas condiciones, los resultados obtenidos previamente (Moreno-Fonseca y
Covarrubias, 2001) a partir del analisis de multiples lineas transgénicas conteniendo las construcciones
con o sin la region 3’ no traducida indican que aunque esta region ejerce un efecto estimulador aun en
condiciones 6ptimas de irrigacion, este efecto es claramente mayor en respuesta a condiciones de
limitacion de agua, lo cual reafirma la idea de que el efecto de esta regidn no traducida participa en
favorecer la traduccidén del transcrito bajo condiciones de crecimiento 6ptimo puede de hecho ser el
resultado de percibir un cambio en el estatus hidrico de la planta asociado con algun estado de desarrollo
particular. Un ejemplo de tal situacién ocurre también con la expresiéon del gen PvLEA18 durante la
elongacion del hipocotilo de frijol, en donde el transcrito y la proteina de este gen se acumulan
abundantemente en las regiones de mayor elongacién, las cuales presentan potenciales hidricos mas
negativos que las regiones que han dejado de crecer, en donde correlativamente la acumulacion del
transcrito y la proteina es menor. Estas observaciones plantean un modelo en el que la regi6on 3’ no

traducida del gen PvLEA18 lleva a cabo una funcién de modulacion fina sobre la expresion de la proteina,



asegurando asi su acumulacién en los momentos y lugares adecuados detectados a través del estatus
hidrico de la célula o tejido particular en la planta.

Asi mismo hemos observado que la regién 3’ no traducida puede asociar a otras proteinas dependiendo
del estado de desarrollo. Esto se pudo observar cuando realizamos los ensayos de interaccion con RNA y
extractos de embriones, ahi detectamos a otras proteinas capaces de interactuar con la regién 3’ no
traducida. Esto amplia nos punto de vista, ya que la regulacién podria modularse de acuerdo con las
condiciones fisiologicas o de desarrollo de la planta, sumandose a la propia regulacion a nivel

transcripcional del gen PvLEA18.
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Figura 33: Modelo posible propuesto en el cual las proteinas de unién a RNA podrian interactuar con los factores de
inicio de la traduccién estabilizando la estructura circular del mensajero.

Conclusiones.

Pudimos establecer parte de la regulacion de la expresion del gen PvLEA-18 a través de su regiéon 3’ no
traducida. El gen se induce a nivel transcripcional en condiciones de déficit hidrico y en condiciones de
desarrollo. Sin embargo, la regién 3’ no traducida esta involucrada en un mecanismo de regulacién post-
transcripcional que favorece la carga del mensajero a polisomas durante el déficit hidrico, lo cual explica
la mayor actividad del reportero cuando lleva la region 3’ del gen PvLEA18, reportada por primera vez por
Moreno-Fonseca y Covarrubias, 2001.

El elemento funcional de esta regulacidén se localiza en las primeras 170 bases a partir del codon de
terminacién, coincidiendo con la presencia de cajas (C1 y C2) que se conservan en los genes homélogos
a PvLEA18 en leguminosas, aunque también se han localizado en otros genes de Arabidopsis que
responden a estrés. De manera interesante hemos detectado proteinas de extractos de frijol en
condiciones de estrés y en embridn que se unen a esta region de manera especifica y que la mutaciéon en

estas cajas evitan la union.



Los resultados que obtuvimos si bien no logran establecer el mecanismo por el cual se favorece la
traduccién, demuestran por primera vez que existen secuencias en la region 3’ no traducida que

favorecen la traducciéon de un gen en condiciones de déficit hidrico.

Perspectivas.

Existen diversos puntos que quedan por establecer y que conducirian al esclarecimiento del mecanismo
de traduccion y que implican:

- el mapeo de la region 3’ no traducida del gen en el fragmento de 170 bases a partir del codon de
terminacién, para lo cual se pueden generar mutantes de ambas cajas y ver la actividad in vivo de las
mutaciones.

- identificar y caracterizar a la proteina de unién de RNA. Una vez identificada se podria establecer si es
capaz de interactuar con las proteinas PABPs y/o con los factores de inicio de la traduccién. En este
punto cabe mencionar los esfuerzos que hemos realizado en tratar de enriquecer la proteina de 20 kDa
por diferentes pasos de purificacion. En estos intentos pudimos observar que el pl de la proteina es alto,
mayor a 8.8 y por sus caracteristicas (que no precipitan en alta concentraciéon de sal y también que se
requiere de un volumen alto de acetona para que precipiten) parece ser hidrofilica, lo cual seria otra
caracteristica importante para su funcién en condiciones de deshidratacién a nivel celular, sin embargo se
requieren otros métodos de purificacion por que el utilizado no es el adecuado.

- Analisis realizados en el laboratorio sugieren el papel de ABI1 en la regulacién por la region 3’ no
traducida en semilla seca. Transgénicas que llevan las construcciones ProPvLEA18:GUS:3’'PvLEA18 y
ProPvLEA18:GUS:3’NOS en el fondo genético abi1, muestran una disminucién en las veces de induccion
de la actividad de GUS la linea 3’PvLEA18 sobre 3'NOS. Lo que podria sugerir un efecto indirecto de
ABI1 en la regulacion de la traduccion mediada por el 3’PvLEA18 durante la embriogénesis tardia
(Jiménez, Tesis de Maestria, 2008).

- Por otro, desde el punto de vista biotecnoldgico seria interesante evaluar si esta regulacion se da en
soya, dada la presencia de las cajas en la region 3’ no traducida de los genes PM35 (homoélogo a
PvLEA18). Dado el impacto del uso de la soya transgénica en la agricultura, seria relevante el poder
modular la expresion de un transgen en un cultivar a campo, de manera traduccional, teniendo en cuenta

que un cultivo a campo sufre de un mayor nimero de estreses.



MATERIALES Y METODOS.



1.Material Biolégico.
En este trabajo se utilizaron plantas de dos especies: frijol (Phaseolus vulgaris var. Negro Jamapa) y Arabidopsis thaliana (ecotipo

Columbia).

2.Condiciones de crecimiento 6ptimas y generacion del déficit hidrico.

En este trabajo se utiliz6 tejido de frijol en dos etapas diferentes de desarrollo, para cada etapa el tratamiento del tejido fue diferente.
Cuando se utilizaron semillas para la remocién de los embriones secos se procedi6 del siguiente modo: se eligieron las semillas de
igual tamafio y que no presentaran la testa dafada o de un color diferente al negro-violaceo, propio de la variedad de frijol Negro
Jamapa. Las semillas se sumergieron en etanol al 100% durante 2 minutos, luego se escurrieron y se colocaron sobre papel para
dejar secar al aire. Posteriormente con ayuda de una navaja, se removieron los embriones que se colectaron en N, liquido.

Cuando se utilizaron plantulas de frijol, se siguieron los protocolos que se utilizan en el laboratorio para la esterilizacion de la semilla
y el crecimiento (Covarrubias et al. 1995). La semilla de frijol se selecciona tomando aquellas de igual tamano y sin dafio en su
testa. Se esteriliza de forma superficial sumergiendo las semillas en una solucién de 50% de cloro y 0.10% Tween-20. Se deja 2
minutos con agitaciéon y luego se enjuaga abundantemente con agua destilada estéril. Se preparan las charolas cubriendo su
superficie con varias capas de papel que luego se humedece con agua destilada. Las semillas se colocan dejando un espacio de 2
cm aprox. entre ellas y la charola se cubre con aluminio. Se dejan en oscuridad a 28°C durante 3-4 dias hasta que el hipocétilo
alcanza aproximadamente 3 cm. Las plantulas se transplantan a vermiculita, un sustrato inerte, descartando aquellas que muestren
algun signo de ataque por patdégenos o un desarrollo anormal. Se realizan dos transplantes, uno a condiciones éptimas de riego y
otro a condiciones de déficit hidrico. En el primer caso, el sustrato se riega con agua destilada en una proporcion de 5 ml/gr
vermiculita, en el segundo caso, para generar el estrés hidrico, el sustrato se riega con 1/12 X de la cantidad éptima 0.42 ml/gr de
vermiculita. Las charolas se incuban a 28°C en condiciones de oscuridad. En estrés se requiere de 3-4 dias para inducir al
mensajero de PvLEA18 (Covarrubias et al. 1995).

Arabidopsis thaliana se utilizd para generar plantas transgénicas o para analizar las lineas transgénicas. Las semillas de
Arabidopsis se esterilizan superficialmente con: 100% etanol (2 min), solucién de: 40% cloro, 0.02% triton (7-10 min) y agua estéril
(6 lavados) y luego se siembran para su germinacion in vitro, sobre un medio de crecimiento (1X Murashige & Skoog, 1% sacarosa
y 0.65% agar). Durante la estratificacion las cajas se mantienen durante 72 hs a 4°C en oscuridad y luego se pasan a un cuarto de
crecimiento bajo condiciones de luz y temperatura controladas (fotoperiodo de 16 hs. luz/ 18 hs oscuridad en 80 yE m?s™a 22°C).
Cuando se utilizaron para transformar se transplantaron en Metromix-250 y se crecieron durante 30-40 dias, cortando los primordios
florales para obtener un nimero mayor de ellos en el momento de la transformacion. Para la transformacion se siguié el método de
Clough y Bent, 1998. Una vez obtenida la semilla (To) se siembra en medio MS de seleccion (50 ug/ml kanamicina, 400 ug/ml de
claforan, 1X Murashige & Skoog, 1% sacarosa y 0.65% agar) para obtener las lineas transgénicas. Las lineas transgénicas se
seleccionaron durante el crecimiento in vitro en medio con antibiético, en nuestro caso se utilizé como marcador kanamicina, éste
marcador sirvié para realizar la genotipia en las distintas generaciones. Se consideraron como lineas con una Unica insercion del
transgen aquellas plantas que mostraron una herencia fenotipica de tipo mendeliano (3:1) al marcador kanamicina en la generacion
T1. Las lineas homocigas (100% de crecimiento en kanamicina) se obtuvieron hasta la generacion T3 y se utilizaron para medir la
actividad de GUS.

Para los tratamientos de estrés hidrico, las plantas que se crecen in vitro se transplantan a los 10 dias a un sustrato inerte (Turface)
para evitar el estrés que se genera en la caja de crecimiento in vitro. Cuando se requirié de grandes cantidades de material vegetal
de Arabidopsis, la semilla transgénica se sembr6 de forma directa en charolas grandes con Turface. En este sustrato se realizé la
estratificacion y su crecimiento durante 2-3 semanas.

Los tratamientos de déficit hidrico se aplicaron de diferente forma dependiendo de los requerimientos del experimento, en todos los
casos se realizaron tratamientos en camara humeda. En esta camara se genera un ambiente de alta humedad que permite que la

planta pierda agua de forma lenta. El experimento se realiza en un contenedor plastico, cuya base se recubre con papel himedo.



Sobre esta base, se colocan tiras de plastico (Parafilm) sobre el cual se ubican las plantas de Arabidopsis de 15-20 dias. Una vez
puestas las plantas toda la camara se cubre con una pelicula plastica (film) haciendo pequefios hoyos para que se produzca una
evaporacion lenta. Esta camara se deja en el cuarto de cultivo a 21°C con fotoperiodo hasta que las plantas pierden el 30% de su
peso inicial.

Para la extraccion de nucleos se utilizaron las rosetas de Arabidopsis de plantas de 21 dias. La roseta se corta y se coloca en una
camara humeda hasta que pierden el 30% de su peso.

Otro método que utilizamos para la generaciéon del déficit hidrico fue el estrés osmotico. Como se describié en la seccién de
resultados, las plantas se colocan en una solucion al 25% de PEG (Polietilenglicol, peso molecular 8000) disuelto en 0.5 X de
Murashige & Skoog (MS). Esta solucién se esterilizé por filtracion para evitar la degradacion del PEG. Las plantas de 15-20 dias se
coloraron en una camara, en la cual solo la raiz esta en contacto con la solucion de PEG y esta solucion se mantuvo con agitacion
durante el experimento.

Las plantas transgénicas transformadas con ProPvLEA18:GUS:3'PvLEA18 y ProPvLEA18:GUS:3'NOS se generaron y se
analizaron por Moreno-Fonseca LP, (Moreno-Fonseca y Covarrubias, 2001). De estas lineas elegimos una linea representante para
cada construccion (ProPvLEA18:GUS:3’'PvLEA18, linea 842 y ProPvLEA18:GUS:3’'NOS, linea 952).

3. Experimentos para definir la regién 3’no traducida.

Las plantas transgénicas que se utilizaron (Moreno-Fonseca y Covarrubias, 2001) contienen una region 3’ no traducida de 607
bases. Con el objeto de definir con mayor precision esta region se llevaron a cabo dos experimentos. Por un lado se definié el
tamafio del mensajero completo en un ensayo de tipo Northern blot. El tamafio del transcrito asi determinado fue de 550 bases + 50
bases, con lo cual define una region 3’ no traducida para el transcrito del gen PvLEA18 de 280 + 20 bases, considerando que la
region 5’ no traducida es de 22 bases y la region codificante es de 248 bases. El otro experimento fue de 3’'RACE (Rapid

Amplification of cDNA 3' Ends) para lo cual se extrajo RNA de frijol de embrion y de plantulas sometidas a tratamientos

de déficit hidrico. Este RNA se utilizd para las reacciones de transcriptasa reversa (RT: Reverse Transcriptase)

utilizando el oligo-dT (5-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN-3’). Posteriormente se utilizd este cDNA para hacer dos ciclos de
PCR anidados usando como oligos, el oligo especifico correspondiente a la region codificante del gen PvLEA18 [5-
TACAAGGATTTGGAGG-3"] (primera reaccibn de PCR) o el oligo de region 3 no ftraducida del gen [5-
CAAGGAGCTCCCTGAATTTACACCACCTCC-3] (segunda reaccion de PCR) y el otro oligo dT para en ambas reacciones de PCR.
En la primer reaccion solo se observo un barrido y en la segunda reaccion se obtuvieron mdltiples bandas. Para definir la
amplificacion se hibridé con una sonda radiactiva de la region 3’ no traducida del gen y se detectd6 una banda de 300 bases
aproximadamente.

Para obtener las construcciones que llevan las 300 bases de la regién no traducida y un fragmento de 170 bases se procedi6 de la
siguiente forma: ambos fragmentos se obtuvieron de una reaccion de PCR utilizando los oligos con los sitios para las enzimas
apropiadas para su clonacién y teniendo como templado la regién de 600 bases del 3’ no traducido del gen PvLEA18 (Moreno-
Fonseca y Covarrubias, 2001). Ambos fragmentos se fusionaron a la region 3’ no traducida del gen NOS, y luego se clonaron en el
vector binario que lleva la construccion ProPvLEA18:GUS, utilizando los sitios de restriccion apropiados. Estos vectores se
introdujeron en la cepa de Agrobacterium tumefaciens (GV3101) por electroporacion. Una vez seleccionadas las colonias positivas y
corroboradas las secuencias se utilizaron para transformar plantas de Arabidopsis thaliana segun el método de Clough y Bent, 1998
(ver seccién anterior).

Las mutaciones en las cajas 1y 2 en el fragmento de 170 bases de la regién 3’ no traducida del gen PvLEA18 se introdujeron por
reacciones de PCR utilizando oligos que llevan las mutaciones. Las mutaciones se hicieron al azar y las secuencias se modificaron
de la siguiente forma: la cajal (C1) cuya secuencia es 5-TTTTCGATCATGACATGTT-3’, se cambi6 a 5-
TTAGTTCAGTGTCTTCATA-3® (Cim) y la caja 2 (C2) 5-TTTTTGTTGTTGCAAATTT-3° se modific6 a 5-
TGCATTGATATTATTCGCT-3' (C2m).



Para la expresién constitutiva se utilizo el vector binario (pBin) que lleva el promotor ProCaMV35S fusionado al gen reportero GUS y
a la region 3’ no traducida del gen NOS. En este vector solo se cambio6 la regién 3’ no traducida por la region 3’ no traducida del gen
PvLEA18. Las construcciones ProCaMV35S5:GUS:3'PvLEA18 y ProCaMV35S5:GUS:3’'NOS en pBin se introdujeron por
electroporacion en Agrobacterium tumefaciens y luego se utilizaron para transformar plantas de Arabidopsis, de acuerdo al

protocolo antes descrito.

4. Aislamiento de nucleos de Arabidopsis y medicion de la tasa transcripcional.

Los ndcleos se aislaron utilizando el protocolo de Watson y Thompson (1986), con algunas modificaciones: se utilizaron plantas de
Arabidopsis de 15 dias en condiciones de riego 6ptimo y bajo tratamiento de déficit hidrico. Luego de los tratamientos el tejido (25g)
se colecta sobre hielo y se lava con éter anhidro frio (-20°C) (3-5 vol/gr tejido) varias veces, luego se escurre y se deja evaporar el
resto de éter. Se lava con 2 vol de buffer de extraccion. Posteriormente se homogeniza utilizando un Polytron a baja velocidad y por
tiempos cortos (cuarto frio) en el buffer de extraccién frio: 1M hexilenglicol, 10mM Tris-HCI pH 7.0, 10mM MgCl,, 5mM §-
mercaptoetanol. Posteriormente se filtra por gasa para retirar el tejido y se agrega Triton X-100 a una concentraciéon final de 0.5%.
Este filtrado se pasa por Miracloth. Se centrifuga a 3000 rpm 30 min. Se resuspende en buffer de gradiente (100 ml) y se vuelve a
centrifugar 3000 rpm 15 min. El pellet se colecta con pincel, se resuspende en buffer de gradiente (100 ml) y se vuelve a centrifugar
3000 rpm 15 min. Este segundo pellet (nucleos enriquecidos), se resuspende en 2 ml de buffer de nucleos: 50 mM Tris-HCI pH 7.8,
5mM MgCl,, 5 mM B-mercaptoetanol, y 20% glicerol. Se guardan a - 80°C, alicuotados. Inicialmente los nucleos se separaron en un
gradiente discontinuo de Percoll (5 ml de 30% y 8ml de 60%) para obtener nlcleos purificados. El Percoll se disolvié en una solucién
0.5 M hexilenglicol, 10 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, 5 mM B-mercaptoetanol, 0.5% Triton X-100. Si el extracto excede el volumen para
un gradiente se centrifuga (10 min a 1000xg) para concentrar en una pastilla que luego se resuspende en el volumen apropiado. El
gradiente se centrifug6é a 200 xg por 30 minutos y los nicleos deben quedar en el fondo del gradiente, como una pelicula sobre los
amiloplastos. En nuestro caso los nucleos de las plantas que provienen de tejido en déficit hidrico no sedimentaban totalmente, por
lo que decidimos utilizar el extracto inicial con nucleos enriquecidos para realizar el experimento.

El nimero de nucleos por volumen de extracto se cuantificd utilizando una camara de contaje (Neubauer).

5. Reaccioén de transcripcion.

La reaccion de transcripcion se llevéd a cabo utilizando 3 x 107 nudcleos de cada condicidn. Se sigui6 el protocolo descrito por Sheu
JJ (1994). La reaccion de transcripcion se inici6 por la adicion de los nicleos (50ul) a 50ul de esta mezcla: 50 mM Tris-HCI pH 7.8, 5
mM DTT, 20 mM MgCl,, 120 mM (NH,).SO4, TmM de ATP, CTP y GTP y 20% glicerol. Luego se agregaron 200 U RNAseOUT
(Invitrogen), 50ug RNA de levadura y 250 uCi [¢**P] UTP (3000 Ci mmol™) (Amersham). La reaccién se incuba 30 min a 25°C, luego
se agregan 10 ul 1ImM UTP y se continué con la incubacién por 30 min. Posteriormente se agregan 5 U DNAsal (libre de RNAsas) y
se incuba 30 min a 25°C, luego se adicionan 20 ug de Proteinasa K y se incuba 30 min mas. Después de este tiempo se extrae dos
veces con fenol: cloroformo (1:1 v/v) y se precipita con acetato-NH,4: etanol (1: 6 v/v). El pellet se lava con etanol al 70%, se
resuspende en agua DEPC y se mantiene a -20°C hasta su uso.

Para determinar la tasa transcripcional del gen GUS modulada por el promotor PvLEA18 en presencia o ausenta de su region 3’ no
traducida, en condiciones de riego 6ptimo o bajo condiciones de déficit hidrico se realizaron las extracciones de nucleos de plantas
transgénicas de Arabidopsis que llevan las construcciones ProPvLEA18:GUS:3'PvLEA18y ProPvLEA18:GUS:3°’NOS (ver Figura 6).
Los RNAs que se transcribieron utilizando un nucleétido radiactivo se utilizaron como sonda para hibridar una membrana de DNA en
un experimento de tipo slot-blot. Para el experimento se usaron iguales cantidades en cpms de cada reaccion de transcripcion. El
[**P] RNA se hibridé contra tres cantidades distintas de plasmido linearizado (2.5, 5 y 7.5 ug) que contiene DNA de las regiones
codificantes de los siguientes genes, clonados en el vector pKS*: LTI78 (At5g52310), D113 (At5g06760), ERD10 (At1g20450),
RCE1 (RUBH1, enzima conjugadora de ubiquitina) (At4g36800), EIF4A1 (At3g13920) y el 28S. pKS+ se us6 como control interno.
LTI78 (Nordin et al.1993), D113 (Hoth et al. 2002) y ERD10 (Kiyosue et al.1994) se utilizaron como controles de genes que se



inducen por déficit hidrico. RCE1 e elF4A1 se consideraron como genes constitutivos y cuya expresion no varia por la
deshidratacion (Seki et al. 2002; Oono et al. 2003). El gen ribosomal 28S se utilizé para normalizar la sefial en todos los casos. La
prehibridizacion e hibridizacion de las membranas se realiz6 a 42°C con el siguiente buffer: 50% formamida (v/v), 1% SDS, 40 X
Denhard’s, 50 mM Fosfato de Na pH 6.5, 5 X SSC , 0.1 mg/ml DNA de esperma de salmén.

6. Determinacion de la vida media del mensajero.

Las lineas de Arabidopsis que llevan las construcciones ProPvLEA18:GUS:3'PvLEA18 y ProPvLEA18:GUS:3'NOS se utilizaron en
este experimento (ver Figura 6). La vida media se calcul6 como se describe en el trabajo de Newman y Green, (1993), pero con las
siguientes modificaciones: se utilizaron plantas de 15 dias de Arabidopsis thaliana, las cuales se transfirieron a una camara que
contiene una solucion de 25% PEG-8000. Las plantas se dejaron en este medio durante 16 hs. Posteriormente se agregd
Actinomicina D (Alexis Biochemicals, Qbiogene, Inc. USA) en una concentracion final de 200 ug/ml, tiempo de inicio del experimento
(t=0). Al mismo tiempo se mantuvieron los controles sin el agregado de Actinomicina D o en medio MS sin estrés osmotico. Se
tomaron muestras en funcién del tiempo y se congelaron inmediatamente en N, liquido. EI RNA total se extrajo utilizando el reactivo
de Trizol (Invitrogen). Posteriormente el RNA se analizdé por un ensayo de Northern blot: el RNA se separ6 en un gel de 1.2%
agarosa/2.2% formaldehido. Se transfiri6 a una membrana de Hybond N* (Amersham Bioscience) por transferencia semiseca
utilizando SSC 20 X. EI RNA se inmovilizd6 a la membrana por entrecruzamiento con UV (Stratalinker®). Posteriormente la
membrana se hibridé con una sonda de DNA marcada con [a**P] CTP en una reaccion de tipo random utilizando la enzima Klenow.
El buffer de pre-hibridacion e hibridacion fue: 0.3 M fosfato de Na pH 7.2, 7 % SDS y 1mM EDTA. Se deja hibridando 18 hs a 55 °C.
Las membranas se lavaron a alta astringencia con 0.1% SDS (p/v) 0.1X SSC (dos lavados de 15 min a 55°C). Estas cinéticas se
hibridaron con la sonda radiactiva del gen reportero GUS y como control de carga se utilizd una sonda radiactiva del gen 28S.
Posteriormente las sefales obtenidas se cuantificaron por densitometria utilizando el programa NHImage 1.63 (NHI, USA). Los
valores obtenidos de la sefial del mensajero del gen reportero GUS se normalizaron con la sefal del mensajero del gen ribosomal
28S. Posteriormente esta relacion se grafico como el mRNA remanente (=0 es el 100%) en funcion del tiempo, en una gréfica lineal
de eje semilogaritmico (log10). Por analisis de regresion lineal se calculé la pendiente de la curva y en funcién de la linea de la recta
calculamos la vida media del gen. Definimos la vida media de un mensajero como el tiempo en el cual la cantidad del RNA inicial es
el 50% (Newman et al. 1993). La sefal del tratamiento control (sin el agregado de Actinomicina D) se utilizd para normalizar el

efecto del tratamiento osmotico sobre la transcripcion.

7. Analisis de polisomas y del RNA unido a los polisomas.

Las plantas transgénicas de 15 dias de las lineas de Arabidopsis que llevan las construcciones ProPvLEA18:GUS:3'PvLEA18 y
ProPvLEA18:GUS:3’NOS se utilizaron en este experimento (ver Figura 6). Para este experimento se germinaron las semillas sobre
el sustrato Turface. Las macetas se dejaron 4 dias a 4°C para la estratificacion. Posteriormente se pasa a un cuarto de cultivo
donde se deja en condiciones controladas de luz y temperatura durante 15 dias. Estas plantas se someten a un tratamiento de
déficit hidrico en camara humeda como se describi6é anteriormente. Seguido el tratamiento las plantas se congelan y se pulverizan
en N liquido. El polvo obtenido se congela a -80°C hasta el momento de la extraccién. Los polisomas se extrajeron siguiendo el
protocolo descrito por Kawaguchi et al. (2003), con algunas modificaciones. Los complejos se separan en un gradiente continuo
exponencial de 15 ml de 20-60% sacarosa (v/v), que se prepara el dia anterior. El gradiente se ultracentrifuga (275,000 xg, 4°C 90
min) y se fracciona utilizando un Auto Density Flow (Labconco Corporation, USA). Cada alicuota se midi6 a A254, A260 and A280.
De cada fraccion se aislo el RNA, para esto se remueven las proteinas usando 0.02 mg/ml Proteinasa K, 0.5%SDS por 30 minutos a
37 °C. Luego se extrae dos veces con fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) (Dinkova et al, 2005) y se analiza por ensayos de

Northern Blot, para analizar las sefiales y cuantificarlas.

8. Analisis fluorométrico de GUS.



La actividad de GUS se determiné de acuerdo al método de Jefferson (1987). Brevemente, el tejido se colecta y es muy importante
hacer inmediatamente los extractos para medir la actividad, ya que si se congela el tejido (-80°C) disminuye dramaticamente la
actividad de GUS. El tejido (100 mg) se homogeiniza con un volumen minimo (50-100 wl) de buffer de extraccién: 50mM NaPO, pH
7.0, 10 mM p-mercaptoetanol, 10 mM EDTA, 0.1% SDS, 0.1% Triton X-100.

El homogenato se centrifuga 20 min a 16000xg. El sobrenadante (extracto total) se retira con cuidado y se cuantifica la
concentracion de proteina por el método de Bradford (Bradford, 1977). Posteriormente, se mide la actividad de la siguiente forma:
se utilizan 10-20 ug de proteina total, 10 ul de buffer de extraccion y se lleva volumen final de 90 ul con agua. La reaccion se inicia
con el agregado del sustrato para medir la actividad de p-glucuronidasa, 10 ul de 10 mM MUG (4-metil-umbeliferona-glucésido), se
incuba a 37°C durante 15-30 min. La reaccion se detiene con 0.9 ml de 0.2 M Na,COjs. Posteriormente se mide la formacion de MU
(4-metil-umbeliferona) en el fluorometro. El volumen a cuantificar de cada reaccion dependera de la actividad de GUS en cada
reaccion. Si la actividad de GUS es muy alta, es conveniente disminuir el tiempo de la reaccion y/o la cantidad de proteina para
poder obtener una lectura confiable. Para calcular los picomoles de producto de cada reaccion se realiza una curva estandar con
MU (4-metil-umbeliferona) (0-400 picomoles). La actividad especifica se define como los picomoles de MU por miligramo de

proteina y por minuto.

9. Ensayos de interaccion RNA-proteina.

Los RNA que se utilizaron en los ensayos de interaccion se sintetizaron usando plasmidos que contienen la secuencia completa
(pKS+:300b-3'PvLEA18), 0 un fragmento (pKS+:170b-3’PvLEA18) de la regi6n 3’ no traducida del gen PvLEA18 o el 3’ no traducido
del gen NOS (pKS+:3'NOS).

Para la transcripcion in vitro se utilizo DNA de plasmido linearizado o un fragmento de reaccion PCR (usando los oligos T7-T3). En
ambos casos la reaccion de transcripcion se realizd a partir del promotor de T7. Para la reacciéon se incubaron 1ug de DNA, 1X
buffer de transcripcién, 10mM DTT, 1 mM de ATP, CTP y GTP, 40 uCi [a32P] UTP (800Ci/mmol, 20mCi/ml, Amersham) , 0.1 mM
UTP, 40U Inhibidor de RNAsas (Ribolock o RNAseOUT) 2 hs a 37°C. Luego se agrega 1 ul DNAsa |, y se incuba 30 min a 37°C. El
producto de la reaccién se separa en un gel de secuencia al 5%. La banda obtenida se eluye del gel con buffer de elucién: 200mM
Tris pH7.5, 25mM EDTA pH 8.0, 300mM NaCl, 2% SDS, incubando toda la noche a temperatura ambiente con agitacién;
posteriormente se precipita con etanol al 100%. Al dia siguiente se resuspende en agua DEPC y se calcula la actividad especifica
de la reaccion (cpms iniciales totales/nanomoles de UTP totales). En base a la actividad especifica y a las cpms totales finales, se
calcula la cantidad de UTP incorporado y si lo dividimos por el numero de UTPs del fragmento de RNA sintetizado podemos calcular

los nanomoles de RNA sintetizados.

10. Extractos proteicos.

Para analizar aquellas proteinas que pudieran interactuar con el fragmento de RNA correspondiente a la regién 3’ no traducida del
gen PvLEA18, se hicieron extractos de proteinas totales utilizando como tejido plantulas o embriones secos de frijol o plantas de
Arabidopsis de 15 dias. El tejido se pulveriz6 finamente en N, liquido para luego hacer un homogenato con el siguiente buffer de
extraccion: 200 mM HEPES-KOH pH 7.50, 15% glicerol, 2 mM DTT, 1% Triton X-100 (v/v), ImM PMSF, 5 mM EDTA, usando una
proporcion de 1 volumen de tejido a 2 volumenes de buffer. Una vez agregado el buffer al polvo de N, se mezcla hasta que se logra
homogeneizar y descongelar el tejido, posteriormente se deja 10 minutos en hielo y se filtra por gasa. Este filtrado se centrifuga 20
minutos a 27000xg a 4°C (extracto clarificado). Posteriormente, el extracto clarificado se fraccioné utilizando (NH,4).SO, so6lido (es
preferible moler la sal en mortero para que este muy fina en el momento de hacer la precipitacion, también se puede hacer en el
molinillo eléctrico si es una cantidad mayor). Se realizaron varios cortes: 0-20, 40, 60, 80 % y fraccion soluble de 80%. Cada
fraccion obtenida se dializdé exhaustivamente contra el buffer de dialisis: 20 mM HEPES-KOH pH 7.50, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA,
2% glicerol (v/v). Cada fraccion dializada se incub6 con el RNA marcado en los ensayos de entrecruzamiento con UV o en los

experimentos de tipo REMSA. Cuando se identifico la fraccion soluble de 80% de (NH,).SO,, esta fraccion se concentré con filtros



de centrifugacion (Amicon® Ultra, 5K) cuando el volumen fue pequefio, o alternativamente se precipitd con 5 volumenes de acetona
fria. El precipitado que se obtuvo se resuspendié en buffer de didlisis. Es importante tener en cuenta que para obtener la proteina de
20 kDa se deben realizar los cortes de la forma que se describié, ya que no se obtuvo el mismo resultado cuando los cortes se
realizaron de esta forma: 0-60, 80% vy fraccion soluble de 80%. Cabe aclarar que para realizar los cortes se utilizd una tabla de
purificacién de (NH,),SO, calculada para 4°C.

En un intento de enriquecer la proteina se hizo un paso de purificaciéon utilizando una cromatografia de intercambio i6nico (MonoQ).
Para esto, la fraccion soluble de 80% de sulfato de amonio dializada y precipitada con acetona se resuspendié en 20 mM Piperidina
pH 10.6. Antes de sembrar en la columna MonoQ se hace un paso de desalado por filtracion en gel, para asegurarnos que la
proteina esta totalmente desalada. Este paso se realiza en columnas de Sephadex-G25 equilibradas con 20 mM Piperidina pH 10.6.
Las columnas se armaron en jeringas de 5ml y se centrifugaron 5 min a 1500 xg. Posteriormente se siembra la proteina (0.5 ml) y
se centrifuga 5 min a 1500 xg. Esta proteina desalada (3 mg), se aplicé a una columna HiTrap Q (5ml, Pharmacia), pre-equilibrada
con 20 mM Piperidina pH 10.6. La proteina se eluye con un gradiente lineal de 0-1M NaCl, con un flujo de 2.5 ml/min. Se colectaron

fracciones de 2 ml que se concentraron por filtracién (Amicon® Ultra, 5K).

11. Ensayos de entrecruzamiento RNA-proteina con UV.

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 20 ul: 10 ug de extracto proteico se pre-incuban con 1X de solucién de sales
(10 mM acetato de Mg, 50 mM acetato de K, 50 uM EDTA), 40U inhibidor de RNAsas (RNAseOUT (Invitrogen) o Ribolock
(Fermentas)), 1X de buffer (10 mM Hepes-KOH pH 7.5, 5% glicerol (v/v)), 10 ug tRNA de levadura, durante 10 minutos en hielo.
Posteriormente se agregd el RNA marcado (1 x 10° cpm, 0.25 pmol). Se utilizd el RNA de 300 bases o 170 bases 3'PVLEA18Yy el
RNA de 3'NOS como control, se incubé 10 min a 30°C. Después de la incubacion los tubos se colocaron sobre hielo y se irradiaron
durante 10 min (100 uJ x 100), a 5 cm de la fuente de luz UV (Stratalinker ®). Luego se agregaron 20 ug RNAsaA y se incubaron 30
minutos a 37°C y se detiene agregando Laemli (1X final) e hirviendo 2 minutos. Las reacciones se separaron en una cromatografia
de SDS-PAGE al 15% (Laemli, 1970). Posteriormente el gel se seca (80°C 2hs) y se expone sobre una placa de rayos X (Kodak
Films).

12. Ensayo de cambio en la movilidad electroforética de RNA (REMSA; RNA Electrophoretic mobility shift assay)

El ensayo se realiz6 como se describié previamente (Del Angel, et al., 1989). EI RNA marcado (40 femtomolas) que correspondi6 a
las construcciones 170b-3'PvLEA18, 6 3'NOS, 6 170b-(C1m) 3’'PvLEA18 6 170b-(C2m) 3'PvLEA18 se incuba 5 minutos sobre hielo
con 10; 20 6 40 ug de proteina (fraccién soluble de 80% de Sulfato de amonio) o extracto parcialmente purificado por cromatografia
de intercambio iénico en 50 ul que contienen 5 mM Hepes-KOH pH 7.5, 4 mM MgCl,, 10 uM DTT, 50 uM EDTA, 5%aglicerol, 8 U de
inhibidor de RNAsas (Ribolock, Fermentas). La reaccibn RNA-proteina se resolvid en un gel nativo de poliacrilamida al 6%
(acrilamida:bisacrilamida 16:0.2). El gel se pre-corre en TBE 0.5 X (30 min a 25 mAmp) en el cuarto frio a 4°C; se siembran las

muestras y se corren a corriente constante (25 mAmp) en TBE 0.5 X durante 3.3 hs. El gel se seca y se expone en un film.

13. Traduccion in vitro.

Para el experimento de traduccién in vitro se utilizé el sistema de transcripcion/ traduccién acoplada usando las construcciones
ProT7:GUS: 3’170PvLEA18, ProT7:GUS:3’170PvLEA18B1m 'y ProT7:GUS:3'170PvLEA18B2m . En este experimento se utilizé el
sistema de germen de trigo TNT® acoplado siguiendo las instrucciones del proveedor (Promega). Los productos de la traduccion se

analizaron midiendo la actividad de GUS a partir de 1 ug de DNA inicial. Se graficaron las barras de error en cada caso (n=3).
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Abstract

To assure an efficient protein production under stress conditions, some transcripts are modulated at
the translational level. In this work we analyse the role of the 3’ untranslated region (UTR) of the water
deficit responsive gene PVLEA18 from Phaseolus vulgaris on the regulation of its expression. Using
constructs containing the GUS transcript with and without the PvLEA18-3'UTR, driven by the PvLEA18
promoter, and introduced into Arabidopsis plants, we demonstrate that the PvLEA18-3'UTR allows a
preferential polysome loading of the GUS reporter transcript under water deficit. We also show that
protein(s) specifically interact with this 3'UTR, and we identify particular sequences that play an
important role in this interaction. Our data support a major role of this 3'UTR in translation and suggest
the participation of some mRNA binding proteins in translational enhancement of the PvVLEA18 mRNA,

which lead to an efficient protein synthesis and hence a competent response to this stress condition.

Keywords: translational regulation, 3' untranslated region, water deficit, LEA genes, common bean,
RNA-binding proteins.



Introduction

Water limitation is an environmental condition that adversely affects plant growth, development and
productivity. Plants have developed several adaptation mechanisms to tolerate and survive these unfavourable
conditions, as well as specific growth strategies that allow them to avoid stressful situations. Once plants
perceive an adverse environment, they can elicit an appropriate response, which will depend on the species
and genotype, the severity and duration of the water deficit, the age and developmental stage, the occurrence
of a simultaneous stress condition, etc. The plant response to water limitation is a very complex process that
involves multiple changes at different levels including metabolism, growth and development. Some of the
adjustments consist of reduction in the growth rate, the activation and inactivation of proteins and enzymes, the
induction and repression of gene expression, transient increases in ABA levels, accumulation of compatible
osmolytes and protective proteins, increased levels of anti-oxidants, and suppression of energy-consuming
pathways, among others (Zhu, 2002; Bartels and Sunkar, 2005). The ability of the plant to tolerate water
limitation depends on whole-plant mechanisms, which are the consequence of a complex network of
interactions that result in the integration of the different cellular responses.

Molecular and genomic analyses have shown that several different transcriptional regulatory systems are
involved in the plant response to water deficit and have suggested that transcriptional regulation may be one of
the important mechanisms implicated in stress tolerance (Seki et al., 2002; Yamaguchi-Shinozaki and
Shinozaki, 2006). However, several other factors contribute to the specific, temporal and spatial regulation of
gene expression and the production of the corresponding functional proteins, such as post-transcriptional,
translational and post-translational regulation (Fennoy et al., 1998; Bailey-Serres, 1999; Gutierrez et al., 1999).
Among these different levels of control, mMRNAs translation is an important mode of gene regulation in plants,
in such a way that the levels of a particular protein is determined not only by the transcript abundance but also
by its ability to be successfully translated. A process where this regulation is evident is the plant response to
environmental stimuli, though also occurs during development and in response to growth regulators. Often this
control is exerted at the initiation of translation, a rate-limiting step of protein synthesis, where the mRNA is
recruited to the ribosome. This mode of regulation implies that in certain processes the cell mMRNAs acquire
hierarchies to be translated, which has as a consequence the transcript differential translation; those encoding
fundamental proteins for survival will be preferentially translated. Consequently, selective mRNA translation is
most obvious under stress conditions where the global protein synthesis is down-regulated and mRNA
recruitment to ribosomes allows for rapid responses to transient changes in the environment (Hsiao, 1970;
Rhodes and Matsuda, 1976; Mason et al., 1988; Gutierrez et al., 1999; Kawaguchi et al., 2003; Kawaguchi et
al., 2004). Examples of this have been observed in response to water deficit (Dhindsa and Cleland, 1975;
Kawaguchi and Bailey Serres, 2002; Kawaguchi et al., 2003; Kawaguchi et al., 2004) to oxygen deprivation
(Fennoy and Bailey Serres, 1995; Fennoy et al., 1998; Branco-Price et al., 2005), to oxidative stress caused by
H20; (Shenton et al., 2006), to heat shock treatment (Joshi and Nguyen, 1995; Dinkova et al., 2005) and to
light (Tang et al., 2003), in response to pathogen infection (Zhang et al., 1993), to jasmonate treatments
(Reinbothe et al., 1993), exogenous sucrose (Nicolal et al., 2006) and during pollen maturation (Bate et al.,
1996) and germination (Hulzink et al., 2002).

Recent data suggest that selective translation is regulated by translational factors and cis-acting mRNA
sequences. Some particular regions in transcripts can be sufficient to maintain translation or to enhance or
inhibit translation initiation under certain conditions, in particular those in the 5’ and 3’ UTRs, together with the

3



selective phosphorylation of components of the translational machinery, including initiation factors, the mRNA
5’-cap-binding complex, ribosomes and mRNA binding proteins (Preiss and Hentze, 2003). Recently, DNA
microarrays were used to evaluate the characteristics in polysomal mRNAs during mild dehydration stress in
Arabidopsis leaves. This analysis confirmed that global translation in response to water limitation resulted in a
significant reduction of the majority of mMRNAs corresponding to housekeeping (normal expressed) genes in
polyribosomal complexes; however, those corresponding to the stress-induced genes maintained their
polysomal association (over 60%) (Kawaguchi et al., 2004). According to this study, the initiation codon
context, the length, the structure and the GU content in the 5’UTR, as well as, the length of the 3'UTR
influence ribosome loading. However, little is known about the contribution of specific sequences in these
regions to this translational regulation (Kawaguchi and Bailey-Serres, 2005).

Interested in the mechanisms of gene regulation in response to water deficit, we have studied the control of the
expression of a gene encoding a late embryogenesis abundant protein (LEA) from Phaseolus vulgaris called
PVLEA1S8, a representative of group 6 of the plant LEA proteins (Colmenero-Flores et al., 1997; Colmenero-
Flores et al., 1999; Battaglia et al., 2008). Both, transcript and protein accumulate in dry seeds as well as in
response to water deficit treatments in different tissues of bean plants. Also, they accumulate in the growing
regions of bean seedlings grown under optimal conditions (Colmenero-Flores et al., 1997). The analysis of the
PVLEA18 gene regulation was carried out in Arabidopsis transgenic lines with constructs containing the
PVLEA18 promoter fused to the GUS reporter gene, with the PvLEA18-3'UTR or NOS-3'UTR. The activity of
the reporter gene showed that this chimeric gene in Arabidopsis responds similarly to the native gene in P.
vulgaris upon water deficit and ABA treatments, and during development. In addition, the comparative analysis
of different transgenic lines containing the chimeric constructs with either the PvLEA18-3'UTR or NOS-3'UTR
showed that downstream DNA sequences in the PVLEA18 gene are required to enhance its expression,

particularly, in its ABA-independent dehydration response (Moreno-Fonseca and Covarrubias, 2001).

To gain further knowledge on the role of PvLEA18-3'UTR in the regulation of gene expression, in this work we
analyze the effect of PVLEA18-3'UTR at different control levels of gene expression using the transgenic
Arabidopsis lines described above grown under optimal irrigation or under water deficit. Our data indicate that
the PvLEA18-3'UTR allows a preferential polysome loading of the GUS reporter transcript under water deficit,
suggesting that this region and some mRNA binding proteins are important for a translational enhancement of

the PVLEA18 mRNA for an efficient response to this stress condition.



Materials and Methods

Gene constructs

The transcriptional fusion constructs Propyiea1s:GUS:PVLEA18-3'UTR and Propyiea-18:GUS:NOS-3'UTR
(Figure 1a) were those described by Moreno-Fonseca and Covarrubias (2001). In the Propyiea-
18:GUS:PVLEA18-3'UTR construct, a 607 bp fragment (containing transcribed and untranscribed sequences)
represented the 3'UTR containing the transcriptional terminator. To define more precisely the terminal end of
the PVLEA-18 transcript, a 3'RACE was performed starting from total RNA obtained from stressed bean

seedlings as previously described (Covarrubias et al., 1995). Reverse transcription reactions (RT) were

performed using oligo(dT) 5 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN 3'. After synthesis of the first strand of
cDNA, two nested PCRs were done using an oligo(dT) and PvLEA-18 specific oligonucleotides. The specific
oligonucleotides used in the first and second PCR rounds corresponded to the PVLEA-18-ORF (5'-
TACAAGGATTTGGAGG-3) and to the 3-end of the gene (5 CAAGGAGCTCCCTGAATTTACACCACCTCC
3’). After the second PCR reaction, the specific product was detected by hybridization using the PVLEA18-
3'UTR as probe. The results from this experiment defined the PvLEA18-3'UTR as a ~300 b fragment
downstream the PVLEA-18 stop-codon.

To obtain Propyea-18:GUS:300py ea-18NOS-3'UTR  and Propyea-18:GUS:170pyea-1sNOS-3'UTR  constructs
(Figure 5a), DNA fragments of the PvLEA18-3'UTR of 300 bp and 170 bp, starting from PvLEA-18 stop-codon,
were obtained by PCR and fused upstream of a NOS-3'UTR region previously inserted into pKS™ vector.
Subsequently, the fused regions, 300p,ea-1s8NOS-3'UTR and 170py1ea-1sNOS-3'UTR, were introduced into pBin
containing Propyiea-18:GUS to obtain Propyiea-1s:GUS:300pyea-1sNOS-3'UTR and Propyiea-15:GUS:170py ea-
18NOS-3'UTR. The resultant plasmids were used to transform Agrobacterium tumefaciens (GV3101), selecting
for kanamycin resistance (25 ug ml’l).

Mutations in Box1 or Box2 in the PvLEA18-3'UTR were introduced by PCR (Shen, 2002). Wild type Box1 5'-
TTTTCGATCATGACATGTT-3' was randomly changed to 5-TTAGTTCAGTGTCTTCATA-3’ (B1m); whereas,
wild type Box2 5-TTTTTGTTGTTGCAAATTT-3' was also randomly modified to 5'-
TGCATTGATATTATTCGCT.-3' (B2m). After PCR, the fragments were cloned in pBluescript KS™ and their

nucleotide sequence was verified before in vitro transcription reactions.

Plant transformation

Arabidopsis thaliana plants (Columbia ecotype) were transformed by vacuum infiltration (Clough and Bent,
1998). To obtain the transgenic lines, To seeds were grown in MS selection medium [50 ug mi* kanamycin;
400 pg ml™* claforan; 1X Murashige & Skoog (Caisson Laboratories, Inc), 1% sucrose and 0.65% agar
(Research Organics, Inc)]. The number of insertions of the transgene was deduced from genetic segregation
data of the kanamycin resistance marker. All the experiments were done using homozygous lines, obtained

from plants in which the kanamycin resistance phenotype segregated as a monogenic characteristic.

Growth conditions and water deficit treatments



A. thaliana seeds were germinated in sterile Turface (Hummert Seed, St. Louis, MO) after stratification at 4°C
during 4 days. Subsequently, plants were grown under controlled conditions (16h/ 8h photoperiod at 80 utE m’
251 at 22°C). After 15 days under optimal irrigation, plants were transferred to a humid chamber and
maintained under controlled conditions of light and temperature until they loss 30% of their fresh weight.
Control plants were maintained under optimal irrigation conditions. After treatment, plants were harvested,
frozen in liquid N2 and maintained at -80°C until use. In all experiments we used those homozygous lines that
showed the highest GUS specific activity upon water deficit treatments.

For nuclei extraction, plants were stratified, germinated and grown in sterile soil (Metro-Mix-250, Scotts-Sierra,
Marysville, OH). After 15 days, rosettes were removed and transferred to a humid chamber, where they were
maintained under controlled conditions of light and temperature until they loss 30% of fresh weight. Control
plants were kept in soil under optimal irrigation. After treatment, plants were harvested and used for nuclei
extraction, as described below.

Common bean, Phaseolus vulgaris (cv Negro Jamapa), seeds were surface-sterilized with 50% sodium-
hypochloride, 0.1% Tween—20 for 2min and immediately rinsed with sterile water. Then, seeds were
germinated on water saturated paper towels, at 28°C under dark. After 4 days, seedlings were transplanted to
vermiculite containing different amounts of water depending on the growth conditions to be used. For well-
irrigated conditions, vermiculite was saturated to field capacity, 5 ml of water/gram of vermiculite, whereas for
water deficit conditions, 0.42 ml of water were added per gram of vermiculite to obtain 1/12 of the water used in
well irrigated conditions. Water deficit treatments were imposed during 24h.

Common bean embryos were excised from surface-sterilized seeds (100% ethanol during 2min). Embryos

were harvested, frozen in liquid N, and maintained at -80°C until use.
Osmotic treatment

Hyperosmotic treatments were imposed using 25% (w/v) PEG-8000 (Carbowax Brand Polyethylene MW 7000-
9000, Research Organics, Inc.) prepared in 0.5X Murashige & Skoog liquid medium. This solution was 1.14
Osmol/kg equivalent to 0.57 M NaCl. The PEG-8000 concentration used in these treatments was selected after
carrying out a concentration-response curve traced by the expression levels of Propy ea-18:GUS fusion, being
25% PEG-8000 the concentration that led to the highest GUS expression levels. Two week-old Arabidopsis
plants were transferred onto a plastic mesh, floated on 5 ml of the PEG solution in a glass Petri dish, with
gently shaking, to favour the root contact with the PEG solution. After the treatment, plants viability was

monitored following their growth recovery under optimal growth conditions.
Nuclear run-on transcription assays

Nuclei were isolated as previously described (Watson and Thompson, 1986). Because after the Percoll
gradient nuclei recovery from dehydrated tissue was very poor, we preferred to work with a filtered lysate. The
lysate were stored in a buffer containing 50 mM Tris-HCI, pH 7.8, 5 mM MgCl,, 10 mM p-mercaptoethanol and
20% glycerol (v/v). Run-on transcription reactions were carried out using 3x10" nuclei and transcription
reactions were initiated by the addition of 200 U RNAseOUT™ (Invitrogen), 50ug yeast tRNA, and 250 uCi [o-
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¥p] UTP (3000 Ci mmol ~*, Amersham). This mixture was incubated at 25 °C for 30 min, then 10 ul UTP 1mM
were added and incubation proceed 30 min further. After transcription, nuclei were treated with 5U RNAse-free
DNAse | (Invitrogen) at 25°C for 30 min. Then 20 ug proteinase K (Sigma-Aldrich) was added and the reaction
was incubated at 25°C for 30min, after which this was extracted twice with phenol:chloroform (1:1, v/v) and
precipitated with ammonium acetate:ethanol (1:6, v/v). The pellet was dissolved in water and maintained at -
20°C until used (Sheu et al., 1994).

To determine the transcriptional rate from PvLEA-18 promoter in the presence or absence of the PvLEA18-
3'UTR, upon water limitation or well-irrigated conditions, transcription reactions were carried out from nuclei of
plants containing Propyiea-18:GUS:PVLEA18-3'UTR or Propyiea-18:GUS:NOS-3'UTR constructs. The in vitro
transcribed RNAs were used as probes in a DNA slot-blot experiment, using the same amount of radioactivity
for each sample. Newly transcribed [*’P]-labelled RNA was hybridized to three different amounts (2.5, 5 and
7.5 ug) of linearized plasmid DNA containing the coding regions of LTI78 (At5g52310), D113 (At5g06760),
ERD10 (At1g20450), RCE1 (RUB1 ubiquitin-like conjugating-enzyme) (At4g36800), EIF4A1 (At3g13920) and
28S genes. pKS® plasmid DNA was used as internal control.

LTI78 (Nordin et al., 1993), D113 (Hoth et al., 2002), ERD10 (Kiyosue et al., 1994) genes were used as
reference of dehydration inducible genes, whereas RCE1, EIF4A1 and 28S were considered as reference of
genes, whose expression is not affected by dehydration (Seki et al.,, 2002; Oono et al., 2003). Pre-
hybridizations and hybridizations were performed under high-stringency conditions, followed by washing at
42°C with 0.2% SSC, 0.1% SDS. Radioactive signals were quantified by densitometry, using ImageJ-1.34s
software (NIH, USA). Transcriptional rate was expressed as the value obtained for each gene relative to

ribosomal values.
mRNA half-life determination

Arabidopsis transgenic lines carrying Propyiea-1s:GUS:PVLEA18-3'UTR and Propyea-1s:GUS:NOS-3'UTR were
used in these experiments. Half-lives were determined as described previously (Newman and Green, 1993)
with the following modifications. Two-week-old Arabidopsis plants were transferred to 25% PEG-8000
containing medium. After 16h of osmotic treatment, Actinomycin D (Alexis Biochemicals, Qbiogene, Inc., USA)
was added to a final concentration of 200 ug mi™* (t=0). Parallel experiments were carried out, in which
Arabidopsis plants were maintained in PEG medium without Actinomycin D or in MS medium. Tissue samples
were harvested at regular intervals and frozen in liquid nitrogen. Total RNA was purified using Trizol reagent
(Invitrogen). RNA was analyzed by electrophoresis on 2.2% formaldehyde/1.2% agarose gels, blotted onto
nylon membrane Hybond-N* (Amersham Biosciences) and immobilized by UV-crosslinking (Stratalinker®).
DNA probes were labelled with [oc32P] dCTP by random-primer (Feinberg and Vogelstein, 1983). The RNA blots
were hybridized at high stringency. Filters were washed twice for 15min at 65°C in 0.1% SDS (w/v) 0.1 x SSC.
A GUS coding region DNA fragment was used as the [32P]-Iabelled probe. As loading control, RNA blots were
hybridized against [32P]-Iabelled DNA probe for the 28S ribosomal gene. Radioactive signals were quantified
by densitometry using the NIH Image 1,63 software (NIH, USA). The obtained values were normalized with
those obtained from the hybridization against the 28S ribosomal RNA probe. The mRNA half-life was
determined by plotting the logio RNA remaining versus time (h), and the values were subjected to linear
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regression analysis (Newman and Green, 1993). Control treatment (without Actinomycin D) was used to

standardize the effect of the osmotic treatment on transcription.
Analysis of polysomes and polysomal RNA

Transgenic Arabidopsis lines, carrying Propyiea-18:GUS:PVLEA18-3'UTR or Propyea-1s:GUS:NOS-3'UTR, were
germinated in sterile Turface, after 4 days of stratification at 4°C and grown during 15 days under controlled
conditions. Then, plants were subjected to water deficit treatment as described above. Following the treatment,
the complete plants were frozen, pulverized in liquid N, and stored at -80°C until use. Polysomes were isolated
from extracts of complete plant tissues by resuspending the pulverized tissues in extraction buffer (Kawaguchi
et al., 2003). Extracts were fractionated in a 20-60% (v/v) exponential sucrose density gradient (15ml) by
ultracentrifugation (275,000 x g, 4°C 90min). Thirty-two fractions were obtained using an Auto Density Flow
(Labconco Corporation, USA). An aliquot of each fraction was measured at Azss, Azso and Azgo. RNA was
isolated from gradient fractions (Dinkova et al., 2005) and analyzed by Northern blot. Radioactive signals were

quantified as described above.
Fluorometric analysis of GUS activity

GUS activity was determined as described previously (Jefferson et al., 1987). Specific activity was expressed
as pmol of MU mg'lprotein min™. Protein concentration was determined by the Bradford method (Bradford,
1976).

Identification of RNA-binding proteins

To obtain the protein extracts used to identify specific PVLEA18-3'UTR RNA-binding proteins, plant tissues
from stressed bean seedling were pulverized with liquid N, and resuspended in extraction buffer (200 mM
HEPES-KOH, pH 7.50, 15% glycerol, 2 mM DTT, 1% (v/v) Triton, ImM PMSF, 5 mM EDTA). Afterwards, the
protein extract was filtered through gauze and clarified by centrifugation (30 min 27,000 g, 4°C). Fractionation
of the total protein extract was carried out using ammonium sulfate (AS). The fractions were exhaustively
dialyzed against several changes of 20 mM HEPES-KOH, pH 7.50, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 2% (v/v)
glycerol. The resultant fractions were used for UV-RNA crosslinking assays or for REMSA experiments to
identify RNA-binding proteins. The specific RNA-binding proteins were detected only in the 80% AS soluble
fraction (80-ASF), which represents 4.5% of the initial total protein extract. After dialysis, the 80-ASF was
concentrated using centrifugal filters (Amicon® Ultra, 5K) or by cold acetone precipitation (5:1). The protein
pellet obtained was dissolved in dialysis buffer before determination of the RNA-binding activity, or in
Piperidine buffer (20 mM Piperidine pH 10.6) when this fraction was further purified. In both cases, the extracts
were applied to a equilibrated Sephadex G25 (5ml syringe), and centrifuged 5 min at 1500 x g. The 80% ASF
soluble proteins were further fractionated by ion exchange chromatography (IEC). G25 desalted proteins (3
mg) were applied to a HiTrap Q HP column (Pharmacia, 5ml, equilibrated with 20 mM Piperidine pH 10.6), and
eluted with a linear gradient from 0 to 1 M NaCl at 2.5 ml/min. Fractions (2ml) were collected and concentrated

using centrifugal filters (Amicon® Ultra, 5K). After dialysis, the fractions were assayed for RNA-binding activity.
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In vitro transcription

RNAs used as substrate in UV-RNA crosslinking assays were produced by in vitro transcription using plasmids
containing the complete (pKS™300pyiea18), @ fragment (pKS170py ea18) Of the PVLEA18-3'UTR or the NOS-
3'UTR (pKS*'3'UTRnos). In vitro transcription reactions were carried out in 50 ul using T7 RiboMAX™ Large
scale RNA production systems kit (Promega) with 40 uCi [a®P] UTP (20 mCi/ml 800 Ci/mmol; Amersham
Bioscience) following the manufacturer’s instructions. RNA products were separated in 5% polyacrylamide
denaturing gels to elute a single RNA band of the expected size. The yield of the reaction was calculated from
the RNA specific activity. None of the 3'UTRs fragments produced by in vitro transcription contained the poly-A

region.
RNA—protein UV-crosslinking assays

For RNA—protein UV-crosslinking assays, the reactions were performed in 20 ul: 10 ug of protein extracts were
pre-incubated with 1X salt solution (10 mM magnesium acetate, 50 mM potassium acetate, 50 uM EDTA), 40
U RNAseOut™ (Invitrogen), 1X buffer (10 mM Hepes-KOH pH 7.5, 5% glycerol (v/v)), 10 ug yeast tRNA, 10
min on ice. RNA of 300PVLEA18-3'UTR (1x105 cpm, 0.25 pmol), 170PVLEA18-3'UTR (1)(105 cpm, 0.25 pmol),
or NOS-3'UTR (control; 1x10° cpm, 0.25 pmol) was added and incubated at 30 °C 10 min. After incubation, the
mixtures were irradiated twice during 10 min (100 uJ x 100), maintaining tubes on ice, 5 cm from the UV-light
source (Stratalinker®). Then, 20 ug RNAse A (Fermentas) was added and incubated 30 min at 37°C.
Reactions were stopped by boiling for 2 min in 1X Laemmli buffer. Samples were analyzed in a 15% SDS-
PAGE (Laemmli, 1970). Gels were dried and exposed to X-ray films.

RNA electrophoretic mobility shift assay (REMSA).

REMSAs were carried out as previously described (Del Angel et al., 1989). Labelled RNA (40 fentomoles,
corresponding to 170b-PvLEA18-3'UTR or NOS-3'UTR or 170b-PvLEA18-3'UTR with B1m or B2m) was
incubated 5 minutes on ice with 80% AS soluble protein fraction or with IEC partially purified protein extracts
(10, 20 or 40 ug) in 50 uL, containing: 5 MM HEPES- KOH pH 7.5, 4 mM MgCl,, 10 uM DTT, 50 uM EDTA, 5%
glycerol, 8 units of Ribolock (Fermentas). Protein-RNA complexes were resolved in a pre-run 6% native
polyacrylamide gel (acrylamide:bisacrylamide 16:0.2) in a cold-room and electrophoresed at constant current

(25 mAmp) for 3.3 h. Gels were dried and exposed to X-ray films.



Results

The PvLEA18-3'UTR did not affect the transcriptional rate of the reporter gene

To evaluate whether PVLEA18-3'UTR was participating in the regulation of the PVLEA18 gene expression at
the level of transcription, the transcriptional rate of the GUS reporter gene was determined from Arabidopsis
transgenic plants, containing the constructions described above (Propyiea-1s:GUS:PVLEA18-3'UTR and
Propyiea-1s:GUS:NOS-3'UTR, Figure 1a), grown under optimal irrigation or under water deficit. For this, in vitro
transcription reactions, in the presence of [a*P] UTP, were carried out using nuclei purified from the plants
and conditions described above. Equal amounts of the synthesized labelled RNA was used as probe to
hybridize against the GUS reporter gene, a set of genes known to be induced by dehydration [LTI78 (Nordin et
al., 1993), D113 (LEA4) (Hoth et al., 2002), ERD10 (LEA2) (Kiyosue et al., 1994)], and genes whose
expression does not change upon dehydration treatments such as EIF4A1 and RCE1 (Seki et al., 2002)
(Figure 1b). As shown in Figure 1b, the transcriptional rate of the EIF4A1 and RCE1 genes did not change in
response to dehydration; in contrast, the transcriptional rate of the dehydration responsive genes, used as
reference, was higher in those plants subjected to water limitation. Likewise, the transcriptional rate
corresponding to the GUS reporter gene increased (4-fold) in response to water deficit. However, when the
transcriptional rates of the GUS gene from the transgenic lines containing the NOS-3'UTR or the PvLEA18-
3'UTR were compared, both showed to be similar (Figure 1b), indicating that the regulation exerted by its
3'UTR does not take place at the transcriptional level, being the PVLEA18 promoter region sufficient for the

PVLEA18 gene transcriptional regulation.

The PvLEA18-3'UTR did not modify the mRNA stability of the reporter gene

The results described above indicated that PvLEA18-3'UTR participates in the regulation of the PvLEA18 gene
expression at post-transcriptional level. The maintenance of appropriate transcript levels of particular genes
upon specific stimuli, by promoting or circumventing the degradation of the transcript, is one of the
mechanisms beyond transcription that modulates gene expression. To explore whether the PvLEA18-3'UTR
was implicated in the regulation of the PvLEA18 transcript stability in response to water deficit, the decay rates
of the GUS transcript, with (Propyiea-18:GUS:PVLEA18-3'UTR) or without (Propyiea-1s:GUS:NOS-3'UTR) the
PVLEA18-3'UTR, were determined from plants grown under stress or under optimal growth conditions. For
these experiments, we established a system, in which it was possible to impose the treatment to attain
transcription inhibition while plants were subjected to water deficit (see Experimental procedures). Hence, two-
week-old transgenic Arabidopsis lines containing Propy ga-1s:GUS:PVLEA18-3'UTR or Propyiea-18:GUS:NOS-
3'UTR constructs were transferred to liquid medium containing 25% PEG-8000 and, after 16 h of osmotic
treatment, Actinomycin D (200 ug ml'l) was added. Parallel experiments were carried out, in which Arabidopsis
plants were maintained in PEG medium without Actinomycin D or in MS medium. Northern blot analyses of the
different samples taken along the experiment allowed us to monitor the mRNA decay levels in the transgenic
lines to be compared. The results in Figure 2b showed that the half-life of the GUS reporter transcript was
similar for both hybrid transcripts, 2.6 h + 0.21 for the GUS: PVLEA18-3'UTR transcript and 2.6 h + 0.42 for the
GUS:NOS-3'UTR, indicating that the presence of the PVLEA18-3'UTR is not involved in the control of the
stability of the PvLEA18 transcript under water deficit.
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The PVLEA18-3'UTR affects the transcript loading into polysomes

Another factor that may affect the final levels of a gene product is the efficiency to which a particular transcript
is translated, therefore the possibility that the PVLEA18-3'UTR was involved in PVLEA18 mRNA translational
enhancement under water limitation was also investigated. To this end, we analysed the distribution of the
GUS transcripts in polysomes from Propyea1s:GUS:PVLEA18-3'UTR and Propyea-1s:GUS:NOS-3'UTR
transgenic lines grown under optimal irrigation or under water deficit (Materials and methods). In agreement
with previous reports, water deficit treatments induced a decrease in the polyribosomes level (Dhindsa and
Cleland, 1975), which in the conditions imposed in these experiments led to a reduction from 26% to 8% in
polysomes and an increase in monosomes from 64% to 78%. As expected, a high percentage (64%) of a
water limitation responsive endogenous transcript, ERD 10, was found to be loaded into polysomes (Figure
3b), whereas in the case of a gene non-responsive to water stress, EIF4Al, its transcripts were mostly
associated to monosomes (48%) and a smaller fraction was loaded into large polysomes (23%) (Figure 3c).
When the distribution in polysomes of GUS mRNAs was examined, we found that its association to polysomes
relied on the presence of the PVLEA18-3'UTR (Figure 3a). In the case of the Propy ea-1s:GUS:PVLEA18-3'UTR
transgenic line, 52.8% (x12.1) of the GUS transcript was loaded into polysomes and 35.9% (+13.0) on
monosomes. In contrast, the GUS transcript containing the NOS-3'UTR produced in the Propy ea-1s:GUS:NOS-
3'UTR transgenic line, was mostly associated to monosomes (57.4% =+5.7) and polysomes (34.4% =+7.0)
(Figure 3ay 3d). A comparison with the ribosome-loading pattern of the transcripts obtained from non-stressed
plants is not included because the GUS transcript produced from the PvLEA18 promoter did not show a
detectable accumulation under optimal conditions.

The information necessary to enhance the expression of the GUS reporter gene in response to water deficit is
contained in the most upstream 170 b of the 3'UTR

To evaluate the presence of putative cis acting sequences in the PVLEA18-3'UTR, a BLAST analysis was
made using the UTRsite database (http://www2.ba.ith.cnr.it/UTRSite/) (Pesole, 1999). This study uncovered
two sequences (Box 1 and Box 2), which are also present in the 3'UTR of the soybean (PM35/PM21) and
Medicago truncatula orthologous genes (Figure 4). Both conserved sequences were localized 89/107 b (Box 1)
and 120/138 b (Box 2) downstream the stop-codon of the PVLEA18 ORF (Figure 4). Similar sequences were
also found in the 3'UTRs of several plant transcripts, many of them known to be responsive to water deficit
(Supplemental data, S1 — S3). In order to support the idea that these sequences in the PvLEA18-3'UTR
contained the information sufficient to modulate the PVLEA18 expression in response to water limitation, we
first delimited the 3'UTR in the PVvLEA18 transcript. Since after many attempts we were unable to obtain cDNA
clones containing a poly(A) tail, the 3'UTR of the PvLEA18 transcript was delimited by determination of the
transcript size through a high resolution RNA electrophoresis, which after a hybridization against a PvLEA18
allowed to define an approximately 300 b 3'UTR. A 3' RACE experiment confirmed this length. Additionally,
two more constructs were obtained, in which the complete PVLEA18-3'UTR (300 bp) or the 170 bp fragment,
immediately downstream the PvVLEA18 stop-codon, were fused to the promoter region of PvLEA18 and GUS
reporter gene (Propyiea-18:GUS:300p,ea-1sNOS-3'UTR and Propyiea-18:GUS:170pyea-1sNOS-3'UTR, see Figure
5a). In both cases, the NOS-3'UTR was maintained at the end of the transcripts to guarantee a suitable

processing.
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The GUS activity determined from homozygous Arabidopsis transgenic lines containing PvLEA18-3'UTR (300
b) or PvVLEA18-3'UTR (170 b) showed that all three different 3’UTR segments (607, 300 and 170 b) contained
the essential information to enhance the translation of the PvLEA18 transcript in response to water deficit;
therefore, providing evidence to affirm that this translational enhancer effect requires only the 170 b 3'UTR
fragment, which includes Box 1 and Box 2 (Figure 4). Again, this effect was not detected in those transgenic
lines containing the Propy ea-18:GUS:NOS-3'UTR’ construct (Figure 5b). Notice that only a small difference was
detected in the GUS activities between the different lines containing the PvLEA18-3'UTR (300 b) or PvLEA18
(170 b) and those with the NOS-3'UTR under optimal irrigation consistent with the previous results obtained by
Moreno-Fonseca and Covarrubias (2001), and supporting the idea the PVvLEA18-3'UTR enhancing effect on
GUS expression preferentially occurs under low water availability.

A RNA-binding protein(s) from common bean specifically interacts with the PvLEA18-3'UTR.

The possibility that the role of the 3'UTR on PvVLEA18 protein expression was achieved in association with a
protein(s) bound to a particular RNA sequence in this region was investigated. For this, UV-crosslinking
experiments were performed using as substrates in vitro synthesized labelled 300PVLEA18-3'UTR,
170PvLEA18-3'UTR and NOS-3'UTR transcripts, which were incubated with different ammonium sulfate (AS)
fractions (0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80%, 80% soluble fraction) obtained from total protein extracts
prepared from bean seedlings subjected to water deficit (Materials and Methods). The autoradiograph of the
SDS-PAGE analysis of the UV-crosslinking products showed several common RNA binding proteins able to
interact with the different 3'UTRs used, which probably correspond to those proteins involved in the general 3'-
end processing (data not shown). However, the presence of a protein with an apparent molecular mass of
approximately 20 kDa was reproducibly and specifically detected only in those experiments in which the 80%
AS soluble fraction and the 170 b and 300 b RNAs of the PvLEA18-3'UTR were used and not in those, where
the NOS-3'UTR RNA was the substrate in the binding assays (Figure 6a), indicating that this protein is able to
distinctively recognize a sequence and/or a structure in the PvLEA18-3'UTR.

To verify these results, REMSA experiments were carried out. As shown in Figure 6b (lane 2), this allowed us
to detect RNA-protein complexes when 80% AS soluble protein fraction, obtained from plants subjected to
water deficit, was incubated with the in vitro transcribed 170 b fragment of the PvLEA18-3'UTR. A further
fractionation of the 80% AS soluble proteins by IEC showed an enrichment of some of the RNA-protein
complexes (Figure 6b, lanes 3 and 4). To investigate whether water availability has an effect on the formation
of the RNA-protein complexes, REMSA experiments were performed using the 80% AS soluble fraction
obtained from well-irrigated or from stressed plants. The results showed that the mobility of the complex from
plants grown under optimal irrigation was slower than of the complex obtained with protein extracts from
stressed plants (Figure 6c¢).

To investigate whether Box1 and/or Box 2, contained in the 170 b segment of the PVvLEA18-3'UTR, were
important for the protein-RNA interactions, we carried out REMSA experiments using different versions of the
170 b RNA region that contained in vitro modified Box 1 or Box 2 (Materials and Methods). When the 170b
PVLEA18-3'UTR RNA containing the Box 1 mutated version was used, the signal corresponding to the RNA-
protein complex decreased when compared to that obtained with the 170b PvLEA18-3'UTR RNA containing
the wild type Box 1 (Figure 7). The effect was even more severe using the 170b PvLEA18-3'UTR RNA
containing the Box 2 mutated version, indicating that the sequences in Box 1 and 2 play an important role in

12



the binding of the protein(s) interacting with the PVLEA18-3'UTR (Figure 7). This hypothesis is supported by
data obtained from in vitro coupled transcription/translation experiments, which showed that mutated Box1 and

Box2 led to a decrease in the produced protein (17.5% and 50.3%, respectively) when compared to wild type
(Figure S5).
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Discussion

A wealth of information exists regarding mRNAs accumulation patterns in response to water deficit; however,
little is known about the effects of this adverse condition on changes in gene expression at the post-
transcriptional and translational levels. Previous studies have demonstrated that several abiotic stresses,
including water deficit, cause a significant reduction in the levels of protein synthesis in different plant species.
Despite the decrease in protein synthesis, several stress-induced proteins are produced under these adverse
conditions, as a result of a selective translation process. Although there are some examples in the literature
indicating that RNA-binding proteins and cis-acting elements determine the preferential translation of a gene
transcript, little is known about the particular characteristics that could help us to better understand this process
(zhang and Mehdy, 1994; Hugouvieux et al., 2001; Kawaguchi and Bailey-Serres, 2005). In this work, we show
that the enhanced expression of a gene encoding a LEA protein is partially regulated at the translational level
in response to water limitation and that this regulation is mediated by the 3'UTR of its transcript. Our results
from the gene expression analysis using chimeric GUS genes fused to the PvLEA18 promoter and to the
PVLEA18-3'UTR or alternatively to the NOS-3'UTR demonstrate that the accumulation of the PvLEA18 protein
in response to stress conditions is the result of a transcriptional activation and translational enhancement of its
transcript. The fact that only the transcripts containing the PVLEA18-3'UTR, but not those carrying the NOS-
3'UTR, were localized in polysomes upon water deficit was indicative of the presence of cis-acting elements in
the PVLEA18-3'UTR that favour the recruitment to polysomes of the transcripts that contain it. The influence of
this region on the transcription efficiency of the gene and on the stability of the transcript was discarded. These
observations are in agreement with the report by Kawaguchi et al. (2004), where it was evident that
Arabidopsis mRNAs encoding water deficit responsive proteins, including those classified as LEA proteins, are
efficiently loaded in ribosomes upon dehydration.

Regulation of translation involving a 5’ cap and/or 3’ poly(A) tail, most likely via protein-mRNA interactions,
appears to be essential for efficient translation of plant mRNAs. In some cases, these interactions might be
promoted by cis-acting elements in the 5'- and/or 3'UTRs improving the effective use of limiting translational
components. Even though, there are many examples where the participation of the 5’UTRs in translational
regulation of transcripts from plant genes has been demonstrated (Joshi and Nguyen, 1995; Bailey-Serres and
Dawe, 1996; Bate et al., 1996), the knowledge on the role of the 3'UTRs as translational regulators is scarce.
The requirement of 3'UTRs for an efficient translation has been suggested for the maize ADH1 mRNA in
hypoxic protoplasts and for the barley a-amylase gene in protoplasts from the aleurone layer of maize kernels
(Gallie and Young, 1994; Bailey-Serres and Dawe, 1996); while a detailed analysis of the soybean glutamine
synthetase gene regulation showed that its 3'UTR plays a role not only in modulating transcript turnover but
also as a translational repressor (Ortega et al., 2006). In this work, we demonstrate that the PvLEA18-3'UTR is
required for an efficient mMRNA translation and consequently for an optimal expression of the PvLEA18 protein
under water limitation. The identification of sequences localized in the PvLEA18-3'UTR segment that are
conserved not only in the 3'UTR of the soybean orthologous gene but also in the 3'UTRs of different transcripts
(many of them known to be induced by dehydration during development or by environmental conditions) in
various plant species, suggest that they may be involved in the recognition of a common factor implicated in

translational enhancement upon a decrease in water availability.
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Although the participation of the PVLEA18-5’UTR in the regulation of the PVLEA18 gene expression has not
been evaluated, the analysis of its nucleotide sequence shows features that could facilitate the translational
initiation of the corresponding transcript. Some of these distinctive characteristics are the small size of this
region (22 nt), a high A content and the absence of thermodynamically stable structures, which have been
associated with high ribosome loading (Kawaguchi and Bailey-Serres, 2005). In addition, the nucleotide
sequence context of the AUG codon seems to have favourable features for an efficient translation such as an
A-rich context, in particular, the presence of A at positions -1, -3, =7, -9 and —-10 and G at position +4
(Kawaguchi and Bailey-Serres, 2005). All these characteristics have been found to be common in the 5’UTRs
of highly translated mRNAs from Arabidopsis plants grown under water limitation (Kawaguchi et al., 2004),
which is consistent with the idea that PvVLEA18 mRNA corresponds to this kind of transcripts in P. vulgaris.
Moreover, our data indicate that a protein of, approximately, 20 kDa in common bean is able to specifically
bind to RNA sequences contained into the most upstream 170 b segment of the PvVLEA18-3'UTR. The
formation of a protein-RNA complex involving this region was confirmed by REMSA experiments, which also
allowed us to detect the formation of different protein-RNA complexes between well-irrigated and stressed
plants. The results in this work show that even though both Box 1 and Box 2 are required for an optimal
protein-RNA interaction, Box 2 seems to play an essential role in this process since the presence of the
mutated Box 2 version completely avoids the formation of the protein-RNA complex. This suggestion is
supported by the finding that Box 2 is present in the 3'UTR of a larger number of transcripts than Box 1
(Supplemental data, S1 — S3) and by the results from in vitro translation experiments, where the absence of a
wild type Box 2 led to a 50.3% reduction in protein synthesis. The fact that the sequences identified as Box 1
and Box 2 are conserved in the 3'UTR of various transcripts from different plant species implies that the
protein(s) recognizing these cis-acting elements may be a conserved protein(s). Interestingly, a protein with a
similar molecular mass was detected in the UV-crosslinking protein-RNA-binding assays when protein extracts
from Arabidopsis plants subjected to water deficit were used. Moreover, this protein was also enriched in the
80% AS soluble fraction suggesting similar physicochemical properties (see Supplemental data, S4). Because,
at this point, we have not been able to identify the protein(s) interacting with this RNA region, it is difficult to
predict a specific function; however, it is possible that this RNA-binding protein(s) may be required for the
selection of the transcripts to be translated in a particular condition but also should have the ability to interact
with proteins of the translational machinery; for instance, the translation initiation factors. It is possible that the
PVLEA18-3'UTR binding protein(s) participates in the PvVLEA18-5’'UTR and 3'UTR interaction to facilitate,
together with the proteins in the translation initiation complex, the mRNA circularization and consequently
increase the translation efficiency (Gallie, 2002).

The findings in this work show that despite the general decrease in protein synthesis that occurs in most plant
tissues in response to water scarcity, the transcript encoding the PvLEA18 protein is efficiently translated
under this stress conditions because its 3'UTR contributes with sequence determinants that allow its efficient
recruitment in ribosomes. We also show that the high levels of the PvVLEA18 mRNA accumulated in response
to dehydration are not enough to sustain the high levels of protein needed, but rather that some sequences in
the 3'UTR are necessary to maintain translational initiation and/or re-initiation under this adverse conditions.
Previous results showed that the PVLEA18 protein also accumulates in relative high levels during specific
developmental stages and particular tissues or regions of the plant during normal development, such as late

embryogenesis, pollen maturation, during germination and seedling establishment, in vascular tissues, in
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meristematic regions and in the stem growing regions; in all these cases, the presence of its transcript 3'UTR
was required to enhance the expression of the protein (Moreno-Fonseca and Covarrubias, 2000), suggesting
that these developmental stages also imposed a translational selection of a subset of transcripts, which include
that encoding the PVLEA18 protein.

In this work we provide evidence showing for the first time that proteins different to PABP may bind to the
3'UTRs of some plant genes to modulate translation, which is relevant in view of the fact that the information
regarding translational regulation in plants has been focused mainly on the role of the 5’UTRs in translational
regulation (Kawaguchi and Bailey-Serres, 2005; Gallie, 2002). Considering that the 5 and 3'UTRs of a
transcript are important to facilitate an efficient translation initiation via circularization of the mRNA through the
interaction with initiation factors and PABP (Gallie, 2002), the identification of sequences within the 3'UTRs
provides valuable information to understand the mechanisms involved in the regulation of translation.

Although it has been shown that differential mMRNA translation contributes to gene regulation under dehydration
stress (Kawaguchi, et al., 2003; Kawaguchi, et al., 2004), this report is the first example where it is
demonstrated that the 3'UTR of a dehydration responsive transcript participates in its translational

enhancement under water deficit.
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Figure legends

Figure 1. Effect of the PVLEA18-3'UTR on the transcriptional rate of the GUS reporter gene. (a) Diagram
representing the constructions containing the control regions of the PVLEA18 gene. Each construction contains
the PvLEA18 promoter fused to the GUS reporter gene and to 0.607 kb of the PVLEA18-3'UTR or to the NOS
3'UTR. In this work, we used homozygous Arabidopsis thaliana transgenic lines containing each of these
constructions. (b) Transcriptional rate of different genes in the Propy ea1s:GUS:PVLEA18-3'UTR (containing
transcribed and untranscribed sequences) and Propyiea1s:GUS:NOS-3'UTR homozygous transgenic lines
grown under optimal irrigation or water deficit conditions. Rosettes of 15 days-old A. thaliana plants were
harvested and dehydrated in a humid chamber until they loss 30% of the fresh weight (WD). Controls were
maintained in optimal water conditions during the treatment (I). Nuclear run-on experiments were carried out as
described in Experimental procedures. RNA slot blot analysis was carried out using as probe equal amounts of
those labelled transcripts synthesized in the run-on experiment to hybridize against the GUS reporter gene or
against inducible dehydration genes: LTI78 (At5g52310), D113 (At5g06760), ERD10 (At1g20450), or against
non-responsive stress genes: RCE1 (At4g36800), EIF4A1 (At3g13920) and 28S. After hybridization the
intensity of the signals was measured using NHImage 1.63. Transcriptional rate was expressed as the signal
intensity of each gene relative to the signal intensity of the ribosomal gene. The results in this figure
correspond to the media of a triplicate from one representative transgenic line from each construction, selected
from the analysis of nine different lines (Moreno-Fonseca and Covarrubias, 2001). Error bars are shown for
each case (n=3). The mean for GUS transcriptional rate is not significantly different (significance level: 0.05)

according to Fisher’s -test.

Figure 2. Effect of PVLEA18 3'UTR on the half-life of the GUS reporter transcript in response to water deficit
induced by PEG treatment. Fifteen days-old Propy ea1s:GUS:PVLEA18-3'UTR and Propyiea1s:GUS:NOS-3'UTR
homozygous transgenic lines were treated with 25% PEG solution during 16 h, at this time, the treatment
solution was changed for a fresh solution now containing Actinomycin D, a transcriptional inhibitor. Controls
were maintained in PEG solution without Actinomycin D. Total RNA was extracted from samples treated during
1, 2 and 4 h. RNAs were analyzed by Northern blotting. (a). Representative Northern blot to determine
transcripts half-life. (b). Representative quantification of the decrease in GUS mRNA abundance during water
deficit treatments. Signals were quantified and normalized with the signals from the 28S gene and from control
treatments (without Actinomycin D). The results were analyzed by semi-logarithmic plotting of the remaining
MRNA versus time. Linear regression analysis is shown for each set of points. Results shown in a and b
panels are representative of three independent experiments using one representative transgenic line from
each construction, selected from the analysis of nine different lines (Moreno-Fonseca and Covarrubias, 2001).
Transcript half-life was calculated from the slope of the decay curve. The average half-life and SE values

shown in panel b were calculated from three independent experiments (see Materials and Methods for details).

Figure 3. Sedimentation profile of different mMRNAs from extracts obtained from A. thaliana plants grown under
water deficit conditions. A. thaliana plants containing constructs Propyea1s:GUS:PVLEA18-3'UTR or
Propyviea1s:GUS:NOS-3'UTR were grown on Turface soil. After 15 days, plants were placed in a humid chamber
until 30 % of their fresh weight was lost. Controls were maintained in optimal irrigation conditions. Then,
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samples were frozen in liquid N, and poly-ribosomes were isolated and separated on 15%-60% (w/v) sucrose
density gradient. The gradient was fractionated and RNA was extracted from each fraction and analysed by
Northern blot. After hybridization the intensity of the signals was measured using Image J 1.34s. The
distribution of GUS (a), ERD10 (b) and EIF4A (c) mRNAs in the ribosomal sedimentation profile is expressed
as percentage. This figure shows the data from a typical experiment using one representative transgenic line
from each construction, which were selected from the analysis of nine different lines (Moreno-Fonseca and
Covarrubias, 2001). Panel (d) shows the distribution of GUS transcript in monosomes and polysomes,
expressed as percentage, considering 100% the GUS transcript in the total fractions from the gradient. Error

bars are shown for each case (n=3).

Figure 4. Schematic diagram of PvLEA18 transcript showing the PVLEA18 open reading frame (ORF) and the
5'- and 3'-UTRs. The approximate length of the PvVLEA18-3'UTR is shown (275 b). Two distinctive motifs (BOX
1 and BOX 2) were found in the most upstream 170 b segment of this 3'UTR (delimited with the dotted line). In
the lower part of the figure a comparison between PvLEA-18, GmLEA-18 (PM35) and MtLEA-18 Box 1 and 2
present in their 3'UTRs is shown. The presence of putative cis acting sequences in the PvLEA18-3'UTR, was
analyzed by BLAST, using UTRsite database (http://www2.ba.itb.cnr.it/UTRSite/) (Pesole, 1999). The numbers
in Box1 and Box2 sequences correspond to their localization from the stop codon of each ORF. Gm: Glycine

max; Mt: Medicago truncatula.

Figure 5. Comparison of the effect between PvLEA18-3'UTRs of different length on the GUS reporter gene
activity under water deficit conditions. (a) Diagram of the constructions used to transform Arabidopsis plants.
Two segments of the PVLEA18-3'UTR [300PVLEA18 (upper) and 170PvLEA18 (lower)] were fused upstream
NOS-3'UTR sequence. (b) GUS activity was determined from Arabidopsis transgenic plants containing
constructs with Propyea1s:GUS fused to PVLEA18-3'UTR, NOS-3'UTR, 300p, ea1sNOS-3'UTR or 170py ea-
1sNOS-3'UTR, subjected to water deficit treatment. Water stress was imposed by progressive dehydration
using humid chambers, while controls were maintained under optimal irrigation conditions (for details see
Materials and Methods). The control (optimal irrigation) values are shown with lightest-gray shading, to the left
of the respective water deficit values. The boldface numbers (below) correspond to the numbers of the different
lines. The results in this figure correspond to the media of triplicates from two independent experiments using
four transgenic lines containing 170p, ea-1s8NOS-3'UTR and five transgenic lines containing 300py ea1sNOS-

3'UTR. Error bars are shown for each case (n=12).

Figure 6. Protein-RNA-binding assays to detect proteins from P. vulgaris that specifically bind to PvLEA18-
3'UTR segments. (a) In this panel, UV-crosslinking experiments show that a protein with an approximate
molecular mass of 20 kDa (arrowhead) specifically binds to the PvLEA18-3'UTR. These experiments were
carried out using the soluble fraction obtained after 80% ammonium sulfate fractionation (80-ASF) of total
protein extracts from dry embryo (E) and seedlings subjected to water deficit (WD). The NOS-3'UTR was used
to differentiate those proteins that bound specifically to the PvLEA18-3'UTR segments. The samples were
separated in a 15% SDS-PAGE and all lanes were loaded with the same amount of protein. NOS-3'UTR, 300
and 170 PvVLEA18-3'UTR’s were labelled by in vitro transcription as described in Materials and Methods. (b)
REMSA experiments show the formation of protein-170 PvLEA18-3'UTR RNA complexes when 80-ASF
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fraction (Lane 2) or IEC further purified fractions (Lanes 3 and 4) were used. These fractions were obtained
from protein extracts from bean plants grown under water deficit. The results shown in lanes 3 and 4
correspond to independent experiments using the same IEC fraction. Lane 1 shows a typical result in our
hands of REMSA control experiments when protein extracts are not included. Grey arrowheads indicate those
labelled bands corresponding to free-RNA, some of which may be highly structured. (c) REMSA experiments
show the formation of protein-170 PvLEA18-3'UTR RNA complexes when 80-ASF fractions obtained from

irrigated (C) and stressed bean plants (WD) were used.

Figure 7. Effects on the formation of protein-RNA complexes using wild type and mutated Box 1 and Box 2.
REMSA experiments using mutated Box 1 (B1m) and Box 2 (B2m) show a decrease in the formation of
protein-RNA complexes when compared with the results obtained using the wild type sequences (170
PVLEA18-3'UTR). When mutated Box 2 (B2m) was used, the formation of the protein-RNA complex was not
detected. In these experiments, 80-ASF fractions obtained from stressed bean plants were used. Grey and
black arrowheads indicate those labelled bands corresponding to free-RNA and the bands corresponding to
the protein-RNA complex, respectively. The bottom panel shows the sequence of the wild type and mutated
Box1 and Box2.
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Update on LEA Proteins and Other Hydrophilins

The Enigmatic LEA Proteins and Other Hydrophilins''V!
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Water limitation affects all types of organisms at
some stage during their life cycle; therefore, many
strategies have been selected through evolution to cope
with water deficit, including changes in enzyme activ-
ities and in gene expression, among others. In plants, a
group of very hydrophilic proteins, known as LATE
EMBRYOGENESIS ABUNDANT (LEA) proteins, ac-
cumulate to high levels during the last stage of seed
maturation (when acquisition of desiccation tolerance
occurs in the embryo) and during water deficit in
vegetative organs, suggesting a protective role during
water limitation (Dure, 1993b; Bray, 1997, Garay-
Arroyo et al., 2000; Hoekstra et al., 2001).

LEA proteins have been grouped into various fam-
ilies on the basis of sequence similarity (see below;
Dure et al., 1989; Ingram and Bartels, 1996; Colmenero-
Flores et al., 1999; Cuming, 1999). Although significant
similarity has not been detected between the members
of the different families, a unifying and outstanding
feature of most of them is their high hydrophilicity and
high content of Gly and small amino acids like Ala and
Ser (Baker et al., 1988; Dure, 1993b).

Most LEA proteins are part of a more widespread
group of proteins called “hydrophilins.” The physico-
chemical characteristics that define this set of proteins
are a Gly content greater than 6% and a hydrophilicity
index greater than 1. By database searching, it was
shown that this criterion selects most LEA proteins, as
well as additional proteins from different taxa (Garay-
Arroyo et al., 2000). The genomes of Escherichia coli and
Saccharomyces cerevisinge contain five and 12 genes,
respectively, encoding proteins with the characteristics
of hydrophilins. The fact that the transcripts of all
these genes accumulate in response to osmotic stress
suggests that hydrophilins represent a widespread
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adaptation to water deficit (Garay-Arroyo et al., 2000;
Posas et al., 2000; Yale and Bohnert, 2001; Saccharo-
myces Genome Database project, http://www.
yeastgenome.org). Remarkably, now it is known that
these proteins are distributed across archeal, eubacte-
rial, and eukaryotic domains, as will be described later
in this review.

Although the functional role of hydrophilins re-
mains speculative, there is evidence supporting their
participation in acclimation and/or in the adaptive
response to stress. Ectopic expression of some plant
hydrophilins (LEA proteins) in plants and yeast con-
fers tolerance to water-deficit conditions (Imai et al.,
1996; Xu et al., 1996; Swire-Clark and Marcotte, 1999;
Zhang et al., 2000), and their presence has been asso-
ciated with chilling tolerance (Danyluk et al., 1994,
1998; Ismail et al., 1999a, 1999b; Puhakainen et al.,
2004a; Nakayama et al., 2007). An osmosensitive phe-
notype is caused by the deletion of the RMF hydro-
philin gene in E. coli (Garay-Arroyo et al., 2000) and by
the absence of a LEA protein in the moss Physcomitrella
patens (Saavedra et al., 2006).

To gain further insight into their function, in vitro
assays have been established similar to those used to
test the role of other protective molecules such as
chaperones. Examples of these are cryoprotection as-
says, in which the protective role of LEA proteins is
tested using freeze-labile enzymes (Lin and Thomashow,
1992). Dehydration assays, in which the activities
of malate dehydrogenase and lactate dehydrogenase
(LDH) were measured in the presence or absence of a
putative protecting protein, showed that hydrophilins
from plants, bacteria, and yeast were able to protect
their enzymatic activity. Under similar conditions, tre-
halose was required in a 10°-fold molar excess over
hydrophilins to confer the same protective level to
LDH, suggesting that they confer protection via differ-
ent mechanisms (Reyes et al., 2005). While hydrophilin
research in different organisms has provided us with
significant advances to understand their biological
properties, we are still far from a complete understand-
ing of their biological functions and activities.

Here, we review the structural and functional char-
acteristics of hydrophilins to provide a reference
platform to understand their role during the adaptive
response to water deficit in plants and other organ-
isms and to generate new ideas to elucidate their
function.

6 Plant Physiology, September 2008, Vol. 148, pp. 6-24, www.plantphysiol.org © 2008 American Society of Plant Biologists



LEA PROTEINS

Twenty-seven years ago, Leon Dure III identified
several families of proteins that accumulated to high
levels during the maturation phase of cotton (Gos-
sypium hirsutum) embryogenesis (Dure and Chlan,
1981; Dure and Galau, 1981; Dure et al., 1981), which
gave rise to their name as LEA proteins. The charac-
terization of different representative ¢cDNAs from
many of these protein families uncovered their com-
mon structural features, some of which were first
noticed by Dure and his colleagues. These include a
high hydrophilicity, a lack or low proportion of Cys
and Trp residues, and a preponderance of certain
amino acid residues such as Gly, Ala, Glu, Lys/Arg,
and Thr, which later led them to be considered as a
subset of hydrophilins (Dure, 1993b; Garay-Arroyo
et al., 2000; Fig. 1). The common structural elements
among the members of different families indicate that
most exist principally as randomly coiled proteins in
solution. While structure modeling and structure pre-
diction programs suggest that at least some LEA
proteins from particular families contain defined con-
formations (Dure et al., 1989; Dure, 1993a; Close, 1996),
all hydrophilic LEA proteins studied experimentally
have revealed a high degree of unordered structure in
solution. This has led them to be considered as intrin-
sically unstructured proteins (Fig. 2; McCubbin et al.,
1985; Eom et al., 1996; Lisse et al., 1996; Russouw et al.,
1997; Ismail et al., 1999b; Wolkers et al., 2001; Soulages
et al., 2002, 2003; Goyal et al., 2003; Shih et al., 2004;
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Figure 1. Graphic representation of LEA proteins according to the
properties that define the hydrophilins. This analysis includes data for
all LEA proteins considered in this work (378). All points on the top right
quadrant correspond to proteins that can be considered as hydrophilins
according to their definition (hydrophilicity index > 1, Gly > 6%). Also,
3,000 randomly chosen Arabidopsis proteins are shown as reference. To
obtain the hydrophilicity index, the average hydrophobicity of all
amino acids in the protein was multiplied by —1 (Kyte and Doolittle,
1982).
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Figure 2. Protein size and fraction predicted as unstructured of LEA
proteins belonging to different groups. Also, 3,000 randomly chosen
Arabidopsis proteins are shown as reference. Many of them (1,350 of
3,000) cannot be seen because they overlap the x axis, as they were
predicted to be 0% unstructured. The unstructured fraction was calcu-
lated according to Dosztanyi et al. (2005), using a sliding window of 21
amino acids.

Dyson and Wright, 2005; Tompa, 2005; Mouillon et al.,
2006; Kovacs et al., 2008).

In plants, most of these proteins and their mRNAs
accumulate to high concentrations in embryo tissues
during the last stages of seed development before
desiccation (Baker et al., 1988, Hughes and Galau,
1989; Ingram and Bartels, 1996; Oliveira et al., 2007;
Bies-Etheve et al.,, 2008; Hundertmark and Hincha,
2008) and also in vegetative tissues exposed to dehy-
dration, osmotic, and/or low-temperature stress (Dure
et al., 1989; Chandler and Robertson, 1994; Robertson
and Chandler, 1994; Ingram and Bartels, 1996; Bray,
1997; Campbell and Close, 1997; Thomashow, 1998;
Bies-Etheve et al.,, 2008; Hundertmark and Hincha,
2008). These observations have suggested their in-
volvement in the plant response to water-limiting
environments, probably by playing roles in ameliorat-
ing different stress effects; however, their precise
functions remain elusive.

Members of the LEA protein families appear to be
ubiquitous in the plant kingdom. Their presence has
been confirmed not only in angiosperms and gymno-
sperms (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 1996;
Bray, 1997; Cuming, 1999) but also in seedless vascular
plants (e.g. Selaginella; Oliver et al., 2000; Alpert, 2005;
Iturriaga et al., 2006) and even in bryophytes (e.g.
Tortula, Physcomitrella; Alpert and Oliver, 2002; Oliver
et al., 2004; Saavedra et al., 2006; Proctor et al., 2007),
pteridophytes (e.g. ferns; Reynolds and Bewley, 1993),
and algae (Honjoh et al., 1995; Tanaka et al., 2004). In
addition, similar proteins are found in bacteria and
yeast (Stacy and Aalen, 1998, Garay-Arroyo et al.,
2000), nematodes (Solomon et al., 2000; Browne et al.,
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2004), archaea (F. Campos, unpublished data), and
fungi (Mtwisha et al., 1998; Abba et al., 2006).

Recently, computational methods to study and/or
classify these proteins have been developed (Wise, 2002;
Wise and Tunnacliffe, 2004). These methods consider
the similarities in peptide composition rather than the
similarities in their amino acid sequences. Although
this kind of analysis may emphasize those character-
istics related to the amino acid composition of a pro-
tein, it neglects the importance of conserved motifs
that could be essential to define their structural, func-
tional, and evolutionary relationships.

Here, we will adopt the classification introduced by
Dure’s group, in which LEA proteins are categorized
into at least six families by virtue of similarities in their
deduced amino acid sequences (Galau and Hughes,
1987; Baker et al., 1988; Dure et al., 1989; Dure, 1993b;
Colmenero-Flores et al., 1997; Cuming, 1999). This
classification has been very useful because it not only
allows the identification of different families, but it is
also possible to distinguish motifs conserved across
species, which are unique to each family. Based on
these characteristics and considering all available se-
quence information from different plant species, we
have grouped LEA proteins into seven distinctive
groups or families. Groups 1, 2, 3, 4, 6, and 7 corre-
spond to the hydrophilic or “typical” LEA proteins
(Supplemental Tables S1-56), whereas those LEA pro-
teins that show hydrophobic characteristics (“atypi-
cal”) have been kept in group 5, where they could be
subclassified according to their homology.

The nomenclature in this work will follow the
terminology introduced by Cuming (1999), in which
groups 1 to 4 correspond to the first LEA proteins
described from cotton: group 1 (D-19), group 2 (D-11),
group 3 (D-7/D-29), and group 4 (D-113). In group 5
are the atypical LEA proteins (D-34, D-73, D-95; Dure,
1993b; Cuming, 1999). Similarly, the remaining two
groups are designated with the consecutive numbers
and associated to the name of the proteins that were
used to describe these groups for the first time: group 6
(LEA1S8; Colmenero-Flores et al., 1997) and group 7
(ASR1 [for ABSCISIC ACID STRESS RIPENINGI];

Silhavy et al., 1995; Rossi et al., 1996). Although two
recent publications report an inventory of the LEA
proteins encoded in the Arabidopsis (Arabidopsis thali-
ana) genome (Bies-Etheve et al., 2008; Hundertmark
and Hincha, 2008), we did not follow the same no-
menclature because they have included in their clas-
sification Arabidopsis LEA proteins not found in other
plant species. Table I shows a comparison of the
nomenclature used in this work with the correspond-
ing PFAM number and other classifications.

GROUP 1 (D-19)

This set of LEA proteins, originally represented by
the D-19 and D-132 proteins from developing cotton
seeds, were recognized by an internal 20-mer sequence
(Galau et al., 1992; Baker et al., 1995). They contain a
very large proportion of charged residues, which
contributes to their high hydrophilicity, and a high
content of Gly residues (approximately 18%). This last
characteristic allows us to predict that they exist
largely as random coils or unstructured in aqueous
solution (Eom et al., 1996; Russouw et al., 1997,
Soulages et al., 2002). Structural analyses using circu-
lar dichroism (CD) strongly indicate that group 1 mem-
bers exhibit a high percentage (70%-82.5% of their
residues) of random coil configuration in aqueous
solution, with a small percentage of the protein ex-
hibiting a left-handed extended helical or poly-(L-Pro)-
type (PII) conformation (Soulages et al., 2002). NMR
analyses also indicate that this group of proteins have
an unstable structure and are quite flexible (Eom et al.,
1996). A comparison between group 1 proteins from
all taxa reveals substantial homology, especially in
the hydrophilic 20-mer motif (TRKEQ[L/M]G[T/
EJEGY[Q/K]JEMGRKGGIL/E]). This motif may be pres-
ent in several copies arranged in tandem (from one to
four in plant species, and up to eight in other organ-
isms). In plant proteins, two other conserved motifs
were identified in this work, an N-terminal motif
(TVVPGGTGGKSLEAQE[H/N]LAE) located just up-
stream of the 20-mer and a C-terminal motif (D[K/

Table I. Correspondence between different nomenclatures given to LEA protein groups

*, Used by Bies-Etheve et al. (2008) to differentiate proteins initially identified as related to group 5 but
revealed as belonging to group 3. -, Used to denote groups that were not identified by these authors.

This Work Dure Bies-Etheve PFAM PFAM No. Name
1 D-19 1 LEA_5 PFO0477 Em1, Em6
2 D-11 2 Dehydrin PFO0257 Dehydrin, RAB
3A D-7 3 LEA_4 PF02987 ECP63, PAP240, PM27
3B D-29 3* LEA_4 PF02987 D-29
4A - 4 LEA_1 PF03760 LE25_LYCES
4B D-113 4 LEA_1 PF03760 PAP260, PAPO51
5A D-34 5 SMP PF04927 PAP140
5B D-73 6 LEA_3 PF03242 AtD121, Sag21, lea5
5C D-95 7 LEA_2 PF03168 LEAT4
6 - 8 LEA_6 PF10714 LEA18
7 - - ABA_WDS PF02496 ASR

Plant Physiol. Vol. 148, 2008



EJSGGERA[A/E][E/R]JEGI[E/DJIDESK[F/Y]; Fig. 3;
Supplemental Table S1).

Noteworthy, similar proteins to group 1 LEA pro-
teins have been found in Bacillus subtilis (Stacy and
Aalen, 1998) and in other soil bacterial species. Ho-
mologous sequences have been detected in uncultured
methanogenic archaeons, containing one, two, or three
20-mer repeats, and in the crustacean Artemia francis-
cana, in which two genes encoding group 1 LEA-like
proteins containing four and eight 20-mer repeats,
respectively, were found (F. Campos, unpublished
data). Therefore, LEA group 1 is unique in its repre-
sentation across all taxonomic domains: archaea, bac-
teria, and eukarya.

In plants, group 1 LEA proteins are preferentially
accumulated during embryo development, especially
in dry seeds, although they have also been detected in
organs that undergo dehydration, such as pollen
grains (Ulrich et al.,, 1990; Espelund et al., 1992;
Waurtele et al., 1993; Hollung et al., 1994; Williams
and Tsang, 1994; Prieto-Dapena et al., 1999; Vicient
et al., 2001). Additionally, many of the characterized
genes of this group are responsive to abscisic acid
(ABA) and/or water-limiting conditions, mainly in
embryos and, in a few cases, in vegetative tissues of
young seedlings (Gaubier et al., 1993; Vicient et al.,
2000).

Their possible role in the adaptation of different
organisms to water scarcity is supported by the fact
that the transcripts of bacterial group 1 LEA-like
proteins also accumulate under stressful conditions,
such as stationary growth phase, Glc or phosphate
starvation, high osmolarity, high temperature, and
hyperoxidant conditions (Stacy and Aalen, 1998). Fur-
ther evidence comes from the presence of these pro-
teins in organisms with extreme habitats, such as
archaeons (uncultured like methanogenic RC1), as
well as in some primordial saltwater crustaceans
such as Artemia (Wang et al., 2007). Group 1 LEA-like
proteins are particularly abundant in the thick-shelled
eggs of Artemia, whose encysted form can survive in a
dried, metabolically inactive state for 10 or more years
while retaining the ability to endure severe environ-
mental conditions (Macrae, 2005).

Direct evidence showing a function for group 1 LEA
proteins is scarce. In vitro experiments using recom-
binant versions of wheat (Triticum aestivum) Em pro-
tein suggested their ability to protect citrate synthase
or LDH from aggregation and/or inactivation due to
desiccation or freezing (Goyal et al., 2005; Gilles et al.,
2007). A mutation in one the predicted a-helical do-
mains in the N terminus of the rEm protein suggested
a role for this region in providing protection from
drying (Gilles et al., 2007). Tolerance to stress condi-
tions induced by the constitutive expression of genes
from this group has not been reported in plants;
however, the expression of wheat TaEm in S. cerevisiae
seems to attenuate the growth inhibition of yeast
cultures normally observed in high-osmolarity media
(Swire-Clark and Marcotte, 1999). Also, the absence of
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one of two group 1 members in Arabidopsis plants led
to a subtle phenotype of premature seed dehydration
and maturation, suggesting a role during seed devel-
opment (Manfre et al., 2006). The expression in vege-
tative tissues from plants grown under optimal growth
conditions of some of the group 1 LEA proteins
implies that they may also have a role during normal
seed /seedling development.

GROUP 2 (D-11)

This group of LEA proteins, also known as “dehy-
drins,” was originally identified as the “D-11" family
in developing cotton embryos. Group 2 LEA proteins
are the most characterized group of LEA proteins.
Typically, they are highly hydrophilic, contain a high
proportion of charged and polar amino acids and a
low fraction of nonpolar, hydrophobic residues, and
lack Trp and frequently Cys residues; hence, they can
also be considered as hydrophilins (Garay-Arroyo
et al., 2000). A distinctive feature of group 2 LEA
proteins is a conserved, Lys-rich 15-residue motif,
EKKGIMDKIKEKLPG, named the K-segment (Close
et al., 1989, 1993), which can be found in one to 11
copies within a single polypeptide (Fig. 3; Table II).
An additional motif also found in this group is the
Y-segment, whose conserved consensus sequence is
[V/TIDIE/Q]YGNP, usually found in one to 35 tan-
dem copies in the N terminus of the protein (Fig. 3;
Table II; Close et al., 1993; Close, 1996, Campbell and
Close, 1997). Many proteins of this group also contain
a tract of Ser residues, called the S-segment, which in
some proteins can be phosphorylated (Fig. 3; Table II;
Vilardell et al., 1990; Plana et al., 1991; Goday et al.,
1994; Jiang and Wang, 2004). Less conserved motifs
(P-segments), which are usually rich in polar amino
acids and lay interspersed between K-segments, are
present in some proteins of this group (Campbell and
Close, 1997). The presence and arrangement of these
different motifs in a single polypeptide allow the clas-
sification of group 2 LEA proteins into five subgroups
(Campbell and Close, 1997). Proteins that only contain
the K-segment are in the K-subgroup, and those that
include the S-segment followed by K-segment are in
the SK-subgroup. In addition, there are the YSK-, YK-,
and KS-subgroups (Fig. 3; Supplemental Table S2;
Campbell and Close, 1997). Proteins with these struc-
tural characteristics have been detected in different
organisms of the Plantae kingdom, in nonvascular
plants, like the moss P. patens (Saavedra et al., 2006), in
seedless vascular plants such as the lycopod Selaginella
lepidophylla (Iturriaga et al., 2006), and, more com-
monly, in all seed plants investigated (Supplemental
Table S2).

Experimental structural analysis of four group 2
LEA proteins, Dsp16 (YSK,) from resurrection plant
(Craterostigma plantagineum; Lisse et al., 1996), 35-kD
protein (Y,K) from cowpea (Vigna unguiculata; Ismail
et al., 1999b), rGmDHNT1 (Y,K) from soybean (Glycine
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Figure 3. Array of the distinctive motifs in the LEA protein groups. Each block contains a schematic representation of the
arrangement of the motifs that distinguish each group of LEA proteins and their corresponding subgroups. Although similar colors
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different blocks. The amino acid sequence corresponding to each motif represented here is shown in Table Il. The range of
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Table 1. Consensus amino acid sequences of the different motifs characteristic of each LEA protein group
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The color in letters indicales the iype of amino acid. Mon-palar: violal = aliphatic (&, W, G, M, LI, i
YW F}; Polar: green = uncharged (S, O, N, T); blue = posiively charged (R, K, H);
red = negalively charged (D, E).

grey = arcmatic (Y,

* 11-mers as described by Dure (2001).
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max; Soulages et al., 2003), and ERD10 (SK;) from
mouse-ear cress (Arabidopsis; Bokor et al., 2005),
indicated that these proteins are in a largely hydrated
and unstructured conformation in aqueous solution.
However, equilibrium between two extended confor-
mational states, unordered and PII structures, were
also detected in the case of GmDHN1, with a low
degree of transitional cooperativity. CD spectra of full-
length Arabidopsis dehydrins (COR47, LTI29, LTI30,
RAB18) and isolated peptides (K-, Y- and K-rich seg-
ments) showed mostly unordered structures in solu-
tion, with a variable content of poly-Pro helices.
However, neither temperature, metal ions, nor stabi-
lizing salts could promote ordered structures in either
the peptides or the full-length proteins (Mouillon et al.,
2006).

The K-segment motifs of group 2 LEA proteins are
predicted to form amphipathic a-helical structures
and are thought to protect membranes (Dure, 1993b;
Close, 1996). Accordingly, dehydrins from cowpea and
the resurrection plant showed an estimated a-helical
content of approximately 15%; however, this was not
the case for GmDHNI, a soybean LEA protein that,
although containing K-segment motifs, does not con-
tain a-helical regions. The limited ability of this protein
to adopt a-helical conformation was confirmed by CD
spectroscopy in the presence of trifluoroethanol (TFE),
a helix-promoting cosolvent. Even with the addition of
high concentrations (up to 60% [v/v]) of TFE or SDS
(1%—4%), only a small fraction of protein was able
to form a-helices. Additionally, CD spectra of the pro-
tein in the presence of liposomes showed it had a very
low intrinsic ability to interact with phospholipids
(Soulages et al., 2003). However, it is still possible that
under certain conditions promoted by dehydration,
such as high ionic content or high solute concentration,
the GmDHN]1 protein could assume a higher propor-
tion of ordered structure, which may play a physiolog-
ical role in the plant response to water deficit.

Like group 1 LEA proteins, several studies of spe-
cific group 2 LEA proteins have confirmed that they
accumulate during seed desiccation and in response to
water deficit induced by drought, low temperature,
or salinity (Ismail et al., 1999a; Nylander et al., 2001).
These proteins are also present in nearly all vegetative
tissues during optimal growth conditions (Rorat et al.,
2004). A role in bud dormancy has also been attributed
to group 2 LEA proteins (Muthalif and Rowland, 1994;
Levi et al.,, 1999; Karlson et al., 2003a, 2003b). The
ability to withstand freezing is highly developed in
some trees, in which the buds, which are critical for
reassuming growth after winter, can build up toler-
ance to temperatures as low as —196°C (Guy et al,,
1986). Therefore, of particular interest is the fact that
LEA proteins from this group are expressed in birch
(Betula spp.) apices during wintertime dehydra-
tion, a period in which buds become highly desic-
cated during endodormancy (Rinne et al.,, 1998,
1999; Puhakainen et al., 2004b). Similarly, the accu-
mulation of chilling-responsive LEA proteins from
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this group was detected in floral buds of blueberry
(Vaccinium myrtillus), a woody perennial (Muthalif and
Rowland, 1994; Arora et al., 1997).

The data in the literature, obtained from different
species, indicated that different types of group 2 LEA
proteins can localize to common tissues (in root tips,
root vascular system, stems, leaves, and flowers) dur-
ing development under optimal growth conditions,
while other proteins of this group seem to accumulate
in specific cell types (e.g. root meristematic cells, plas-
modesmata, pollen sacs, or guard cells; Nylander et al.,
2001; Karlson et al.,, 2003a). Most of these proteins
accumulate in all tissues upon water deficit imposed
by drought, low temperature, or salinity, although
there are those that preferentially respond to partic-
ular stress conditions: some dehydrins are strongly
accumulated in response to low-temperature treat-
ments but not to drought or salinity (Rorat et al.,
2006). Other group 2 members are detected under
normal growth conditions but not in response to low
temperatures, while a small number of dehydrins
show an unusual constitutive expression (Gilmour
et al., 1992; Houde et al., 1992; Danyluk et al., 1994;
Rorat et al., 2004; Sanchez-Ballesta et al., 2004). Be-
cause of the observed accumulation upon cold stress,
some of the proteins in this group and some pro-
teins in group 3 were originally designated as COR
(for COLD RESPONSIVE) proteins (Lin et al., 1990;
Gilmour et al., 1992; Guo et al., 1992). However, as
limited information is available for proteins of the dif-
ferent subgroups, it is not possible to assign confi-
dently specific accumulation patterns to particular
groups or subgroups of these proteins. A similar situ-
ation is found when studying their regulation by ABA.
Consistent with the fact that the ABA-responsive
element was first described for a group 2 LEA gene
from rice (Oryza sativa; Mundy and Chua, 1988), there
are genes for this group of proteins whose expression
during seed development or in response to stress is
mediated by ABA (Nylander et al., 2001). However,
some others are not responsive to ABA or are regu-
lated by ABA during development but not in response
to stress (Stanca et al., 1996, Giordani et al., 1999).
Moreover, there are examples of dual regulation; that
is, their response to stress is mediated by more than
one pathway, one of which may be ABA dependent
(Welling et al., 2004).

Effort has been made to determine the subcellular
localization for some of these proteins. The majority of
group 2 LEA proteins accumulate in the cytoplasm,
and some of them are also localized to the nucleus. For
nucleus-directed SK2 proteins, the phosphorylated
S-segment and the RRKK sequence have been postu-
lated as nuclear localization signals (Plana et al., 1991).
However, for some proteins of this group, nuclear
localization seems to be independent of the phosphor-
ylation state of the S-segment, and even more, proteins
lacking the S-segment or RRKK motif have been
localized to the nucleus (Riera et al.,, 2004). Such
complexity suggests that the transport of different
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types of dehydrins to the nucleus occurs via different
nuclear localization pathways.

Some dehydrins are also found in other cell compart-
ments, including the vicinity of the plasma membrane,
mitochondria, vacuole, and endoplasmic reticulum
(Houde et al., 1995; Egerton-Warburton et al., 1997;
Danyluk et al., 1998; Borovskii et al., 2000, 2002; Heyen
et al., 2002). Hence, the subcellular localization attrib-
uted to a particular protein of this group does not
seem to be a general characteristic for the different
group 2 LEA proteins, and care should be taken in con-
sidering membranes as a common location for these
proteins.

For some proteins of this group, an ion-binding
activity has been demonstrated. Various dehydrins
from Arabidopsis can be efficiently purified by im-
mobilized metal ion affinity chromatography; in par-
ticular, they bind Cu®" and Ni** ions (Svensson et al.,
2000). Since no metal-binding motif is found in group
2 LEA proteins, this ability seems to be due to their
high content of His residues, some of which are dis-
posed as His-His pairs with a strong metal-binding
affinity. For example, a citrus (Citrus unshiu) dehydrin
binds Cu?*, Fe*, Co**, Ni?*, and Zn** through a spe-
cific sequence (HKGEHHSGDHH) rich in His resi-
dues (Hara et al., 2005). Moreover, acidic dehydrins
such as a vacuole-associated dehydrin from celery
(Apium graveolens; VCaB45) and Arabidopsis ERD14
possess calcium-binding properties, which seem to
be positively modulated by phosphorylation (Heyen
et al., 2002; Alsheikh et al., 2003, 2005). These findings
suggest ion binding as one of the major biochemical
functions of the acidic dehydrins, acting as calcium
buffers or as calcium-dependent chaperone-like mol-
ecules (Alsheikh et al., 2003). Alternatively, metal
binding may be related to a detoxification function
needed under stress conditions, where metal toxicity
is associated with the production of reactive oxygen
species, commonly generated in plants exposed to
water limitation (Hara et al., 2004). Thus, these pro-
teins could act as scavengers of radicals under oxi-
dative stress. The modulation of changes in dehydrin
conformation leading to the recognition of a par-
ticular set of targets by ion binding should also be
considered.

Most of the attempts to elucidate the function of
these proteins have been focused on the in vitro
characterization of their biochemical properties. Sev-
eral proteins of this group show cryoprotective activ-
ity, which is enhanced in the presence of compatible
solutes (Bravo et al.,, 2003; Reyes et al., 2005). Also,
there is evidence indicating that dehydrins from
Arabidopsis, Craterostigma, and Citrus (Hara et al.,
2001; Reyes et al., 2005) prevent the inactivation of
enzymes induced by partial dehydration in vitro. It is
predicted that the K-segments may form amphipathic
a-helices similar in structure to the lipid-binding class
A2 amphipathic a-helical region found in apolipopro-
teins and a-synucleins associated with membranes
(Segrest et al., 1992; Davidson et al., 1998). This obser-
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vation raised the hypothesis that one of the roles of the
group 2 LEA proteins may be related to an interaction
with hydrophobic surfaces present in membranes
and/or partially denatured proteins. While maize
(Zea mays) DHN1 dehydrin is able to bind in vitro to
lipid vesicles containing acidic phospholipids, there is
no direct evidence for membrane binding through
lipid-protein interactions in solution, nor for such a
function in planta (Koag et al., 2003). Moreover, the
prevalence of extended PII helical and unordered
conformations in dehydrins is consistent with a role
in providing or maintaining enough water molecules
in the cellular microenvironment to preserve the func-
tionality or stability of macromolecules or cellular
structures during water scarcity conditions.

In most cases, the contribution of dehydrins to stress
tolerance has been limited to the phenotypical analysis
in plants and yeast, in which some of these proteins
were overexpressed. For instance, overexpression of
multiple Arabidopsis group 2 LEA proteins, ERD10,
RAB18, COR47, and LTI30, resulted in plants with
increased freezing tolerance and improved survival
under low-temperature conditions (Puhakainen et al.,
2004a). Also, ectopic expression of wheat DHN-5 in
Arabidopsis plants improved their tolerance to high
salinity and water deprivation (Brini et al., 2007). A
role in stress tolerance for dehydrins is also supported
by the cosegregation of a dehydrin gene with chilling
tolerance during seedling emergence in cowpea
(Ismail et al., 1999a). More recently, the mutation of a
dehydrin gene from the moss P. patens resulted in a
plant severely impaired in its capacity to resume
growth after salt and osmotic stress, strongly suggest-
ing its contribution to stress tolerance (Saavedra et al.,
2006).

GROUP 3 (D-7/D-29)

Group 3 LEA proteins are characterized by a re-
peating motif of 11 amino acids (Dure, 1993a). Differ-
ences found in the molecular mass in this group of
proteins are usually a consequence of the number of
repetitions of this 11-mer motif. Additionally, we have
found other conserved regions (motifs 1, 2, and 4 in
subgroup D-7, and motif 5 in subgroup D-29; Table II),
which may or not be repeated and whose sequences
are completely different from the 11-mer (Table II). In
comparison with other groups of LEA proteins, the
group 3 members are quite diverse. This diversity is a
consequence of changes introduced in the repeating
11-mer amino acid motif, first noticed by Dure (1993a),
as well as of changes in the sequences of the other
motifs. A more detailed analysis of numerous proteins
(65) from different plant species confirmed the con-
sensus sequence for the 11-mer proposed by Dure
(1993a; Supplemental Table S3), as follows: hydropho-
bic residues (F) in positions 1, 2, 5, and 9; negative or
amide residues (E, D, Q) in positions 3, 7, and 11;
positive residues (K) in positions 6 and 8; and a
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random assortment (X) in positions 4 and 10 (FF[E/
QIXFK[E/QJKEX[E/D/Q]). Hence, in support of the
suggestion by Dure (2001), the variability in the 11-mer
motif leads to a subclassification of the group 3 LEA
proteins into two subgroups: 3A, represented by the
cotton D-7 LEA protein; and 3B, represented by the
cotton D-29 LEA protein (Fig. 3; Supplemental Table
S3). The first subgroup is highly conserved; two of
the motifs characteristic of these proteins (motifs 3
and 5) correspond to almost the same 11-mer de-
scribed originally for this subgroup, with some vari-
ation at positions 9 and 10 (TAQ[A /SJAK[D/E]KT[S/
QJE; Table II). At the N-terminal portion of 3A pro-
teins, we found motif 4 (SYKAGETKGRKT), and at
the C-terminal portion, we found motifs 1 and 2
(GGVLQQTGEQV and AADAVKHTLGM; Table II).
The other subgroup (3B) is more heterogeneous; four
variations of the 11-mer were found (motifs 1-4), but
the variability was restricted to the consensus se-
quence described above. Yet, motif 5 is highly con-
served and is unique to this subgroup (Table II).

In silico predictions of the secondary structure of
some group 3 proteins suggest that the 11-mer exists
principally as amphipathic a-helices, which may di-
merize in an unusual right-handed coiled-coil ar-
rangement, with a periodicity defined by the 11-mer
motif (Dure, 1993a). This hypothetical structure was
later found in a surface layer tetrabrachion protein
from Staphylothermus marinus (Peters et al., 1996;
Stetefeld et al., 2000). CD analysis and IR spectroscopy
of various group 3 LEA proteins indicated that they
are mostly devoid of secondary structure, being
largely in a random coil conformation in solution.
However, in the presence of Suc, glycerol, ethylene
glycol, or methanol, or after fast drying, they adopt an
a-helical conformation (Dure, 2001; Wolkers et al.,
2001; Goyal et al., 2003; Tolleter et al., 2007). The
presence of TFE or SDS also promotes helical folding
of these proteins. A slow-drying treatment led to the
formation of a-helical and intermolecular extended
B-sheet structures; thus, the structures of these pro-
teins in the final dry state might depend on the drying
rate (Wolkers et al., 2001). The fact that rehydration of
the dried protein samples leads to the reformation of
random coil structures indicates that these structural
transitions are fully reversible (Tolleter et al., 2007).
Soluble nonreducing sugars seem to contribute to the
formation of a cytoplasmic “glass” at low water con-
tent in both mature seeds and pollen cells, which could
stabilize cellular structures during this severe desicca-
tion (Wolkers et al., 2001). As plants coaccumulate
sugars and LEA proteins at the onset of desiccation, it
is possible that sugars could be affecting the molecular
structure of LEA proteins in the sugar glass. When
D-7, a group 3 LEA protein from pollen, is dried in the
presence of Suc, the protein adopts an a-helical con-
formation irrespective of drying rate (Wolkers et al.,
2001). Structural modeling suggested that in the
a-helical conformation, these proteins may form an
amphipathic structure, which closely resembles that of
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the class A amphipathic helices involved in the mem-
brane association found in different plasma apolipo-
proteins (Woods et al., 2007). This structural similarity
may imply that some of the group 3 LEA proteins
interact with membranes during dehydration. In
support of this hypothesis, a pea (Pisum sativum) mito-
chondrial group 3 LEA protein (PsLEAm) was found to
interact with and protect liposomes subjected to drying
(Tolleter et al., 2007).

The group 3 LEA proteins are widely distributed
in the plant kingdom. Their transcripts have been de-
tected in algae (Joh et al., 1995), in nonvascular plants
(Hellwege et al., 1996), in seedless vascular plants
(Salmi et al., 2005), and in all seed plants in which they
have been looked for.

Interestingly, proteins similar to plant group 3 LEA
proteins accumulate in several nonplant organisms in
response to dehydration. Examples of these are pro-
teins from the prokaryotes Deinococcus radiodurans
(Battista et al., 2001) and Haemophilus influenzae
(Dure, 2001) as well as a protein from Caenorhabditis
elegans (CeLEA-1), whose expression is correlated with
the survival of this nematode under conditions of
desiccation, osmotic, and heat stress (Gal et al., 2004).
Interestingly, anhydrobiotic organisms such as the
nematodes Steinernema feltiae (Solomon et al., 2000)
and Aphelencus avenae (Browne et al.,, 2004), as well
as the bdelloid rotifer Philodina roseola (Tunnacliffe
et al., 2005), the chironomid Polypedilum vanderplanki
(Kikawada et al., 2006), and the eucoelomate crusta-
cean A. franciscana (Hand et al., 2007; Wang et al.,
2007), also accumulate these proteins in their desic-
cated states. A. franciscana is the most complex meta-
zoan in which group 3 LEA-like proteins have been
detected. Outside the plant kingdom, the best charac-
terized group 3 protein is AavLEA1 from A. avenae,
which showed an unstructured conformation in solu-
tion with a high degree of hydration and low com-
pactness; yet, upon dehydration, a remarkable but
reversible increase in a-helical structure was observed
(Goyal et al., 2003).

Expression analysis of plant proteins in this group,
as well as information available from transcriptomic
projects, shows their accumulation in mature seeds
and in response to dehydration, salinity, or low tem-
peratures (Harada et al., 1989; Cattivelli and Bartels,
1990; Hsing et al., 1995, Romo et al.,, 2001). Some
members also respond to hypoxia (Siddiqui et al.,
1998) or to high-excitation pressure imposed by high
light (NDong et al., 2002). As for LEA proteins from
other groups, the expression of group 3 LEA proteins
appears to be regulated by ABA during specific de-
velopmental stages and/or upon stress conditions
(Piatkowski et al., 1990; Curry et al., 1991; Curry and
Walker-Simmons, 1993; Dehaye et al., 1997; Dong and
Dunstan, 1997).

The diversity of proteins in this group could suggest
variety in their intracellular localization and possibly
in their targets, with specific members selected to carry
out their function in particular cellular compartments.
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In plant embryos, these proteins are uniformly dis-
tributed in the cytosol of all cell types. Group 3 D-7
LEA protein from cotton accumulates to a concentra-
tion of about 200 uM in mature cotton embryos
(Roberts et al., 1993). Studies of seeds have localized
group 3 LEA proteins to the cytoplasm and protein
storage vacuoles, as is the case for HVA1 from barley
(Hordeum wulgare; Marttila et al.,, 1996), whereas
PsLEAm is distributed within the mitochondrial ma-
trix of pea seeds (Grelet et al., 2005). Group 3 proteins
are also detected in vegetative tissues. WAP27A and
WAP27B are abundantly accumulated in endoplasmic
reticulum of cortical parenchyma cells of the mulberry
tree (Morus bombycis) during winter (Ukaji et al., 2001);
and WCS19 accumulates specifically in wheat leaves
and rye (Secale cereale) during cold acclimation, where
it was localized within the chloroplast stroma (NDong
et al., 2002).

The different approaches followed to elucidate the
function of group 3 proteins indicate that they also
contribute to counteract the damage produced by
water limitation. One of their roles in anhydrobiotic
organisms might be to contribute to the formation of a
tight hydrogen-bonding network in the dehydrating
cytoplasm, together with sugars to promote a long-
term stability of sugar glasses during anhydrobiosis.
This hypothesis is supported by the observation that a
dehydrated mixture of Suc and LEA protein (D-7 from
pollen) shows both a higher glass transition tempera-
ture and increased average strength of hydrogen
bonding than dehydrated Suc alone (Wolkers et al.,
2001).

The high correlation found between the accumula-
tion of group 3 LEA proteins or their transcripts and
the onset of stress, induced by low temperatures (cold
and freezing), dehydration, or salinity, prompted their
consideration as essential factors of the adaptation
process to this type of environmental insult. This
hypothesis was strengthened by several observations
of the expression of these proteins in different plant
species. In wheat, roots lacking group 3 LEA proteins
were unable to resume growth and died upon dehy-
dration and subsequent rehydration, in contrast to
shoot and scutellar tissues, which accumulated high
levels of these proteins and survived the treatment
(Ried and Walker-Simmons, 1993). In indica rice vari-
eties, group 3 LEA protein levels were significantly
higher in roots from salt-tolerant compared with salt-
sensitive varieties (Moons et al., 1995). Also, the accu-
mulation of the chloroplastic group 3 LEA-L2 protein
was directly correlated with the capacity of different
wheat and rye cultivars to develop freezing tolerance
(NDong et al., 2002). Gain-of-function experiments in
different plant species further reinforce their role in the
adaptation to stress conditions. The constitutive ex-
pression of the wheat group 3 LEA-L2 protein in
Arabidopsis resulted in a significant increase in the
freezing tolerance of cold-acclimated plants (NDong
et al., 2002). Expression of the barley HVAI gene
regulated by the ACTIN1 gene promoter, leading to
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high-level constitutive accumulation of the HVA1 pro-
tein in both leaves and roots of transgenic rice plants,
conferred tolerance to water deficit and salt stress (Xu
et al., 1996). Comparable results were obtained when
the same gene was constitutively expressed in trans-
genic wheat, rice, creeping bentgrass (Agrostis stolonifera
var. palustris), and mulberry (Sivamani et al., 2000;
Chandra Babu et al.,, 2004; Fu et al., 2007; Lal et al.,
2008). The overexpression of the soybean PM2 protein in
transgenic bacteria, and of wheat TaLEA3 and barley
HVAT1 proteins in yeast, also resulted in the generation
of salt- and freezing-tolerant organisms (Zhang et al.,
2000; Yu et al., 2005).

The direct contribution of these proteins to adapta-
tion to water-limiting environments has been ad-
dressed through loss-of-function experiments in
bacteria and nematodes. Mutants lacking group 3
LEA-like proteins from D. radiodurans, a bacterium
highly tolerant to ionizing radiation and desiccation,
showed sensitivity to dehydration. Similarly, C. elegans
containing an interrupted group 3 LEA-like gene was
susceptible to desiccation (Battista et al., 2001; Gal
et al., 2004).

Employing in vitro assays to explore a protective
role of enzymatic activities under dehydration condi-
tions showed that group 3 LEA proteins from Arabi-
dopsis (AtLEA76 and COR15am; Reyes et al., 2005;
Nakayama et al., 2007), pea (PsSLEAm; Grelet et al.,
2005), and A. avenae (AavLEA1; Goyal et al., 2005) are
effective in protecting enzymes such as LDH, malate
dehydrogenase, citrate synthase, fumarase, and rho-
danese against partial dehydration. Likewise, freeze-
thaw assays in the presence of group 3 LEA proteins
from the green alga Chlorella vulgaris (HIC6; Honjoh
et al., 2000) and of group 3 LEA-like protein from the
anhydrobiotic nematode A. avenae (AavLEA1; Goyal
et al., 2005) showed that these types of LEA proteins
are capable of preventing enzyme inactivation when
enzymes such as LDH are used. Recent in vitro exper-
iments suggested that the nematode group 3 LEA-like
protein is able to prevent the aggregation induced by
severe desiccation of water-soluble proteins from
nematodes and mammalian cells (Chakrabortee et al.,
2007). In addition to supporting a role as protector
molecules under water limitation, these results indicate
that LEA proteins may function to provide a water-
rich environment to their target enzymes, preventing
their inactivation by possibly maintaining protein in-
tegrity as long as water is restrictive.

GROUP 4 (D-113)

Group 4 LEA proteins are of widespread occurrence
in the plant kingdom, including nonvascular plants
(bryophytes) and vascular plants (gymnosperms and
angiosperms). As predicted by Dure’s classification,
the proteins of this family are conserved in their
N-terminal portion, which is about 70 to 80 residues
long and is predicted to form amphipathic a-helices,
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while the less conserved C-terminal portion is variable
in size (Dure, 1993b).

A motif that has characterized the proteins in this
group is motif 1, located at the N-terminal region with
the following consensus sequence: AQEKAEKMTA
[R/H]DPXKEMAHERKIE/K][A/E][K/R] (Table II).
However, four additional motifs can be distinguished
in many group 4 LEA proteins. The presence or
absence of motif 4 or 5 defines two subgroups within
the family (Fig. 3). The first subgroup (group 4A)
consists of small proteins (80-124 residues long) with
motifs 2 and/or 3 flanking motif 1. The other subgroup
(group 4B) has longer representatives (108-180 residues)
that, in addition to the three motifs in the N-terminal
portion, may contain motifs 4 and/or 5 at the C-terminal
region (Supplemental Table S4). D-113 protein from
cotton, the first discovered of this group, belongs to
group 4B.

In silico analysis for group 4 LEA proteins predicts
that the first 70 to 80 residues could adopt an a-helix
structure, whereas the rest of the protein assumes a
random coil conformation (Kyte and Doolittle, 1982).
Spectroscopic analysis of a soybean group 4 LEA
protein (GmPM16) partially confirmed these predic-
tions. In aqueous solution, this protein is mainly
disordered, although some helical structures were
detected (Shih et al., 2004). Interestingly, in the pres-
ence of compounds able to induce ordered structures,
such as 1% SDS, 50% TFE, or in the dry state, this
protein adopts an almost 90% a-helix conformation.
Most notably, these conformational changes are re-
versible. Similar to group 3 LEA proteins, the
GmPM16 protein interacts with Suc and raffinose
and increases the glass transition temperature of the
sugar-protein matrix, which leads to the suggestion
that a common role for group 3 and group 4 LEA
proteins is related to the formation of tight glass
matrices in dry seeds (Shih et al., 2004).

The proteins of this group were originally found
highly accumulated in dry embryos. One of these,
cotton D-113 protein, was found homogeneously dis-
tributed in all embryo tissues at a concentration of
nearly 300 um (Roberts et al., 1993). Later, similar
proteins were found to accumulate in vegetative tis-
sues in response to water deficit. In tomato (Solanum
lycopersicum) plants, group 4 LEA transcripts (LE25)
accumulated in leaves in response to water deficit and
ABA (Cohen et al.,, 1991). In Arabidopsis vegetative
tissues, the transcripts of the group 4 LEA proteins
also accumulated in response to water-deficit treat-
ments (Y. Olvera-Carrillo, unpublished data). As for
the LEA proteins in the other groups, scarce informa-
tion exists regarding the distribution of group 4 LEA
proteins in different plant tissues. Soybean GmPM16
transcripts accumulated in mesophyll cells of cotyle-
dons and in small amounts in the hypocotyl-radicle
axis tissues (Shih et al., 2004). In wheat, quantitative
reverse transcription-PCR from developing seeds
showed high accumulation of group 4 LEA transcripts
in coleorhizae, whereas in developing seeds under abi-

16

otic stress, they accumulated in coleoptiles (Ali-Benali
et al., 2005). More general information can be extracted
from data available from ESTs obtained from Arabidop-
sis cDNA libraries of dry seeds, in which all group 4 LEA
members are among the most abundantly accumulated
transcripts in the dry seed stage (Delseny et al., 2001). In
addition, scrutiny of the publicly available EST data
banks indicates that group 4 LEA homologues in many
plant species accumulate under drought in shoot mer-
istems and in developing and dry seeds.

Although genes in this group respond to ABA
(Zimmermann et al., 2004), the ability of this phyto-
hormone to control group 4 LEA protein expression
during development or in response to stress condi-
tions remains undefined. One of the few examples in
which the participation of ABA in the regulation of
group 4 LEA gene expression was shown is the PAP51
gene (the Arabidopsis homolog of cotton D-113),
which during seed development is repressed in the
lec1-1 mutant, is not affected in the abi3-4 mutant, but
is up-regulated in the abi5-5 background (Delseny
et al., 2001). GUS expression driven by the LEA
D-113 promoter in transgenic tobacco (Nicotiana taba-
cum) seedlings showed that this gene responds to
ABA, dehydration, and high salinity in vegetative
tissues and further confirms its specific expression at
the late stage of seed development (Luo et al., 2008).
Gene expression analysis during germination sug-
gests that the decrease in the transcript levels for
some group 4 LEA genes is partially due to their
repression associated with histone deacetylation (Tai
et al., 2005).

As for other LEA proteins, in vitro studies using one
member of the Arabidopsis group 4 LEA protein
family (D-113 homolog) showed that its presence
during controlled dehydration experiments prevented
the inactivation of LDH, even after 99% water loss
(Reyes et al., 2005), suggesting a protective role during
dehydration. This possibility is supported by a func-
tional analysis of the Arabidopsis group 4 LEA protein
family using overexpression and loss-of-function ap-
proaches, which indicate that these proteins contrib-
ute to the plant’s ability to cope with water deficit
(Y. Olvera-Carrillo, unpublished data). Similarly, the
transient silencing of a peanut (Arachis hypogaea)
group 4 LEA gene in tomato plants appeared to result
in a lower tolerance to drought (Senthil-Kumar and
Udayakumar, 2006).

GROUP 5 (HYDROPHOBIC OR ATYPICAL
LEA PROTEINS)

To avoid further confusion, we have kept group 5 for
those LEA proteins that contain a significantly higher
proportion of hydrophobic residues. Because this
work is focused on the hydrophilic LEA proteins,
this section does not represent an extensive review of
the available information on this group of proteins. All
LEA proteins with a higher content of hydrophobic
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residues than typical LEA proteins are included in this
group (Fig. 1); thus, this group incorporates non-
homologous proteins. For further classification, we
suggest the designation of subgroups according to
their sequence similarity. Because the first proteins
described for this group were D-34, D-73, and D-95
(Baker et al., 1988; Cuming, 1999), we assigned them to
subgroups 5A, 5B, and 5C, respectively (Table I). Given
their physicochemical properties, these proteins are
not soluble after boiling, suggesting that they adopt a
globular conformation (Baker et al., 1988; Galau et al.,
1993; Cuming, 1999). Further experimental data from
some of the proteins in this group confirmed this
prediction (Singh et al., 2005). Although little is known
about this set of proteins, the available data indicate
that their transcripts accumulate during the late stage
of seed development and in response to stress condi-
tions, such as drought, UV light, salinity, cold, and
wounding (Kiyosue et al., 1992; Maitra and Cushman,
1994; Zegzouti et al., 1997; Stacy et al., 1999; Park et al.,
2003; Kim et al., 2005).

GROUP 6 (PVLEA18)

PvLEA18 protein from bean (Phaseolus vulgaris)
was the first protein described from this group
(Colmenero-Flores et al., 1997). To date, 36 members
of this family have been identified from different
species of vascular plants (Supplemental Table S5).
The proteins in this group are characterized by their
small size (approximately 7-14 kD) and high conser-
vation. Four motifs distinguish this group, two of
which (motifs 1 and 2) are highly conserved (Table II).
Noteworthy, the sequence LEDYK present in motif
1 and the Pro and Thr residues located in positions 6
and 7, respectively, in motif 2 show 100% conservation
(Table II; Fig. 3). In general, these proteins are highly
hydrophilic, lack Cys and Trp residues, and do not
coagulate upon exposure to high temperature. Typi-
cally, during SDS-PAGE, they migrate at a higher
molecular mass than the one predicted from their
deduced amino acid sequences. Their physicochemi-
cal characteristics and in silico analyses predict that
group 6 LEA proteins are intrinsically unstructured
(Garay-Arroyo et al., 2000).

Expression studies in plants are exemplified by
work carried out on PvLEA18. The PvLEA18 tran-
script and protein levels are highly accumulated in
dry seeds and pollen grains and also respond to
water deficit and ABA treatments. Under normal
growth conditions, the expression of this gene is also
regulated during development (Colmenero-Flores
et al., 1999). For example, high protein and transcript
accumulation was detected in the expansion zone of
bean seedling hypocotyls, which show lower water
potentials than those from nongrowing regions. They
also accumulate in meristematic regions, such as the
apical meristem and root primordia, as well as in
the vascular cylinder and within epidermal tissue.
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The high accumulation of PvLEA18 in the embryo
radicle during the early stages of germination sug-
gested a protective role during this process. Immuno-
localization experiments indicated that the PvLEA18
protein is present in the cytosol and nuclei of different
cell types in vegetative tissues (Colmenero-Flores
et al., 1999).

Analysis of Arabidopsis transgenic lines harboring
the PvLEA18 promoter fused to the GUS reporter
gene, either with the 3’ untranslated region (UTR)
from PvLEA18 or with the NOS 3’ UTR, showed that
the expression pattern of the chimeric gene is similar
to that of the endogenous gene in bean upon water
deficit and ABA treatment and during development.
The PvLEA18 3’ UTR is responsible for most of the
GUS activity induction under water deficit but not in
response to ABA treatments (Moreno-Fonseca and
Covarrubias, 2001). Further analysis indicates that
the PvLEA18 3’ UTR participates in the regulation of
PvLEA18 protein expression at the translational level,
allowing for preferential polysome loading of the GUS
reporter transcript under water deficit (M. Battaglia
and A.A. Covarrubias, unpublished data). These re-
sults suggest that this region and some mRNA binding
proteins are important for a selective translational
enhancement of the PvLEA18 mRNA to enable an
efficient response to this stress condition.

While there is no direct information regarding the
possible function of the proteins in this group, results
obtained from in vitro dehydration assays indicated
that PvLEA1S, in contrast to LEA proteins from other
groups (2, 3, and 4), was unable to prevent dehydra-
tion inactivation of reporter enzymes (Reyes et al.,
2005). This result suggests that the molecular targets of
these proteins are different from those of other LEA
proteins, and it indicates that their hydrophilicity is
not the only characteristic relevant for their protective
function under water-limiting environments.

GROUP 7 (ASR1)

The ASR proteins, considered to be members of the
hydrophilins, are small, heat stable, and intrinsically
unstructured (Silhavy et al., 1995; Frankel et al., 2006;
Goldgur et al., 2007). They not only share physiochem-
ical properties with other LEA proteins, but like all
proteins of this type, they accumulate in seeds during
late embryogenesis and in response to water-limiting
conditions (Maskin et al., 2008). Several ASR genes
have been identified from various species of dicotyle-
donous and monocotyledonous plants (Silhavy et al.,
1995; Rossi et al., 1996; Wang et al., 1998; Vaidyanathan
et al., 1999) as well as from gymnosperm species like
Pinus taeda (Padmanabhan et al., 1997) and Ginkgo
biloba (Shen et al., 2005; Supplemental Table 56). How-
ever, no ASR-like genes are found in Arabidopsis. All
known ASR proteins contain three highly conserved
regions (motifs 1, 2, and 3; Fig. 3). One of these motifs
(motif 3) is located within the C-terminal region and
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contains a putative nuclear localization signal (Silhavy
et al., 1995; Wang et al., 2003, 2005). The other three
motifs (1, 2, and 5) contain stretches of His residues.
Motif 5 has only been found in the N terminus of the
ASRI1 protein (Fig. 3). The sequence-specific Zn*'-
dependent DNA-binding activity shown for motif 5
suggests that the His-rich regions in this motif and in
motifs 1 and 2 may contribute to this activity (Kalifa
et al, 2004a; Goldgur et al.,, 2007). An additional
conserved region (motif 4) has been detected at the C
terminus of many proteins in this group, and like
motifs 1, 2, and 5, it shows long His stretches (eight to
12; Table II; Fig. 3). Subcellular fractionation experi-
ments using tomato fruit chromatin fractions indicated
that tomato ASRI1 is located within the nucleus; how-
ever, it has also been detected in the cytoplasm (Kalifa
et al, 2004a). ASR gene expression pattern varies
between different plant species. Transcripts for these
genes accumulate during senescence, fruit ripening,
and/or seed and pollen maturation. They also respond
to environmental stress conditions, such as water
deficit, salt, cold, and limited light (Silhavy et al,,
1995; Padmanabhan et al., 1997; Doczi et al., 2005).
There is also evidence of regulation by sugar, although
for some of them this has not been confirmed (Carrari
et al., 2004), and, as suggested by their name, gene
expression can be induced by ABA (Wang et al.,
1998; Vaidyanathan et al., 1999; Cakir et al., 2003).
However, the drought response of the potato (Sola-
num tuberosum) ortholog ASR gene (DS2) is primarily
ABA independent (Silhavy et al., 1995; Doczi et al.,
2005).

The organ or tissue specificity of the group 7 LEA
proteins is also diverse. Their transcripts have been
detected in fruits of tomato, melon (Cucumis melo),
pomelo (Citrus maxima), apricot (Prunus armenaica),
and grape (Vitis vinifera; Iusem et al., 1993; Canel et al.,
1995; Mbeguie-A-Mbeguie et al., 1997; Hong et al., 2002;
Cakir et al.,, 2003), in potato tubers (Frankel et al.,
2007), in roots of rice (Yang et al., 2004), in leaves or
stems of tomato, rice, and maize (Amitai-Zeigerson
et al., 1994; Riccardi et al., 1998, 2004; Vaidyanathan
et al., 1999; Maskin et al., 2008), in pollen of lily (Lilium
longiflorum; Wang et al., 1998), and in developing
tomato seeds (Maskin et al., 2008).

Overexpression of tomato ASR1 protein in tobacco
plants resulted in increased salt tolerance (Kalifa et al.,
2004b). Increased drought and salt tolerance were
obtained when the lily ortholog was overexpressed in
Arabidopsis (Yang et al., 2005). Maize ASR1 was
proposed as a candidate gene for the quantitative
trait locus for drought stress response (Jeanneau et al.,
2002).

As is the case for other LEA proteins, biochemical
and biophysical analysis showed that tomato ASR1
protein is disordered in aqueous solutions; however,
upon binding to zinc ions, a transition from a disor-
dered to an ordered state is induced. This transition in
protein conformation can also be induced by desicca-
tion (Goldgur et al., 2007).
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OTHER HYDROPHILINS

Some years ago, we set out to investigate how
widespread were proteins that shared the physico-
chemical characteristics of typical plant LEA proteins.
We searched databases for proteins that exhibited high
hydrophilicity and a high content of Gly residues. In
spite of the deceivingly loose definition, hydrophilins
represent less than 0.2% of the total protein of a given
genome. Not only were these structural features pres-
ent in plant LEA proteins, but they were shared by
proteins from very diverse organisms (Garay-Arroyo
et al.,, 2000). In spite of their common characteristics,
proteins in different groups do not show an evident
sequence similarity, suggesting that they do not have a
common ancestor. Accordingly, our data suggest that
these physicochemical characteristics have evolved
independently in different protein families and in
different organisms, but with the similar goal of
protecting specific functions under partial dehydra-
tion. It is noteworthy that all hydrophilins from
different phyla show higher expression under water-
limiting conditions, imposed either by the environ-
ment or by developmental programs. This is not only
the case for LEA and non-LEA hydrophilins from
plants but also for hydrophilins expressed in bacterial
and fungal spores or conidia (Garay-Arroyo et al.,
2000) or for others that accumulate under dehydration
in anhydrobiotic organisms (Tunnacliffe et al., 2005).

Although the definition for hydrophilins appears
simple, it is remarkable that 92% (348 of 378) of the
different typical LEA proteins described to date can be
considered hydrophilins (Fig. 1), and those whose
expression patterns have been characterized are re-
sponsive to conditions of low water availability.

The accumulated data from in vitro assays strongly
suggest that hydrophilins are able to prevent enzyme
inactivation under partial dehydration (Lin and
Thomashow, 1992; Goyal et al.,, 2005; Grelet et al.,
2005; Reyes et al., 2005). These results showed that a
gradual decrease in water availability, to similar levels
as those detected in plant tissues subjected to drought,
leads to conformational changes in the enzymes that
are associated with inactivation. These inhibitory con-
formational changes do not occur when hydrophilins
are present before the dehydration treatment. How-
ever, when severe water limitation (greater than —50
bars) is imposed and protein aggregation is evident,
hydrophilins have no protective effects, at least in
target:hydrophilin ratios in which molecular chaper-
ones are active (1:1-1:5; Reyes et al., 2005). Despite the
in vitro nature of these assays, they attempt to mimic
some of the characteristics of the water-loss process in
plant tissues, such as the gradual decrease in water
availability as well as the avoidance of total dehydra-
tion. This is considering that these proteins accumu-
late in response to mild water limitation. However, the
possibility that at least a subset of these proteins play a
protective role under fast and severe dehydration
cannot be discounted. Evidence suggesting this comes
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from in vitro experiments in which a group 1 LEA
protein from wheat or a protein from an anhydrobiotic
nematode (A. avenae), similar to group 3 LEA proteins,
apparently prevented protein aggregation induced by
these extreme dehydration conditions when they were
used in a target:LEA ratio of 1:10 up to 1:100 (Goyal
et al., 2005; Chakrabortee et al., 2007).

Although the conditions established in these in vitro
experiments may be far from those prevalent in the
cell, it is evident that hydrophilins possess a protective
activity that mitigates the effects that water limitation
conditions exert on protein conformation and func-
tion. That they carry out their protective activity in the
absence of an energy source discounts the possibility
that hydrophilins act as typical molecular chaperones
(Goyal et al., 2005; Reyes et al., 2005). Indeed, hydro-
philins are unable to protect proteins from heat shock,
and they cannot recover the activity of proteins once
this is lost during the dehydration process. On the
other hand, there are data indicating that molecular
chaperones are unable to prevent the inactivation of
enzymes due to dehydration, which suggests that
hydrophilins alone may be necessary to maintain
protein function during this specific type of abiotic
stress (Reyes et al., 2005). It is even possible that some
hydrophilins may target molecular chaperones, and in
combination, they could contribute to protect proteins
under conditions in which dehydration is severe
enough to produce protein denaturation. Indirect ev-
idence to support such a hypothesis shows that the
transcripts of different molecular chaperones are, like
those of hydrophilins, accumulated in response to
water limitation in different organisms (Ingram and
Bartels, 1996; Bray, 1997; Bartels and Souer, 2003; Wang
et al., 2004).

If we consider the high hydrophilicity and the
unordered structure of hydrophilins and the fact that
they can be grouped by the presence of specific con-
served motifs, it is likely that their function is closely
related to the high avidity for water of their amino acid
residues and to the recognition of different macromo-
lecular targets. They provide a hydrophilic surround-
ing to substitute for the decrease in water molecules
within the microenvironment of particular macromol-
ecules or cellular structures during water-limiting
conditions, consequently preserving their integrity
and function. The conserved motifs that characterize
each group might be responsible for the recognition of
a particular set of target molecules. Because of the
unstructured nature of hydrophilins in aqueous solu-
tion and their presumed ability to attain an ordered
structure specifically under conditions of water limi-
tation (Wolkers et al., 2001; Shih et al., 2004; Goyal
et al.,, 2005; Tolleter et al., 2007), it is plausible that
hydrophilins recognize their target molecules mostly
under stress situations. An additional possibility could
be that some hydrophilins provide a regulatory func-
tion directed toward particular enzymes or protein
complexes under low water availability. One example
of this is Rmf, an E. coli hydrophilin proposed to be
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involved in the modulation of the translation process
during stress conditions. Specifically, Rmf was identi-
fied as a ribosome modulation factor, which associates
with 100S ribosome dimers (Yamagishi et al., 1993) and
accumulates upon hyperosmotic stress (Garay-Arroyo
etal., 2000). Similarly, STF2, a yeast hydrophilin, seems
to participate in the stabilization of the complex
formed between F,F,-ATPase and a protein that in-
hibits the activity of this enzyme upon the cessation of
phosphorylation (Yoshida et al., 1990). The fact that
hydrophilins show a protective effect under in vitro
partial dehydration even at a target:hydrophilin ratio
of 1:1 is compatible with previous ideas considering
intrinsically unstructured proteins as specialized mol-
ecules to function through protein-protein interactions
(Mészaros et al., 2007; Hegyi and Tompa, 2008). Al-
though other LEA proteins have been tested for pro-
tection of enzyme activity upon heat stress (Goyal
et al., 2005; Reyes et al., 2005; ].M. Colmenero-Flores,
unpublished data), recent results from in vitro exper-
iments indicate that two group 2 LEA proteins from
Arabidopsis (ERD10 and ERD14) are able to prevent
the heat-induced aggregation and/or inactivation of
various substrates (Kovacs et al., 2008).

The intrinsic flexible nature of hydrophilins that
allows them to adjust their conformation to a partic-
ular microenvironment leads to the hypothesis that
different water availability levels induce different
conformations in the same protein, which results in
the exposure of particular motifs important for the
recognition of and/or interaction with specific target
molecules to preserve their function and/or promote
their assembly with partners. This metamorphosis,
while an appealing property, imposes new challenges
in the design of experiments to identify biological
targets of hydrophilins and to elucidate the mecha-
nism of their function, particularly when most existing
methodologies have been developed for structured
proteins. For now, a considerable amount of work,
persistence, and imagination are required to enable a
complete understanding of the function, or functions,
of LEA proteins and other hydrophilins.
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Abstract Plant cell walls undergo dynamic changes in
response to different environmental stress conditions.
In response to water deficit, two related proline-rich
glycoproteins, called p33 and p36, accumulate in the
soluble fraction of the cell walls in Phaseolus vulgaris
(Covarrubias etal. in Plant Physiol 107:1119-1128,
1995). In this work, we show that p33 and p36 are able
to form a 240 kDa oligomer, which is found in the cell
wall soluble fraction. We present evidence indicating
that the highest accumulation of these proteins in
response to water deficit occurs in the growing regions
of common bean seedlings, particularly in the phloem
tissues. These proteins were detected in P. vulgaris cell
suspension cultures, where the p33/p36 ratio was
higher under hyperosmotic conditions than in bean
seedlings subjected to the same treatment. The results
support a role for these proteins during the plant cell
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response to changes in its water status, and suggest that
cell wall modifications are induced in active growing
cells of common bean in response to water limitation.
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Phaseolus - Proline-rich proteins - Water deficit
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Introduction

Water limitation interferes with normal patterns of
plant growth and development and induces adaptive
responses at different levels (Bray 1997). At the cellu-
lar level, water deficit could result in alterations in cell
volume and shape and loss of turgor. In addition, phys-
ical and biochemical alterations of the cell wall in
response to water stress have been described (Iraki
et al. 1989; Wu et al. 1996; Wakabayashi et al. 1997). It
has been reported that the accumulation of some cell
wall proteins (Bozarth et al. 1987; Covarrubias et al.
1995) and of several cell wall protein transcripts is
affected by water deficit. The concentration of some
proline-rich protein (PRP) mRNAs increases in
response to water scarcity. That is the case of the soy-
bean PRP1 mRNA (Creelman and Mullet 1991), two
different common bean PRP transcripts, one of which
showed high homology with soybean PRP2 (Colmen-
ero-Flores et al. 1997), and an alfalfa transcript encod-
ing a chimeric PRP2 protein (Deutch and Winicov
1995). Also, the tomato class III glycine-rich protein
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transcript accumulates in response to drought stress
(Showalter et al. 1993).

Proline-rich proteins represent one of the classes of
the so-called cell wall structural proteins. At least three
sub-classes of PRPs have been distinguished to date.
The PRPs in one of these subclasses contain several
copies of the POVEKPOVXK motif (Averyhart-Ful-
lard et al. 1988; Hong et al. 1990), whereas those in the
other two subclasses show a hybrid structure. Those
termed HyPRPs contain two distinct regions, one rich
in proline and the other, at the carboxyl-end, rich in
hydrophobic and cystein residues (Subramaniam et al.
1994; Deutch and Winicov 1995). The third sub-class,
named NHyPRPs, exhibits a C-terminal region with a
high percentage of proline residues organized in dis-
tinct repetitive sequence motifs, whereas its extended
amino-terminus is essentially devoid of proline resi-
dues (Castonguay et al. 1994; Menke et al. 2000).

A wealth of information exists regarding the expres-
sion patterns of some of the PRP genes in response to
wounding, fungal elicitors, infection and during legume
nodule formation (Shong et al. 1991; Showalter 1993;
Cassab 1998; Bernhardt and Tierney 2000). Their accu-
mulation during these processes has been associated
with a possible role as structural proteins within the
extracellular matrix to add mechanical strength to the
wall and assist in proper wall assembly. It is proposed
that these kinds of proteins are secreted into the wall,
where eventually they become insolubilized in
response to a hydroxide peroxide burst elicited by
environmental or developmental signals (Bradley et al.
1992; Brisson et al. 1994; Wojtaszek et al. 1995; Mar-
shall et al. 1999; Somerville et al. 2004). Although these
proteins may also participate in several developmental
processes, little information exists in this regard. The
most studied feature has been the expression patterns
for PRP genes in many plant species. That is the case of
the soybean PRP gene family, whose three members
(PRP1, PRP2 and PRP3) show distinct patterns of
expression in different organs (leaf, stem, root, and
seed) and at different developmental stages (Hong
etal. 1989; Kleis-San Francisco and Tierney 1990;
Wyatt etal. 1992). Also the expression of some of
these genes during seedling growth (Hong et al. 1989),
during the early stages of legume root nodule forma-
tion (Scheres et al. 1990; van de Wiel et al. 1990; Wil-
son etal. 1994), in immature maize-embryos (Jose-
Estanyol et al. 1992), in cell types associated with ligni-
fication (Ye etal. 1991; Wojtaszek and Bolwell 1995;
Vignols et al. 1999), and in young tomato fruits (Salts
et al. 1991) has been characterized. In contrast, limited
information is available on the expression of these pro-
teins in response to abiotic stress (Bozarth et al. 1987,
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Creelman and Mullet 1991; Covarrubias et al. 1995;
Marshall et al. 1999; Verdoy et al. 2004).

In an effort to understand the role of the cell wall in
response to water deficit, we have characterized two
proline-rich glycoproteins of 33 and 36 kDa (p33 and
p36), immunologically related and similar to soybean
PRP2, which localized to the cell wall. As expected for
a proline-rich glycoprotein, we have shown that these
proteins contain various repeats of the decapeptide
POVEKPOVYK and that the amino acid sequence of
their amino terminal ends is the same, except for the
fourth residue (Garcia-Gémez et al. 2000). These pro-
teins show a high accumulation in response to water
deficit and ABA treatments in the cell walls of bean
plants (Covarrubias etal. 1995; Garcia-Gomez et al.
2000). We have shown that, in response to water defi-
cit, both proteins accumulate in the soluble fraction of
the cell wall, and specifically bind to plasma membrane
vesicles, in a divalent cation-dependent manner (Gar-
cia-Gomez et al. 2000). In this work, we report a bio-
chemical characterization of these proteins as well as
their histological localization in common bean plants
subjected to water deficit. We examined whether solu-
ble p33/p36 proteins exist in different molecular forms
in the cell wall and whether they show a particular dis-
tribution in the growing regions of common bean seed-
lings in response to water limitation. The existence of
soluble and insoluble forms of these proteins with dis-
tinctive roles in the plant extracellular matrix is sug-
gested.

Materials and methods

Plant material, growth conditions and growth rate
determination

Bean seeds of Phaseolus vulgaris L. cv Negro Jamapa
were kindly provided by J. Acosta (INIFAP, Texcoco,
Mexico).

Common bean seeds were surface sterilized in 10%
(v/v) sodium hypochlorite for 5 min, rinsed in running
tap water for 2 h, sown on water saturated paper towels
and germinated in the dark at 29 + 1°C and 100% rela-
tive humidity. After 72 h, seedlings were selected for
uniform size and transplanted to vermiculite contain-
ing different amounts of water. The control growth
condition contained 5 ml of water per gram of vermicu-
lite (W, =—0.074 MPa). The water limitation condi-
tions used in this work corresponded to Y, =
—0.35 MPa in the vermiculite. Water potential in the
vermiculite was maintained constant throughout the
experiment. After transplanting, seedlings were grown
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in the dark at 26 4 2°C during 72 h (Covarrubias et al.
1995). To evaluate the water status of bean seedlings
along the experiments, the water potential (¥,,) was
determined following the dew point method using the
C-52 sample chamber, as described in the instruction
manual for the HR-33T Dew Point Microvoltimeter
(Wescor, Inc., Logan, UT, USA). Additionally, the
effect of water deficit conditions was recorded by deter-
mining elongation of bean seedlings hypocotyls (Cova-
rrubias et al. 1995).

Growing regions were determined as described by
Nonami and Boyer (1993) for bean seedlings grown
under well-watered or under water deficit conditions.
Briefly, the hypocotyls were marked at 5-mm intervals
with India ink, once transferred to the different growth
conditions, and the distance between marks was deter-
mined along the time of the experiment. The rate of
elongation was calculated for each interval from the
length gained during the growth period.

Phaseolus vulgaris cell-suspension culture

The cell suspension culture of P. vulgaris cv. Negro Jam-
apa was obtained according to Leon et al. (1991) from
12 to 15 dpa immature cotyledons. Induction and main-
tenance of callus cultures were carried out by placing
immature cotyledons on Shenk and Hildebrant (SH)
medium supplemented with 2 mg/l p-chlorophenoxyace-
tic acid, 0.4 mg/l 2,4-D and 1 mg/l kinetin. Pieces of the
most friable calli were transferred to SH medium to
establish a cell suspension culture. A homogeneous cell
population was selected by filtration through a 500 pm
mesh screen before subculturing for various times. Once
established, the suspension was then subcultured every
5 days. This culture was maintained under dark grown
conditions with shaking at 24°C. Hyperosmotic treat-
ment was imposed, when the suspension was subcul-
tured, by adding NaCl, to a final concentration of
150 mM. Cells were harvested by centrifugation after
different times of exposure to the stress treatment.

Protein purification

Protein extracts were obtained from water stressed
bean seedlings by acidic extraction according to Cova-
rrubias et al. (1995). After acetone precipitation, pro-
teins were resuspended in 100 mM ammonium acetate
pH 4.5. p33/36 were enriched by a precipitation with
ammonium sulfate (20-40% saturation) (after this
purification step, the major bands were p33, p36 and a
68 kDa protein); proteins in the pellet were resus-
pended in 100 mM ammonium acetate pH 4.5 and dia-
lyzed against the same solution. Further purification

was attained by filtration chromatography using a
FPLC system (AKTA-FPLC, Amersham Biosciences,
Inc., Piscataway, NJ, USA) with a Superdex-200 col-
umn equilibrated in 100 mM NaCl, 100 mM ammo-
nium acetate, pH 4.5. In a typical experiment, 1-4 mg
of the enriched p33/p36 protein extract were loaded in
a total volume of 1.5-3.0 ml (approx. 0.7-1.5 mg/ml).
Fractions of approximately 1.5 ml containing p33 and
p36 were selected and dialyzed against 100 mM ammo-
nium acetate pH 4.5. After concentration, proteins
were quantified and their purity was assessed by SDS-
PAGE. Even though different non-denaturing purifica-
tion procedures were tested, p33 and p36 were always
co-purified. The separation of p33 and p36 was only
possible through preparative SDS-PAGE and subse-
quent electroelution. After recovery, proteins were
extensively dialyzed against 5 mM ammonium acetate,
lyophilized, resuspended in water and precipitated
with acetone.

Immunological procedures

Antibodies against p33/p36 proteins were produced as
described by Covarrubias et al. (1995). When indicated,
antibodies were affinity purified using the procedure
described by Lillie and Brown (1987), in which 100-
200 pg of antigen were immobilized in nitrocellulose
membranes. Partially purified IgGs (1-2 mg), in TBS,
were incubated with the immobilized antigen for 1-2 h
at room temperature. The nitrocellulose stripe was
rinsed three times with TBS and the purified antibody
was eluted by a 15-min treatment with 0.2 M glycine pH
2.7, followed by neutralization with 2 M Tris-base. The
eluted antibody was kept in 50% glycerol at —20°C.

Gel electroblotting was done according to the
method of Towbin et al. (1979). Immunostaining of
electroblots by chemiluminiscence was done using
SuperSignal West Pico Stable Solution (Pierce, Rock-
ford, IL, USA). Typically, we used 1:2,000 dilution of
anti-p33 antibody and a 1:5,000 dilution of goat anti-
rabbit IgG conjugated to horseradish peroxidase
(HRP; Zymed Laboratories, Inc., San Francisco, CA,
USA). Alternatively, electroblots were reacted with
1:2,000 dilution of anti-p33 antibody and a 1:2,000 dilu-
tion of goat anti-rabbit IgG conjugated to AP (Zymed
Laboratories). AP activity was developed using a
BCIP/NBT substrate kit from Zymed Laboratories,
according to manufacturers’ instructions.

Immunocytochemistry

The fixation, dehydration and embedding procedure
was carried out according to Baskin et al. (1992) with
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some modifications. For embedding in methacrylate
resin, pieces of bean hypocotyls and roots were fixed
for 3 h at room temperature in PEM buffer [4% (w/v)
paraformaldehyde and 0.2% (v/v) glutaraldehyde in
50 mM Pipes, S mM EGTA, 2 mM MgSO,, pH 6.9].
Then, plant material was rinsed in three 10-min
changes of PEM buffer. Following dehydration in a
graded series of ethanol, the tissue was treated twice
during 60-min with a solution containing 5 mM DTT in
100% (v/v) ethanol. Samples were passed through 60-
min ethanol-methacrylate-5 mM DTT series, 4:1, 3:1,
2:1,1:1, 1:2, 1:3, 1:4 (v/v) ethanol: methacrylate mixture
[n-butyl-methacrylate, methyl-methacrylate in a 4:1
ratio (v/v), to which 0.5% (w/v) benzoin ethyl ether
and 5 mM DTT were added] and then incubated over-
night in the dark in 100% methacrylate mixture.
Thereafter, samples were treated with three 60-min
changes of 100% methacrylate mixture, and left in the
final change for at least 24 h. For sample embedding,
plant material was transferred to gelatin capsules con-
taining 100% methacrylate mixture, and exposed to
long-wave ultraviolet (UV) lights placed 5 cm above
capsule height. Embedding was done with temperature
held at approx. 0°C. Polymerization usually took 4-6 h,
although overnight irradiation was occasionally
needed.

Sections were cut dry at 5 um and placed on small
drops of water. The embedding medium was removed
from sections by a 5- to 15-min incubation in acetone
followed by rehydration by serial 10-min treatments
with an acetone/water solution, decreasing acetone
concentration from 100 to 10%. Sections were rinsed
with three 10-min changes of TBST and then were
incubated for 2 h at room temperature, or 1 h at 4°C, in
blocking solution (5% powder non-fat milk in TBST or
prepared by Boehringer-Mannheim, Mannheim, Ger-
many). For immunodetection, samples were incubated
with immunopurified primary antibody (1:20 dilution),
in blocking solution, for 2 h at room temperature; and,
after rinsing in TBST, the secondary antibody (1:100),
coupled to a fluorophore (Alexa Fluor 594, Molecular
Probes, Eugene, OR, USA) was added for a minimum
of 4h at 4°C. Alternatively, a biotin/avidin system
(Vectastain ABC, Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA), in which a biotinylated, affinity-purified
secondary antibody is detected using a preformed mac-
romolecular complex between avidin and biotinylated
peroxidase, retaining biotin binding sites, was used.
Sections were then rinsed with three changes of TBST
and mounted by the addition of a small drop of Citi-
fluor Glycerol (Ted Pella, Inc., Redding, CA, USA).
Samples were examined on a E-600 Nikon microscope,
equipped with a 100 W high-pressure mercury arc
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lamp, epifluorescence optics and standard filters for
observing fluorescence from Alexa Fluor 594.

Tissue prints

Tissue-print Western blots were carried out following
the procedure described by Cassab (1993) and using
fresh hypocotyl sections (0.3-3 mm thick) from bean
seedlings grown under well-watered or under water
deficit conditions, as described in the text. We obtained
sections from the different regions of growing hypoco-
tyls, the elongating region represented by E1 (5 mm
below the cotyledons) and E2 (the section with the
highest elongation rate), and the mature region (M)
corresponding to the most basal hypocotyl section.
Immunodetection was done using anti-p33 antibody
(1:2,000 dilution) and goat anti-rabbit IgG conjugated
to AP (1: 5,000 dilution; Boehringer-Mannheim). AP
activity was developed using a BCIP/NBT substrate
(Boehringer-Mannheim).

Gel electrophoresis

Denaturing polyacrylamaide gel electrophoresis was
done in the presence of SDS (SDS-PAGE), according
to the method of Laemmli (1970) using 15% polyacryl-
amide.

Native gel electrophoresis was used as a comple-
menting method to determine the molecular size of
p33/p36 protein under non-denaturing conditions.
Because of the expected high molecular mass of the
protein, a 5-20% linear concentration gradient poly-
acrylamide gel was used following the protocol
described by Shi and Jackowski (1998). Afterwards,
gels were transferred to Hybond-C extra membranes
(Amersham Bioscience) following the procedure rec-
ommended by Towbin et al. (1979) for high molecular
weight proteins.

Sucrose density gradient centrifugation

Sucrose-density gradient runs were carried out with
linear 30-5% (w/v) gradients. Sucrose solutions were
prepared in 0.05M Tris, pH 7.0. The 4.5 ml gradients
were layered with 0.1 ml of the p33/p36 sample pre-
pared in sodium acetate, pH 4.5. Samples were centri-
fuged in swinging bucket SW50.1 rotor (Beckman
Instruments, Palo Alto, CA, USA) for 24 h at 4°C and
243,000 g (Freifelder 1976; Martin and Ames 1961).
Fractions of 0.1 ml (40 in total) were collected from top
to bottom using the Autodensi-flow fraction recovery
system (Labconco Corporation, Kansas City, MI,
USA) and aliquots of each fraction were mixed with
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Laemmli sample buffer and analyzed by 12% PAGE
and Western blot. Three different oligomeric forms
(monomer, dimmer and trimmer) of BSA (High purity
quality, Research Organics, Cleveland, OH, USA) and
urease I monomer (High purity quality, Sigma-Aldrich,
St. Louis MI, USA) were used as molecular mass
markers. Sedimentation conditions for these com-
pounds were identical as those described above. In
these cases, aliquots of the corresponding fractions
were analyzed by 12% non-denaturing poly-acrylam-
ide gel electrophoresis.

Protein-protein cross-linking

Cross-linking experiments were carried out using
Tris-bipyridylruthenium(IT) ~ di-cation  (Ru(II)bpy3*
(TdCIRu, Sigma-Aldrich; Grabarek and Gergely 1990)
following the method described by Fancy and Kodadek
(1999) with minor modifications. Briefly, purified p33/
p36 was diluted to a concentration of 1 mg/ml in cross-
linking buffer (CLB: 150 mM NaCl, 15 mM Na,HPO,,
pHG6.5), the protein mixture was brought to 10 ul con-
taining 1.25 mM Ru(IT)bpy3! 2.5 mM ammonium per-
sulfate and it was flashed for 5 s through a 3 cm water-
filter using a white light bulb as source (75 W). Samples
were subsequently quenched with an equal volume of
2x Laemmli sample buffer containing 4% SDS and
10% B-mercaptoethanol, and resolved by SDS-PAGE.
Protein bands were visualized by chemiluminescence
from Western blots using anti-p33 antibody and anti-
rabbit IgG-peroxidase.

Results

p33/p36 proteins show a higher accumulation in
elongating than in mature regions of bean seedlings
hypocotyls under water deficit

Previously, we showed that the accumulation of p33/
p36 proteins is highly sensitive to water deficit in etio-
lated common bean seedlings (Covarrubias et al.
1995). This accumulation is quite conspicuous in roots
and hypocotyls but not in the epicotyl region (including
the embryonic leaves; Covarrubias et al. 1995). In this
work, we determined the accumulation pattern for p33/
p36 proteins along the growing regions of hypocotyls
obtained from bean seedlings grown in a water-limiting
environment as indicated in Materials and methods.
The decrease in the water potential in the different
growth regions of bean seedlings grown under water
deficit was indicative of the effect of the stress treat-
ment on plant tissues. The water potential values

obtained for the different regions of well-irrigated
seedlings were as follows: E1: —0.7, E2: —0.62 and M:
—0.55 MPa, whereas for stressed seedlings: E1: —0.91,
E2: —0.90 and M: —0.83 MPa. Similar results have been
reported for common bean and soybean (Nonami and
Boyer 1989; Colmenero-Flores et al. 1999). The stress
treatments also showed an impact on hypocotyl
growth, which was reduced by approximately 30%.
Both polypeptides are detectable in all growing regions
(E1, E2 and M; Fig. 1) and they accumulate to higher
levels in the hypocotyl region with the highest elonga-
tion rate (E2) of water-deprived seedlings (marked
WD in Fig. 1). The same result was obtained when the
different regions of bean hypocotyls were analyzed by
immunohistochemistry either in tissue printings or by
light microscopy (see below).

g

Fig.1 Protein patterns of acidic extracts from the growing re-
gions of hypocotyls obtained from Phaseolus vulgaris seedlings
grown under well watered and water deficit conditions. Seventy-
two hours after germination seedlings were transplanted to well
irrigated (i) (¥, = —0.074 MPa) or to low water potential (wd)
(P,, = —0.32 MPa) vermiculite. Seedlings were grown under
these conditions for 72 h. After this time, well watered or water
stressed seedlings were harvested, hypocotyls were sectioned into
discrete regions: E1 and E2 corresponding to the elongating re-
gions (E2 was the section with the highest elongation rate) and M,
the most basal or mature region, and protein acidic extracts were
obtained (see Materials and methods for details). Proteins were
separated by SDS-PAGE (in all cases 15 pg protein/lane) and the
gel was stained with Coomassie Blue. As molecular mass markers
(MM) we used the pre-stained protein ladder supplied by Fer-
mentas, Inc. (Hanover, MD, USA). Molecular masses are ex-
pressed in kDa. Arrowheads indicate the position of p36 and p33
proteins. This is a representative result of, at least, five indepen-
dent experiments. The bottom panel represents the results from
two Western blots using anti-p33/p36 antibody. The protein ex-
tracts used correspond to two independent experiments. In both
cases, 10 ng of the protein extract were loaded in each lane. The
panel labeled WB-Chl was developed by chemiluminiscence as
indicated in Materials and methods
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Immuno-histochemical localization of p33/p36 proteins
in bean seedlings grown under water limitation

To determine the histological localization of p33/p36
proteins along bean hypocotyls during water deficit,
we analyzed cross sections of the different bean hypo-
cotyl growing regions (E1, E2 and M) reacted with
anti-p33/p36 specific antibodies by optical microscopy.
Representative results are shown in Figs.2 and 3.
When complete sections from stressed bean seedlings
were examined, p33/p36 were detected in all the grow-
ing regions of bean hypocotyls; however, it was evi-
dent that the highest accumulation of these proteins
occurs in the region with the highest growing rate (E2;
Fig. 2b), whereas in the mature region (M), p33/p36
presented low accumulation levels (Fig.2d). The

Fig. 2 Immunolocalization of
p33/p36 on cross sections of
different regions of hypocotyls
and roots obtained from P.
vulgaris seedlings grown un-
der well-watered (a, ¢ and e)
or water deficit conditions (b,
d and f). a, b Localization of
p33/p36 in cross sections of
hypocotyl E2 growing regions.
¢, d Immunodetection in cross
sections of hypocotyl mature
regions. e, f Immunolocaliza-
tion of p33/p36 in cross sec-
tions of the primary root. g, h
Results using the preimmune
serum in cross sections of
elongating and mature re-
gions, respectively. X primary
xylem, P phloem. The black
bar represents 50 pm

@ Springer

immunodetection reaction localized these proteins to
the cell wall of all cell types except mature xylem ves-
sels. The zones with the highest p33/p36 accumulation
showed a patchy distribution, which could be mapped
to the wall and intercellular space in the corner
regions of the epidermal, cortical and pith cells, and
within the vascular tissue (Fig. 2 and 3). This analysis
showed that the highest accumulation of these pro-
teins occurs in the primary phloem, particularly in the
metaphloem sector, of those hypocotyl regions in
active elongation (E; Fig. 3b, ¢). A similar distribution
was observed in hypocotyl sections from non-stressed
seedlings, however their accumulation levels were
considerably lower than those obtained from bean
seedlings grown under water deficit (Fig. 2a, c). In this
case, p33/p36 is only detected in the corner regions of
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Fig. 3 Immunolocalization of p33/p36 on cross sections of bean
hypocotyls obtained from irrigated and water deficit growth con-
ditions. a, b and ¢ Higher magnifications of p33/p36 localization in
cross sections of hypocotyl elongating regions. a Magnified view
of the cortex (CO) and epidermal (E) tissues. b, ¢ p33/p36 distri-

the vascular tissue cells, particularly in the primary
phloem.

The high accumulation of these proteins in the pri-
mary phloem of the hypocotyl growing regions was
also evident from immunodetection experiments as
those shown in Fig. 4, where tissue prints of cross sec-
tions from the elongating (E1 and E2, Fig. 4a—d) and
mature regions (M, Fig. 4e, f) of bean hypocotyls were
incubated with anti p33/p36 antibodies. Also, the high-
est accumulation p33/p36 in hypocotyl growing regions
is confirmed by comparing p33/p36 protein levels
detected in these regions (E1 in Fig. 4b, and E2 in
Fig. 4d) with those found in the mature section
(Fig. 4f). Cross sections of bean hypocotyls were
stained with aniline blue, which specifically stains the
carbohydrate callose that is selectively deposited in
sieve-elements’ cell walls, as a reference to localize the
phloem tissue (Fig. 4h; Esau 1965). A comparable his-
tological localization of p33/p36 proteins to that
obtained for hypocotyls was found in the primary root
of bean seedlings grown in well watered or water lim-
ited vermiculite (Fig. 2e, f). p33/p36 was detected in all
root tissues with higher accumulation in epidermal and
vascular tissues. The higher accumulation in roots from
plants grown under water deficit is noticeable when
Fig. 2e and f are compared.

p33/p36 accumulate in response to hyperosmotic
treatments in suspension-cultured bean cells

Suspension-cultured plant cells have primary cell walls
that are similar to those found in meristematic cells
(Robertson etal. 1999). This allows us to address
whether p33/p36 accumulate in the primary cell wall of
young cells in response to hyperosmotic treatment. As
shown in Fig. 5, both proteins accumulate in the suspen-
sion-cultured cells. Under non-stress conditions, p36 is
detected in cells transferred to a fresh medium; after
30 min, the levels of this protein increased and the accu-
mulation of p33 is evident followed by a subsequent

bution in vascular tissues of hypocotyl growing regions from bean
seedlings grown under well-watered and water limitation condi-
tions, respectively. P phloem vascular bundles. The black bar rep-
resents 50 um

progressive decrease (Fig. 5a). In contrast, when cells
are subjected to hyperosmotic treatment, p36 showed a
gradual accumulation after 60 min of NaCl treatment,
whereas p33 maintained constant low levels. The p36
accumulation in response to hyperosmotic stress was
reinforced by the high levels of this protein detected in
the medium under this condition (Fig. 5b). In contrast,
p33 was never detected in the culture media under the
conditions tested suggesting that the cells in this suspen-
sion culture only secreted p36. These results indicate
that the p33/p36 ratio is lower in the cultured cells
under hyperosmotic conditions than that observed in
bean seedlings subjected to water deficit imposed either
by restricted irrigation or by NaCl treatment (Fig. Sc).
This is in agreement with the ratio determined for these
proteins in immature cotyledons of the same develop-
mental stage as those used to initiate the suspension
culture (Fig. 5¢).

Oligomerization properties of p33/p36 cell
wall proteins

Little is known about the biochemical characteristics of
the plant PRPs family. It has been considered that the
proteins in this family are relatively simple proteins,
composed of essentially one repetitive motif (POV-
YKPOVEK), lacking serines and lightly glycosylated.
Circumstantial evidence indicates that these proteins
cross-link in response to a peroxide burst, particularly
in response to pathogen attack (Bradley etal. 1992;
Brisson etal. 1994; Marshall et al. 1999; Somerville
et al. 2004). Here, we show that p33 and p36 proteins
are able to form oligomeric complexes of approxi-
mately 240 kDa, containing 67 monomers of p33 and/
or p36. This property was apparent after the fractions,
obtained from the filtration chromatography applied to
p33/p36 enriched extracts, were separated under dena-
turing conditions by SDS-PAGE. This analysis demon-
strated that the only fractions that showed the expected
molecular mass for the p33 and p36 monomers (33 and
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Fig. 4 Immunolocalization of p33/p36 on prints of cross sections
of different regions of hypocotyls obtained from P. vulgaris seed-
lings grown under well-watered (a, ¢ and e) or water deficit (b, d
and f) conditions. a, b Localization of p33/p36 on prints of cross
sections of hypocotyl E1 growing regions. ¢, d Immunodetection
results on prints of cross sections of hypocotyl E2 growing
regions. e, f Immunolocalization of p33/p36 on prints of cross
sections of hypocotyl M regions (the basal region). Immunode-
tection was carried out using immunopurified anti-p33 antibody.
Immunodetection using pre-immune anti-serum was included as
control (g). h Hypocotyl cross section stained with aniline blue to
detect callose, highly accumulated in the sieve plates of phloem
tissue. Aniline blue fluorescence was detected with an excitation
light of 365 nm. The result in each panel is representative of more
than 20 independent samples

36 kDa, respectively) eluted as a discrete peak with the
same retention factor as the 240 kDa molecular mass
marker (Fig. 6). Additional evidence supporting these
results was obtained by zonal centrifugation in sucrose
density gradients (see Materials and methods for
details). This separation procedure allowed us to
detect different forms of p33/p36 proteins that showed
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Fig. 5 Immunodetection of p33 and p36 in bean cells suspension
culture grown under standard (C) and hyperosmotic conditions
(S). a Accumulation of p33/p36 in bean cell-suspension culture
was followed after hyperosmotic treatment imposed by subcultur-
ing cells in fresh medium containing NaCl (150 mM) as described
in Materials and methods. Cells were harvested by centrifugation
after different times of exposure to the stress treatment and pro-
tein acidic extracts were obtained from cell walls. Proteins were
separated by SDS-PAGE and p33/p36 were immunodetected us-
ing anti-p33 antibody. The same amount of protein was loaded on
each lane, except in lane labeled as 33/36, where a p33/p36 en-
riched fraction was used as reference. b To detect p33/p36 proteins
secreted to the culture media, total protein from the same volume
of culture media in the supernatant of the different grown condi-
tions indicated above were separated by SDS-PAGE. ¢ p33 and
p36 were detected from protein extracts of bean seedlings grown
under well-watered conditions (C), subjected to water deficit
(WD) or to NaCl treatments (S). In addition, protein extracts from
bean suspension culture treated with abscisic acid (ABA) or NaCl
(Ce), or from the protein recovered from NaCl culture media (M)
are shown. The p33/p36 pattern from control conditions for these
treatments are not shown since they are similar to those presented
in (a) and (b). Because the cell suspension culture used was origi-
nated from immature bean cotyledons, the detection of p33/p36 in
this organ is used as reference (Cot). The results represent the
data from, at least, three independent experiments

distinctive sedimentation behaviors (Fig.7), which
correspond to molecular masses of approximately 21—
44 kDa, 80kDa and 190kDa. Even though, the
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Fig. 6 A typical chromatogram obtained from FPLC chromatog-
raphy in Superdex 200 of p33/p36 enriched protein extracts from
ammonium sulfate fractionation (a). b The black line indicates
the elution profile obtained by the absorbance at 280 nm of the
collected fractions, after elution with 0.1 M NaCl, 0.1 M sodium
acetate, pH 4.5. The arrow shows the peak corresponding to those
fractions containing purified p33/p36 proteins. The elution profile
for the molecular weight markers is shown by the gray line (a)
450 kDa, (b) 240 kDa, (c) 158 kDa, (d) 68 kDa, (e) 25 kDa, and
(f) 12.5kDa. ¢ Below the chromatogram, a Coomassie Blue
stained gel from an SDS-PAGE shows the pattern of protein con-
tent of some of the obtained fractions. Highly purified p33/p36
proteins were detected from fractions 44 to 47. d Western-blot
experiment confirmed that p33/p36 were only present in those
fractions, which correspond to a discrete peak that shows the
same retention factor as the 240 kDa molecular mass marker.
These results were reproducible in at least four independent
experiments

molecular sizes of these oligomeric forms are just an
approximation in the separation procedure, what is
evident from these results is that the conditions during
this process (pH 7.0 and concentration 0.95 mg/ml)
defined, at least, three oligomeric forms of p33/p36.

To further support the idea that p33/p36 assemble to
form larger complexes, and to exclude the possibility
that the migration of these proteins in the separation
methods described above was due to an aberrant
behavior because of the putative ‘intrinsic rigidity” and
loss of conformational entropy ascribed to PRPs (Wil-
liamson 1994; Tompa 2003), a protein—protein cross-
linking experiment was carried out using a purified
p33/p36 sample. The results in Fig. 8 indicate that the
cross-linking treatment led to the identification of p33/
p36 oligomer intermediates, products of their partial
association, corresponding to dimers (~72 kDa), tri-
mers (~108 kDa), tetramers (~150 kDa), pentamers

(~190 kDa) and up to hexamers (~226 kDa). This con-
firms the observations described above and show that
p33/p36 proteins are able to associate between them-
selves to form higher order complexes.

Discussion

PRPs have been implicated in various aspects of plant
development, in plant-microbe interactions and in the
response to pathogen attack; however, their precise
functions remain unknown. It has been suggested that
PRPs play a role in structural strengthening or as an
oxygen barrier since they are presumably insolubilized
in the cell wall matrix (Cassab 1998). More recent data
supports the idea that PRPs play an important role,
either during plant development or in response to envi-
ronmental stimuli, by recognition of specific plasma
membrane proteins (Garcia-Gémez et al. 2000; Mur-
phy et al. 2002). The results in this work indicate that in
response to water deficit, the PRPs p33/p36 are
secreted to the cell surface and accumulate in the
extracellular matrix without being entirely immobi-
lized in the cell wall. This is evident since upon hyper-
osmotic treatments p33/p36 not only showed a
progressive accumulation in the soluble fraction of the
cell wall from bean plant tissues (Covarrubias et al.
1995) and from cell suspension cultures, but also a high
proportion of p36 was secreted to the culture medium.
This is in direct contrast with the peroxide-mediated
mechanism described for the rapid insolubilization of
PRPs in French bean and soybean walls after wound-
ing or treatment with elicitors (Bradley et al. 1992;
Wojtaszek et al. 1995).

Consistently, we detect very low amounts (or none)
of p33/p36 in the cell wall soluble fraction from bean
hypocotyls from plants grown under well-irrigated con-
ditions; however, when hypocotyl sections from these
plants were analyzed, these proteins were found in the
cell corners of the cortex, epidermis, pith and vascular
cells, in the phloem but not in mature xylem, suggest-
ing that the proteins immunodetected in these tissues
might be immobilized, probably associated in some
cases with lignin-rich regions in protoxylem cell walls
(Ryser et al. 1997). This localization pattern is lost in
the non-elongating regions located towards the base of
hypocotyls (M), where the proteins are less abundant
and no p33/p36 were detected in the cell corners,
rather their distribution appears all around the cells
most prominently in the vascular tissue. The abun-
dance of these proteins in the elongating and mature
regions of bean hypocotyls correlates with the expres-
sion levels found for the PRP2 transcript in soybean
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Fig. 7 Sedimentation profile from a sucrose density gradient (5—
30%) of purified p33/p36 proteins. Sucrose solutions were pre-
pared in 0.05 M Tris, pH 7.0. The 4.5 ml gradients were layered
with 0.1 ml of purified p33/p36 proteins. Fractions of 0.1 ml were
collected from top to bottom. Numbers in the X—axis correspond
to the distance in mm from the top of the gradient, whereas those
in the Y-axis refer to arbitrary units for the densitometry of p33/
p36 Western blot (left) or to arbitrary units for the densitometry
of molecular mass standards (right). The direction of sedimenta-
tion goes from left to right. Aliquots of each fraction were mixed
with Laemmli sample buffer and analyzed by 12% SDS-PAGE
and Western blot using anti-p33/p36 antibody (middle panel).

seedlings (Hong et al. 1989), in agreement with the
similarity of p33/p36 with the protein deduced from the
PRP2 cDNA sequence and their immunological rela-
tionship (Garcia-Gémez et al. 2000). In response to
water limitation, p33/p36 accumulate to higher levels,
while their distribution pattern is conserved in the
different hypocotyl regions when compared to that of
non-stressed plants. This strong secretion and accumu-
lation in the extracellular matrix of all cell types under
low water availability denotes that these PRPs may be
involved in the maintenance of cellular integrity (Mil-
lar et al. 1992; Garcia-Gémez et al. 2000; Murphy et al.
2002). This role would be compatible with additional
functions of the insolubilized proteins during cell wall
modifications associated with a decrease in the growth
rate, a phenomenon tightly linked to the plant
response to water scarcity situations (Bozarth et al.
1987; Nonami and Boyer 1989; Creelman and Mullet
1991; Covarrubias et al. 1995; Marshall etal. 1999).
These observations suggest that PRPs can be function-
ally classified as cross linking- and non-cross linking-
PRPs. While the nature of the cross-linking products in
these proteins most likely involves intramolecular
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Three different oligomeric forms of BSA (high purity quality, Re-
search Organics) were used as molecular mass markers. Black cir-
cles show the sedimentation profile for p33/p36 proteins, whereas
the profiles for BSA monomers (66 kDa), dimmers (132 kDa)
and trimmers (198 kDa) are indicated by the white circles, squares
and triangles, respectively. Aliquots corresponding to the molec-
ular mass standards were analyzed in a 12% non-denaturing poly-
acrylamide gel electrophoresis (lower panel). In both panels, the
numbers below denote the distance in mm, from the top of the
gradient, that corresponds to the samples in each lane and, from
which the densitometry was determined

isodityrosine cross-links and the Val-Tyr-Lys motifs
(Kieliszewski and Lamport 1994), the characteristics of
the non-crosslinking-PRPs are unknown.

In this work, we present evidence indicating that
p33/p36 proteins are able to associate between them-
selves, in a reversible fashion, to conform oligomers,
which might be their functional form in the soluble
fraction of the cell wall. Our results also suggest that
the ability of these proteins to form oligomers is modu-
lated by the pH of the solution, in which they are ana-
lyzed. The gel filtration assay, which was carried out at
pH 4.5, showed only one oligomeric form of approxi-
mately 240 kDa representing the association of 5-6
monomers of p33/p36. A similar result was obtained
when these proteins were subjected to an electropho-
retic separation procedure under native conditions
(data not shown). In contrast, the separation by sedi-
mentation, performed at pH 7.0, allowed the detection
of different oligomeric forms that show increasing
molecular masses, consistent with the association
between p33/p36 monomers. The different molecular
forms resolved in this last procedure, which show
apparent molecular masses from, approximately, 30 to
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Fig. 8 Crosslinking induced with TdCIRu shows the formation of
p33/p36 oligomers. p33/p36 samples in crosslinking buffer plus
1.25 mM TdCIRu and 0.025 mM ammonium persulfate were ex-
posed to white light for different times as indicated (0, 5, 15, 30, 60
and 120 s; for details see Materials and methods). Samples were
subsequently separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellu-
lose membranes and incubated with anti-p33 antibody as de-

scribed in Materials and methods. The migration of the molecular
mass markers is indicated to the left of the figure in kDa
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200 kDa, might represent different associations
between the 33 and/or 36 kDa monomers. While addi-
tional experiments are needed to define the precise
molecular size and shape of native PRPs, the results in
this work support the hypothesis that p33/p36 proteins
exist in the plant extracellular matrix as soluble com-
plexes, and these findings establish the basis for a more
detailed study. Although at this point it is not possible
to define a specific function for the p33/p36 oligomeric
forms, their involvement in membrane binding activity
is suggested by the results reported by Garcia-Gémez
et al. (2000), where a purified fraction corresponding to
the p33/p36 oligomer was used for the experiments
described.

A noteworthy observation from the immunohisto-
chemical analysis was the high accumulation of these
proteins in the phloem vascular tissue, which might be
due to the constant osmotic changes the cells in this tis-
sue are exposed to, given their role in the translocation
of assimilates and other solutes, whose concentration
may be higher when the plant is exposed to water limit-
ing conditions. The possibility that these proteins could
be traveling in the phloem sap was eliminated since
they were not detected using p33/p36 antibody in
phloem sap extracted from bean seedlings grown under
hyperosmotic stress imposed by NaCl treatment (data
not shown).

Altogether, these results indicate that PRPs, p33/
p36, are present in the extracellular matrix in cross
linked and non-cross linked forms, which allows them
to participate in the dynamic modification of the cell
wall throughout the cell elongation and maturation

processes during plant development, and in response
to water deficit.
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