
                     UNIVERSIDAD NACIONAL 
AUTÓNOMA 
                                        DE MÉXICO 

 
 
 
                                            INSTITUTO DE BIOTECNOLOGÍA 
 

                          
 
 
 
 

Estudio de la fución de la familia 4 de proteínas 

                      LEA de Arabidopsis thaliana en la respuesta a sequía 

 
 
 
 
 

                Tesis que para obtener el grado de  
             Doctora en Ciencias  

 
 

              presenta 
 
 
 

                   M. en C. Yadira Olvera Carrillo 
 
  
 
                                   

                      Directora de tesis: 
 

                  Dra. Alejandra Alicia Covarrubias Robles 
 
 
 

Diciembre 2010 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



 2 

AGRADECIMIENTOS 
 

 

A los miembros del Comité Tutoral, por sus críticas y comentarios durante el desarrollo 

experimental de este trabajo de tesis:  

 

Dra. Martha Patricia Coello Cutiño 

Dr. Mario Rocha Sosa 

Dra. Alejandra A. Covarrubias Robles 

 

A los invitados en el Comité Tutoral Ampliado:  

Dra. Martha Vázquez Laslop 

Dra. Tzvetanka Dimitrova Dinkova 

Dr. Jorge Nieto Sotelo 

Dr. Felipe Cruz García 

 

A los miembros del jurado del examen para la obtención del grado, por sus valiosos 

comentarios sobre el trabajo experimental y las correcciones en el manuscrito de la tesis, 

 

PRESIDENTE  Dra. Gladys Iliana Cassab López  

SECRETARIO     Dra. Martha Vázquez Laslop 

VOCAL  Dra. Tzvetanka Dimitrova Dinkova  

SUPLENTE    Dr. Felipe Cruz García  

SUPLENTE  Dra. Alejandra Alicia Covarrubias Robles 

 

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACYT) por otorgarme la Beca de 

Doctorado (No. de Registro 169924), a la DGPA por otorgarme la beca para escribir la 

tesis y concluir el trabajo experimental (Clave IN222309) y al Sistema Nacional de 

Investigadores (SNI) por otorgarme el apoyo de Ayudante de Investigador . 

 

Al Dr. Jian-Kan Zhu por aceptarme en su laboratorio de la Universidad de California en 

Riverside, durante la estancia de investigación que realicé como parte del programa de 

Becas Mixtas otorgada por CONACYT, durante mi último año de estudios del Doctorado.  

 



 3 

Al Dr. Felipe Cruz por su asesoría en el análisis estadístico de los resultados obtenidos en 

los experimentos fenotípicos con plantas transgénicas, que me ayudó mucho para la 

publicación del artículo.  

 

A mis compañeros del laboratorio de todos estos años, los primeros que ya se fueron del 

lab: Sonia, Marina, Caty, Erickita, Erika, Fernando LL. A los nuevos: Cecy, Lucero, Miguel 

R, Miguel P, Rocío y los genomikids Carlos, Fernando R, Daniel, Mine, Arturo (que le 

sacaron las primeras canas a Pepe!). A mis alumnos: César, Gloria Amparo y Coral, por 

continuar con mis proyectos y seguir mis consejos. A los que siempre estuvieron en el lab: 

Rosy, Pepe (bueno mientras no estaba de post doc!), Pancho, Adrianita y Doña Chuy. A 

todos ellos por los momentos que hemos pasado juntos, así como por su disposición a 

ayudarme y por hacer que el laboratorio funcione en un ambiente agradable. 

 

A mi familia, mis amigos Daniela, Ángeles, Sergio, Paul, y todos mis demás compañeros 

del Instituto de Biotecnología y de la Universidad de California por darme ánimos para 

continuar en el arduo camino del Doctorado haciendo mi vida más feliz y relajada, por 

compartir conmigo momentos muy amenos y apoyarme siempre en momentos tristes y 

difíciles. 

 

A la UNAM por haber sido mi casa durante todos estos años: por haberme formado desde 

los estudios de Bachillerato en la Escuela Nacional Preparatoria 8 “Miguel E. Schulz” 

donde me enamoré de la Biología y continué en la carrera de Biología en la Facultad de 

Ciencias de Ciudad Universitaria, el campus más increíble de la Universidad. Finalmente, 

en mi formación en el Posgrado, durante los estudios de Maestría y Doctorado en el 

Instituto de Biotecnología. Gracias por haber hecho de mí lo que soy ahora. Siempre 

llevaré en mi corazón el recuerdo de mi Universidad!  

 

Esta tesis de Doctorado se llevó a cabo dentro del Programa de Doctorado en Ciencias 

Bioquímicas en el Departamento de Biología Molecular de Plantas del Instituto de 

Biotecnología de la UNAM, bajo la asesoría de la Dra. Alejandra A. Covarrubias Robles, a 

quien quiero dar un agradecimiento muy especial, reconozco y admiro su apoyo, sus 

enseñanzas y su comprensión. 

 

 



 4 

 

RESÚMEN 
 

Dentro de los diferentes tipos de estrés que las plantas enfrentan durante su ciclo 

de vida, el déficit hídrico causa grandes pérdidas en los cultivos de importancia 

económica. Las proteínas LEA (por Late Embryogenesis Abundant) son proteínas 

altamente hidrofílicas que se expresan en los tejidos vegetativos y reproductivos 

de plantas sujetas a déficit hídrico, así como en la etapa de maduración y secado 

de las semillas. Se ha propuesto que actúan como protectores de la maquinaria 

celular y están involucradas en la tolerancia de las plantas ante estrés por déficit 

hídrico. En esta tesis se caracterizaron los patrones de expresión de transcritos y 

proteínas AtLEA4 en plantas de diferentes etapas del desarrollo bajo condiciones 

control y déficit hídrico. Se llevó a cabo un análisis del grupo LEA4 en la repuesta 

a sequía, utilizando un enfoque por pérdida de función. Se analizaron 

fenotípicamente plantas transgénicas homocigotas con disminución en los niveles 

de proteína de los miembros que conforman el grupo LEA4 en plantas de 

Arabidopsis thaliana, encontrando fenotipos de sensibilidad durante la germinación 

en condiciones control y en estrés iónico/osmótico; en plantas adultas bajo 

tratamientos de sequía, mostraron una menor recuperación de biomasa total y un 

menor núumero de botones florales. Aún en condiciones de irrigación óptima se 

encontró una menor producción total de semillas por planta en las mutantes, por lo 

que se propone que las proteínas LEA4 pueden tener también un papel en el 

desarrollo del fruto o la semilla. Se llevó a cabo un análisis filogenético de 

proteínas LEA4 de diferentes géneros vegetales y se subclasificaron en dos 

subgrupos, que se originaron a partir de una duplicación génica y hubo una 

posterior especialización funcional. Se concluye que las proteínas LEA4 están 

involucradas en el proceso de adaptación  de las plantas superiores ante déficit 

hídrico y que la función de estas proteínas no es redundante con otros grupos de 

proteínas LEA.  

 

Palabras clave: proteínas LEA, adaptación al estrés abiótico, sequía. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 
 

I. EL ESTRÉS POR DÉFICIT HÍDRICO Y SU EFECTO EN LAS PLANTAS 

 

Se puede considerar al estrés como cualquier factor externo que ejerce una influencia 

negativa en un organismo vivo. Puede ser biótico, cuando se debe a la influencia de otros 

organismos, o abiótico cuando surge de un exceso o un déficit en las condiciones físicas o 

químicas del ambiente. El estrés desencadena una amplia variedad de respuestas en las 

plantas, tales como cambios en la tasa de crecimiento, alteraciones en la expresión 

genética y en el metabolismo, entre otros (Bray et al., 2000). El estrés por déficit hídrico 

en las plantas ocurre cuando el aporte de agua desde el suelo es menor que la tendencia 

de la planta a perder agua por evaporación-transpiración (Hall, 1993). Éste es uno de los 

tipos de estrés abiótico más comunes que las plantas enfrentan durante su ciclo de vida y 

tiene un gran impacto en su desarrollo, crecimiento y productividad. El déficit hídrico se 

puede producir por la sequía, pero también existen otros tipos de estrés que provocan el 

mismo efecto de deshidratación en las células, como el congelamiento o el estrés 

osmótico que podría ser provocado por una alta concentración de sales en el medio (Bray, 

1997).  

 Los efectos del déficit hídrico se pueden medir en relación a la planta completa por la 

disminución en su tasa de crecimiento (acumulación de biomasa) o en procesos primarios 

de asimilación, como la fijación de CO2, entre otros parámetros (Taiz y Zeiger, 1991). Los 

primeros efectos en algunas plantas son la inhibición temporal del crecimiento de los 

órganos aéreos (hojas y tallos) y el cierre de estomas para disminuir la pérdida de agua 

por evaporación-transpiración. Cuando la deshidratación es más severa se empiezan a 

afectar los componentes celulares: hay daños en las estructuras subcelulares, el volumen 

de la célula y la forma de la membrana plasmática cambian, ocurren cambios en la 

concentración de solutos, que a su vez provocan una ruptura de los gradientes de 

potencial hídrico, lo que causa pérdida de la turgencia y de la integridad de las 

membranas y la desnaturalización de ciertas proteínas (Ingram y Bartels, 1996; Bray et 

al., 2000).  

Con formato: Justificado
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El déficit hídrico también es un componente normal de algunos procesos del 

desarrollo, como lo es en el caso de la mayoría de las plantas con flores, cuyas semillas 

pasan por un proceso de desecación en la última etapa de su maduración al cual son 

resistentes (más de un 90% de pérdida de agua) para promover una reproducción exitosa 

en la siguiente generación (Bray, 1997). El estudio de los mecanismos que se han 

seleccionado para sobrevivir a la desecación en esta etapa de desarrollo de las plantas es 

de fundamental importancia, ya que la semilla es la estructura protectora, portadora y 

dispersora del material genético de la mayoría de las plantas cultivadas, y ocupa una 

posición crítica dentro del ciclo de vida de las plantas superiores, ya que sus 

características fisiológicas y bioquímicas determinan en gran parte el éxito en el 

establecimiento de un individuo de la siguiente generación (Bewley y Black, 1994). 

Las respuestas de las plantas a los diferentes tipos de estrés ambiental son diversas y 

complejas, aunque en general los efectos son deletéreos y resultan en una disminución 

en el número o la calidad de las semillas. Algunas veces pueden ocurrir diferentes tipos 

de estrés de manera simultánea (por ejemplo, sequía y temperaturas elevadas), y el 

efecto de éstos en el desarrollo de la semilla puede ser mayor para la suma que para 

cada estrés por separado.  La duración y severidad del estrés y la etapa de desarrollo de 

la planta en la cual ocurre, son parámetros que deben considerarse al analizar los efectos 

del déficit hídrico en la respuesta de la planta (Bewley y Black, 1994). 

Las plantas se pueden clasificar, de acuerdo a la capacidad para mantener su 

desarrollo en relación a la disponibilidad de agua en el ambiente, en mesófitas, que son 

las que requieren un aporte continuo y constante de agua para su desarrollo óptimo, pero 

que han desarrollado mecanismos para tolerar condiciones temporales de estrés; los 

cultivos de interés agronómico se encuentran en esta categoría. Las plantas hidrófitas 

son las que viven sumergidas en suelos saturados de agua, o que crecen sobre la 

superficie del agua. Por otra parte, las plantas xerófitas se han adaptado a un suministro 

casi nulo de agua o a variaciones grandes en su disponibilidad, como de hecho puede 

ocurrir a lo largo de las diferentes estaciones del año. Este grupo es muy diverso y posee 

mecanismos que promueven un uso eficiente del agua para mantener un crecimiento 

mínimo, ya que la supervivencia en estas condiciones extremas se da a cambio de una 

baja tasa de crecimiento (Nobel, 1994; Dickinson, 2000). 

Las plantas son organismos sésiles que han evolucionado mediante la selección de un 

conjunto de características que les permiten percibir, responder, tolerar y adaptarse a los 

cambios del ambiente, en donde adaptación se refiere a cualquier carácter o conjunto de 
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caracteres que permiten que los individuos que los poseen, se ajusten y superen 

exitosamente uno o más agentes selectivos (Begon et al., 1996). Durante el proceso 

evolutivo, las modificaciones de un carácter bajo presión selectiva, tienen como 

consecuencia una ventaja en el ambiente que ejerció la presión de selección, con 

respecto a otras poblaciones de la misma u otra especie que carecen de ellas. Las 

adaptaciones pueden ser morfológicas, histológicas, fisiológicas, metabólicas o de 

comportamiento, y a nivel molecular representan mutaciones heredables que aparecen en 

una parte de la población (Begon et al., 1996).  

Dentro de la respuesta adaptativa a la falta de agua en las plantas, se han 

seleccionado varios mecanismos para contender con este tipo de estrés. El escape al 

déficit hídrico se presenta en las plantas que se desarrollan rápidamente, completan su 

ciclo de vida en la estación lluviosa y producen semillas antes del período de sequía, 

como en el caso de algunas plantas anuales que habitan en zonas desérticas y 

semidesérticas. Las especies que evaden la sequía son las que pueden compensar la 

pérdida de agua a través de adaptaciones como un sistema radicular muy extenso y/o que 

alcanza grandes profundidades.  Por otra parte, las plantas que resisten la falta de agua, 

son capaces de sobrevivir a través de las adaptaciones morfológicas y fisiológicas como: 

la modificación del ángulo de la hoja, la suculencia en las hojas de las crasuláceas, la 

reducción de las hojas a espinas en las cactáceas,  la formación de cutículas gruesas, el 

aumento en la cantidad de tricomas, el uso del metabolismo ácido de las crasuláceas, 

entre otros (Ramanjulu y Bartels, 2002).   

La tolerancia a la sequía es la capacidad de algunas plantas de mantener su 

desarrollo en condiciones de déficit hídrico; es el resultado de un conjunto de alteraciones 

fisiológicas y bioquímicas a nivel celular y molecular, como cambios en las propiedades 

físicas de la pared celular, el ajuste osmótico, la síntesis e incremento de la actividad de 

enzimas y metabolitos antioxidantes, así como la síntesis de proteínas protectoras de la 

maquinaria celular (Ingram y Bartels, 1996). El ajuste osmótico se refiere a la 

acumulación, ante situaciones de déficit hídrico, de compuestos orgánicos solubles de 

bajo peso molecular que no interfieren con el metabolismo, conocidos como solutos 

compatibles u osmolitos; entre éstos se encuentran aminoácidos (prolina), 

azúcares/polioles (manitol, pinitol) y aminas cuaternarias (glicina betaína, 

dimetilsulfoniopropionato). El resultado es un incremento de solutos en la célula  para 

disminuir el potencial hídrico de los tejidos de la planta, principalmente de las hojas, lo 

cual mantiene un gradiente favorable para la toma de agua, protegiendo así el turgor de 
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las células (Kishor et al., 1995; Sakamoto et al., 1998; Thomas et al., 1995; Tarczynski et 

al., 1993; Hayashi et al., 1997; Garg et al., 2002). Además del ajuste osmótico, también se 

ha propuesto que éstos compuestos podrían estabilizar proteínas y/o membranas, 

mediante la disminución en la concentración de radicales libres y la eliminación de iones 

tóxicos (Wang et al., 2003). Una consecuencia de muchos tipos de estrés ambiental, 

incluyendo la sequía, es el estrés oxidativo, debido a la acumulación de especies 

reactivas de oxígeno (EROs) (O2, H2O2 y OH-

En déficit hídrico hay disminución en la tasa de crecimiento, debido a que la expansión 

celular disminuye para tener una menor superficie de evaporación (relación área-volúmen) 

en la parte aérea, mientras que la parte subterránea continúa su crecimiento al desviar los 

fotosintatos a la raíz para favorecer la búsqueda de agua en el suelo durante la sequía.  Si 

la planta se encuentra en floración, se da preferencia a la translocación de carbono y 

nitrógeno al fruto y al desarrollo de la semilla (Bewley y Black, 1994). La modificación de 

los componentes de la pared puede ser responsable de que se detenga la expansión 

celular, lo cual se ha verificado en plantas de maíz sometidas a estrés osmótico (Chazen 

y Neumann, 1994). En plantas de frijol sometidas a tratamientos de deshidratación y ácido 

abscísico (ABA) se observó la acumulación de proteínas básicas de peso molecular 

aparente de 22, 33 y 36 kDa (Covarrubias et al., 1995). Las dos últimas proteínas 

(denominadas p33 y p36) están relacionadas a proteínas ricas en prolina y también se ha 

reportado su interacción con una proteína de 80 kDa de la pared celular, análoga a las 

integrinas de animales, lo cual sugiere que la función de p33 y p36 es facilitar la 

comunicación entre células y/o proveer soporte físico a las células durante el déficit 

hídrico (García-Gómez et al., 2000).  

) que dañan membranas y macromoléculas 

(Smirnoff, 1998). En condiciones de estrés oxidativo se ha observado la acumulación de 

enzimas antioxidantes, como catalasa, superóxido dismutasa, ascorbato peroxidasa, 

glutatión-S-transferasas y glutatión peroxidasa, y de moléculas como el glutatión, 

ascorbato, carotenoides y antocianinas (McKersie et al., 1996; van Camp et al., 1996; 

Roxas et al., 1997; Oberschall et al., 2000). Su mecanismo de protección consiste en un  

incremento en el secuestro de radicales libres para proteger a los cloroplastos, ya que la 

maquinaria fotosintética localizada en las membranas y el lumen del tilacoide, es muy 

sensible a la deshidratación (Wang et al., 2003).  

Las transferasas no específicas de lípidos (LTPs) son proteínas solubles de bajo peso 

molecular, secretadas a la pared celular y que se piensa están implicadas en la síntesis 

de cutícula a través de la secreción y deposición de substancias lipofílicas desde las 
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células epidérmicas en expansión (Kader, 1996). Algunos ejemplos de LTPs que se 

inducen por estrés son la TSW12 de tomate, en respuesta a sal (Torres-Schuman et al., 

1992) y PvLTP-24 de frijol, en respuesta a sequía y ABA (Colmenero-Flores et al., 1997).  

La actividad proteolítica durante condiciones de estrés es elevada y coincide con el 

proceso de muerte celular programada. La actividad de proteasas y el proteasoma 26S 

puede estar involucrada en la degradación de proteínas desnaturalizadas por la 

deshidratación. Por otra parte, se ha reportado la inducción de inhibidores de proteasas 

específicamente por deshidratación, como el caso de WSCP de coliflor, que puede 

proteger a ciertas proteínas de la actividad proteolítica que se presenta ante situaciones 

de estrés y de muerte celular programada (Nishio y Satoh, 1997). Por otra parte, las 

proteasas inducidas por sequía pueden alterar el metabolismo al incrementar la tasa de 

recambio de ciertas proteínas, degradando polipéptidos desnaturalizados por el estrés o 

proteínas de reserva. Otro daño causado por la falta de agua es la modificación química 

de los residuos de proteínas, como la desaminación y la oxidación, que pueden causar la 

pérdida de la actividad o la conformación nativa de las proteínas. En plantas de trigo 

sujetas a déficit hídrico se ha observado un incremento de la síntesis  y actividad de la L-

isoaspartilo metiltransferasa que repara los residuos dañados de L-isoaspartilo a residuos 

funcionales (Mudgett y Clarke, 1994). 

La sequía y la alta concentración de sales en el suelo alteran la homeostasis iónica 

debido al aumento en la concentración de iones de sodio (Na+) intracelular, lo cual es 

altamente tóxico para muchas enzimas. En las plantas que están en proceso de 

aclimatación a condiciones de deshidratación y salinidad, se ha establecido que el 

mecanismo que utilizan es la excreción de Na+ de la raíz y la compartamentalización de 

este catión en la vacuola de las células de la hoja. En Arabidopsis thaliana la entrada de 

Na+ está controlada por el transportador HKT1, mientras que la expulsión de Na+ la llevan 

a cabo los antiportadores Na+/H+, como el de membrana plasmática denominado SOS1 

(por Salt Overly Sensitive) (Shi et al., 2000) o el de la membrana de tonoplasto, conocido 

como AtNHX1 (Gaxiola et al., 1999), que promueve su almacenamiento dentro de la 

vacuola. La sobre-expresión de SOS1 en Arabidopsis (Shi et al., 2003)  y el antisentido 

del transportador de alta afinidad de potasio HKT1 en trigo (Laurie et al., 2002), también 

confieren un fenotipo de tolerancia a salinidad. En el caso de SOS1 se propone que el 

mecanismo incluye una menor acumulación de Na+ en el xilema para prevenir la 

acumulación de este ión en los tallos (Zhu, 2002). Para HKT1 se ha observado que la 

disminución del transportador reduce los niveles de acumulación de Na+  y resulta en una 
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menor relación Na+/K+ en el estele de la raíz, lo cual podría disminuir a translocación de 

Na+

Los mecanismos de resistencia a la falta de agua no son excluyentes entre sí, sino 

que las plantas emplean varios de ellos, para desarrollar tolerancia en diferentes grados, 

dependiendo de la especie y el hábitat al cual se han adaptado (Bray et al., 2000). Debido 

a que los cultivos de interés agronómico necesitan un aporte constante de agua, el déficit 

hídrico tiene efectos severos en el crecimiento vegetativo de la planta y en su rendimiento 

(granos o frutos). Este tipo de estrés es el que causa una de las mayores pérdidas (50-

80%) en la productividad de los cultivos cada año.  Por ejemplo, se estima que la mitad de 

los cultivos de trigo que se siembran en el mundo están afectados regularmente por la 

sequía, por lo que el estudio de los mecanismos de respuesta de las plantas a la falta de 

agua tendrá un gran impacto en el campo del mejoramiento genético de plantas cultivadas 

(Boyer, 1982; Trethowan y Reynolds, 2007). Por otra parte, la tendencia a la 

desertificación y la salinización de los suelos a nivel mundial se ha intensificado debido a 

las malas prácticas agrícolas, la deforestación de bosques y selvas y el uso de pesticidas 

y fertilizantes químicos, provocando la erosión de la tierra, y una disminución en la calidad 

y la productividad de los cultivos que se siembran en estos suelos. Lo anterior, aunado a 

la demanda de alimentos para la población en constante crecimiento, son algunos de los 

factores que justifican el estudio de los mecanismos que las plantas utilizan para 

contender con el déficit hídrico y por consecuencia, con las condiciones ambientales 

adversas que se predicen para los próximos años (AAAS, 2001). 

 al tallo, limitando la toxicidad del ión en los tejidos fotosintéticos (Shi et al., 2003; 

Zhang y Blumwald, 2001; Zhang et al., 2001).  

 

II. EL AGUA Y SU IMPORTANCIA EN LAS RELACIONES HÍDRICAS DE LA CÉLULA 

VEGETAL 

 

El agua cumple un papel fundamental en el crecimiento de las plantas. El crecimiento 

se da por división celular, como ocurre en el caso de los tejidos meristemáticos ó por 

elongación o expansión, la cual se produce por la entrada de agua a las células, de 

acuerdo a gradientes de potencial hídrico que favorezcan su entrada por medio de 

canales de agua. Las acuaporinas son canales protéicos transmembranales que facilitan 

el transporte de agua, regulan la conductividad hidríca de las membranas e incrementan 

la permeabilidad al agua de 10 a 20 veces (Maurel y Chrispeels, 2001). La inducción de 

estos genes se relaciona con procesos de expansión celular y de déficit hídrico, en este 
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último caso promoviendo una rápida recuperación de la turgencia al momento de la 

rehidratación. La acuaporina codificada por el gen rd28 de Arabidopsis se induce por 

deshidratación (Yamaguchi-Shinozaki et al., 1992). Esta acuaporina pertenece a la familia 

de proteínas MIP (por "Major Intrinsic Proteins"), de las cuales también se han encontrado 

proteínas relacionadas en la planta halófita Mesembryanthum cristallinum (Bray et al.,  

2000).  

El agua es un componente vital para todos los organismos, y constituye el 70 a 90% 

del peso fresco de muchas especies de plantas herbáceas. Debido a las propiedades 

fisicoquímicas de esta molécula como su estructura bipolar, su alto punto de ebullición y 

sus propiedades de tensión-cohesión, resulta ser el solvente por excelencia de todos los 

compuestos orgánicos polares, iones y moléculas inorgánicas de la célula vegetal (Fitter y 

Hay, 2002). Además de ser fuente de oxígeno, el agua se requiere para llevar a cabo la 

fotosíntesis. y regula la temperatura de las hojas, por su elevado calor de vaporización. 

Sus propiedades de tensión-cohesión permiten su transporte y el de los solutos disueltos 

a través del sistema vascular de las plantas (Nobel, 2005). El agua se moviliza a lo largo 

de la planta por diferencia de potenciales del agua. El potencial hídrico de la célula (Ψ) se 

define como: 

  ΨW = ΨP + ΨΠ + Ψm + Ψ

ya que los factores que modifican su actividad son: el potencial de presión (Ψ

g 

P), el 

potencial osmótico (ΨΠ), el potencial mátrico (Ψm) y el potencial gravitacional (Ψg

 La presencia de la pared celular en una célula vegetal afecta el potencial de presión 

ya que, al ser una estructura lignificada, es lo suficientemente rígida para impedir la 

elongación celular. Esto permite una elevada presión hidrostática al interior de la célula. El 

potencial osmótico se genera por los solutos presentes en la célula, que disminuyen la 

actividad del agua y por lo tanto el potencial hídrico. El potencial mátrico (Ψ

). 

m) se 

considera sólo en la superficie líquido-sólido de los coloides, como las proteínas, 

ribosomas, organelos, cuya superficie tiende a disminuir la actividad del agua. El potencial 

gravitacional (Ψg) es importante para calcular la diferencia de potencial hídrico en 

regiones localizadas a diferentes alturas de la planta, como la raíces y las hojas en una 

especia arbórea (Nobel, 2005). La suma de todos los componentes da como resultado el 

valor del ΨW, por ejemplo, en el caso de una hoja turgente, ΨP > ΨΠ. Cualquier proceso 

que provoca la salida de agua desde la célula hacia los espacios intercelulares 

(apoplasto) genera una disminución del potencial de presión, en tanto que el potencial 

osmótico se vuelve más negativo, dando como resultado una disminución del ΨW y una 
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pérdida de turgencia celular.  Las temperaturas bajo cero provocan la formación de hielo 

en los espacios del apoplasto, del xilema y de las traqueidas, lo cual provoca la salida de 

agua desde el interior de las vacuolas al espacio extracelular. Una solución hiperosmótica 

también causa la salida de agua de la célula por la disminución del potencial hídrico del 

medio que la rodea. La salida de solutos depende de su tipo y tamaño del soluto; los de 

tamaño pequeño como las sales o el manitol atraviesan la pared celular y la membrana 

plasmática. En cambio, los solutos como el polietilenglicol de alto peso molecular (<6000) 

son impermeables a la pared celular y provocan la salida de agua porque el potencial 

hídrico disminuye en el exterior de la célula, como sucede cuando hay sequía  (Carpita et 

al., 1979; Oparka, 1994). 

 

III. EVOLUCION DE LA TOLERANCIA A LA DESECACION 

 

La tolerancia a la desecación se puede definir como la capacidad de algunos 

organismos (anhidrobióticos) de soportar una deshidratación celular y cesar su 

metabolismo de manera reversible en respuesta a la pérdida de agua, de tal forma que 

alcanzan el equilibrio con la humedad del ambiente, cuando éste se encuentra en niveles 

de humedad relativa iguales o menores a 50%; pueden mantenerse en estado quiescente 

durante largos periodos de tiempo y al ser rehidratadas se recuperan en pocas horas sin 

sufrir ningún daño en sus células (Alpert y Oliver, 2002). El metabolismo no se puede 

llevar a cabo si el contenido de agua de una célula es inferior a 0.1 g H20 / g de biomasa, 

ya que no existirían moléculas de agua suficientes para formar una monocapa alrededor 

de las proteínas y membranas intracelulares para llevar a cabo reacciones químicas (Billi 

y Potts, 2002). Los organismos que toleran la desecación pueden tener cierto nivel de 

actividad química en niveles de deshidratación celular muy elevado, y a los organismos 

que soportan estas condiciones se les conoce como anhidrobióticos; por ejemplo, los 

granos de polen pueden incorporar vapor de agua en compuestos orgánicos. En 1702, 

Anthonie van Leeuwenhoek sugirió por primera vez que podía existir vida de “animálculos” 

(que se clasificaron posteriormente como rotíferos), los cuales podían crecer después de 

rehidratar una porción de sedimento que había permanecido seco en una canaleta de su 

techo por mucho tiempo. Tomó más de 150 años para que la tolerancia a la desecación 

se aceptara como un término en la comunidad científica, como el proceso donde se 

detiene la actividad metabólica y de donde se puede “regresar a la vida” cuando se da un 

proceso de rehidratación. Más tarde se confirmó que varios phyla pueden incluir 
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organismos anhidrobióticos, como algunos representantes de los tardígrados, rotíferos, 

nemátodos, así como el caso de semillas ortodoxas, esporas, algas, líquenes y musgos, 

los cuales pueden tolerar una temperatura hasta 0.5ºC arriba de la temperatura del cero 

absoluto (0ºK = temperatura a la cual se detiene todo tipo de movimiento molecular) y que 

al rehidratarse y regresar a la temperatura ambiente, sobreviven (Becquerel 1951; 

Schierbeek, 1959, Wilson et al., 1979, citados en Alpert y Oliver, 2002). El costo 

metábolico de la protección y reparación constitutiva que se tiene que mantener en este 

tipo de organismos anhidrobióticos se ve reflejado en el pequeño tamaño, nivel de 

complejidad o baja tasa de crecimiento que estos organismos pueden alcanzar (Alpert, 

2006). Desde el punto de vista evolutivo, la tolerancia a la desecación en las plantas se 

puede analizar utilizando como modelo a las plantas con caracteres más primitivos o 

plantas sin semilla, que fueron capaces de colonizar el ambiente terrestre. 

Las plantas son organismos que en su ciclo de vida presentan una alternancia de 

fases dentro de una misma generación (fase gametofítica y fase esporofítica); 

dependiendo de la especie vegetal, una u otra de las fases puede ser dominante y difieren 

en su capacidad de tolerancia a la desecación. En el caso de las plantas sin semilla como 

los musgos, la fase más conspicua es el gametofito, en tanto que el esporofito depende 

por completo del gametofito; mientras que en las plantas con semilla, como las plantas 

con flores, la fase esporofítica (o también llamada fase vegetativa) es la que predomina, 

ya que la fase gametofítica se ha reducido a las células germinales: el megagametofito (o 

saco embrionario) y el microgametofito que contiene a los granos de polen. El 

microgametofito o gametofito masculino es independiente del esporofito cuando se liberan 

los granos de polen maduros y éstos son tolerantes a la desecación (Hoekstra, 2002); una 

vez que germina el tubo polínico y ocurre la doble fecundación, se desarrolla una semilla, 

que también es tolerante a la desecación (semillas ortodoxas) por medio de mecanismos 

programados en su desarrollo durante la etapa de maduración y secado de la semilla 

(Bewley, 1997). 

Las plantas terrestres o embriofitas, evolucionaron hace más de 400 millones de años 

a partir de un ancestro común, que probablemente perteneció al grupo de las algas 

verdes cariofitas (Graham et al., 2000). La colonización de ambientes hostiles cuando 

pasaron del ambiente acuático a la tierra, requirió estrategias nuevas que les permitieron 

adaptarse a estas condiciones, por ejemplo, a través de la formación de una cutícula 

cerosa que evita la pérdida de agua de la superficie de la planta debido a la constante 

desecación a la que estaban sujetos sus tejidos (Alpert y Oliver, 2002).  Las briofitas 
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(musgos, hepáticas y antoceros) son plantas que se derivaron de estas plantas 

ancestrales, y, hasta la fecha, las briofitas modernas conservan características primitivas 

como la falta de un sistema vascular verdadero para conducir agua y nutrientes. Además 

no poseen estomas y algunas (como el gametofito de las hepáticas) tienen poros que se 

mantienen abiertos todo el tiempo, lo cual limita su hábitat a lugares con un constante 

aporte de humedad, que es crucial para la reproducción de estos organismos (Stern et al., 

2003). En el curso de la evolución, la tolerancia a la desecación se fue perdiendo, pero 

con la aparición de los estomas y de un sistema vascular bien desarrollado (compuesto 

por células bien diferenciadas como xilema y floema) fue posible un control más preciso 

del intercambio gaseoso y la regulación del movimiento del agua, para evitar su pérdida 

por evapo-transpiración. Esto permitió que las plantas pudieran tener un mayor tamaño, lo 

cual tuvo un gran impacto en su capacidad para colonizar exitosamente diversos 

ambientes terrestres (Grime, 1994).  

En la actualidad, sólo algunas especies vegetales mantienen la capacidad de tolerar la 

desecación. Entre ellas abundan las plantas sin semilla, como las algas y los líquenes, 

mientras que en el grupo de las gimnospermas no se tiene reportada ninguna especie 

tolerante a la desecación; por su parte, sólo 60-70 especies de helechos y alrededor de 

60 especies de angiospermas (equivalente al 0.1% del total de especies estimado para 

este último grupo) son tolerantes a la desecación. Sin embargo, este carácter sí se ha 

mantenido a lo largo de la evolución de las plantas en estructuras reproductoras que son 

comunes a las plantas: los granos de polen y las semillas (Alpert y Oliver, 2002). 

Para entender los cambios que ocurren en la maduración de la semilla, es necesario 

recapitular los eventos que suceden desde la formación del embrión, a partir de una sola 

célula cigótica para originar un embrión multicelular por medio de división y diferenciación 

celular. Esta primera etapa de histodiferenciación, junto con la siguiente etapa de 

expansión celular, están caracterizadas por un rápido incremento en el peso fresco y un 

aumento en el contenido de agua de la semilla. Posteriormente, un incremento en el peso 

seco ocurre por la deposición de reservas. Aunque el peso fresco de la semilla se 

mantiene estable, está perdiendo agua al desplazarla por reservas insolubles dentro de 

las células que las almacenan. Al alcanzar un máximo de incremento en el peso seco, el 

contenido de agua disminuye hasta que se alcanza la tercera etapa, cuando ocurre la 

maduración y desecación del embrión, lo cual le permite adquirir un estado quiescente y 

en este momento la semilla puede ser liberada de la planta. La duración de cada una de 

estas fases de desarrollo puede durar varios días o meses, según la especie y las 
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condiciones ambientales que se presentaron en el proceso de desarrollo de las semillas 

(Bewley y Black, 1994). Los cambios metabólicos que ocurren en la semilla antes o 

durante la desecación involucran la producción de dos tipos de moléculas que tienen un 

papel en la protección de los tejidos de la semilla contra los efectos de la desecación: 

oligosacáridos y azúcares como rafinosa, estaquiosa y sacarosa; así como proteínas 

específicas tipo chaperonas y proteínas LEA o proteínas abundantes de la embriogénesis 

tardía (por sus siglas en inglés “Late Embryogenesis Abundant”). La adquisición de la 

tolerancia a la desecación en la semilla madura permite que el embrión se mantenga en 

un estado quiescente hasta que se presenten las condiciones óptimas para que ocurra el 

proceso de germinación. Si el embrión no presenta una dormancia endógena, la 

germinación inicia con la imbibición (rehidratación de la semilla) y culmina con el 

alargamiento del eje embrionario (Bewley y Black, 1994). En este proceso ocurren 

numerosos eventos como la hidratación de proteínas, cambios estructurales subcelulares, 

aumento en la tasa metabólica y respiratoria, en la síntesis de macromoléculas, en el 

alargamiento y la activación de la división celular; así como en la translocación y 

asimilación de nutrientes (Bewley, 1997). 

  

IV. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GENÉTICA EN RESPUESTA A DÉFICIT 

HÍDRICO. 

 

La respuesta al déficit hídrico inicia con su percepción a nivel extracelular, lo cual 

puede darse por cambios en el volumen celular, que son percibidos por canales mecano-

sensores que pueden cambiar su conformación dependiendo de la presión intracelular, 

algunos de ellos promueven la entrada de Ca2+. Adicionalmente podrían activarse otros 

canales iónicos, que promueven la entrada de iones Ca2+ y K+ para recuperar el volumen 

celular (Zonia y Munnik, 2007). Se ha demostrado que la sequía, la salinidad y la alta 

salinidad inducen flujos transitorios de Ca2+ hacia el citoplasma, ya sea por un influjo del 

espacio apoplástico o por su liberación desde un almacén interno, por lo que los canales 

responsables de este flujo representan un tipo de sensor para estas señales de estrés. La 

cinética, magnitud y fuente celular de las elevaciones en el Ca2+ citoplasmático (conocido 

como firma de calcio) pueden codificar la información del estímulo particular y determinar 

la respuesta final específica (Knight y Knight, 2001). En plantas sujetas a una rápida 

disminución de la temperatura se ha encontrado que ocurre un influjo de Ca2+ debido a 

alteraciones en la fluidez de la membrana y reorganizaciones del citoesqueleto (Xiong et 
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al., 2002). También se  activan vías de transducción de señales que transmiten la 

información dentro de la  célula para después extenderse hacia toda la planta. Los 

cambios en el metabolismo y en el desarrollo inducidos por estrés se pueden atribuir 

generalmente a una alteración de la expresión genética, algunos genes se reprimen, 

mientras que otros se inducen. 

Los productos de la expresión genética que responden al déficit hídrico pueden estar 

influenciados por mecanismos a nivel transcripcional, postranscripcional, traduccional y 

postraduccional, que incrementan la cantidad de RNA mensajeros específicos, 

promueven la traducción y estabilización de proteínas, alteran la actividad de enzimas o 

una combinación de éstos (Bray et al., 2000).  Su actividad puede estar involucrada en la 

respuesta primaria de la célula, en las proteínas que llevan a cabo una función reguladora 

como las de tipo cinasas, fosfatasas, proteínas G, ubiquitina ligasas y factores 

transcripcionales (Oono et al., 2003; Seki et al., 2002; Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 

2006), o pueden actuar en la respuesta secundaria de la célula, al producir proteínas 

protectoras y reparadoras de la maquinaria celular, como las chaperonas (Vierling, 1991) 

y las proteínas LEA (Battaglia et al., 2008); proteínas de unión a RNA, enzimas que 

participan en la vía de síntesis de osmorreguladores y en la desintoxicación de especies 

reactivas de oxígeno; proteínas que modifican la pared celular, entre otros (Hong et al., 

2000; Chen y Murata, 2008).  

 

IV. 1 El ácido abscísico (ABA) y su importancia como señalizador  en plantas.  

 

El ácido abscísico (ABA) es un isoprenoide de 15 carbonos derivado de la ruptura 

oxidativa de un precursor epoxi-carotenoide (9’-cis-neoxantina) en la vía no mevalónica o 

vía MEP (por “Methyl Erythritol Phosphate”), que se lleva a cabo en los cloroplastos 

(Milborrow, 2001). Es una de las fitohormonas que están muy íntimamente involucradas 

en la transducción de señales de la respuesta a déficit hídrico. Su participación se ha 

relacionado en respuesta a diversos tipos de estrés. Inicialmente se describió como una 

hormona relacionada a la abscición de las hojas, aunque ahora se sabe que su acción no 

es un factor común para este proceso en todas las plantas. Se ha detectado su 

participación en varios procesos fisiológicos y de desarrollo, como en el cerrado de 

estomas por cambios en el flujo de iones en las células guarda (Vahisalu et al., 2008; 

Siegel et al., 2009); además es fundamental en el proceso de maduración y adquisición 

de la tolerancia a la desecación de las semillas. Se ha demostrado su papel en la 
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inhibición del crecimiento, así como su mecanismo de acción como sensor de déficit 

hídrico de la raíz hacia la parte aérea (Korneef et al., 1998; Finkelstein et al., 2002; 

Christmann et al., 2007). Durante el proceso de la embriogénesis hay dos vías principales 

de acumulación de ABA, la primera de origen materno y la segunda por síntetisis en el 

embrión. Este último es el responsable de la inducción de los genes necesarios para  la 

acumulación de proteínas de reserva en el desarrollo del embrión, la adquisición de la 

tolerancia a la desecación y la dormancia de la semilla (Blackman et al., 1995; Finkelstein 

et al., 2008).  

En Arabidopsis se han identificado sensores de calcio, inducibles por ABA y varias 

señales de estrés, que son proteínas similares a calcineurina (CBL), que funcionan como 

reguladores negativos de la sensibilidad a estos estímulos, además de participar en el 

cerrado de estomas y la toma de K+ en las raíces (Pandey et al., 2004; Lee et al., 2007, 

2009). El análisis de mutantes de plantas afectadas en la sensibilidad (mutantes abi o 

insensibles a ABA) o en la producción de ABA (mutantes aba o deficientes en la 

producción de ABA), ha permitido explorar el papel de esta hormona en diferentes vías de 

transducción de señales en respuesta a estrés, sus efectos en el desarrollo, así como la 

regulación de la expresión genética y su conexión con las vías de señalización de otras 

hormonas (Finkelstein y Lynch, 2000; Hoth et al., 2002). En Arabidopsis se han aislado y 

caracterizado cinco mutantes insensibles a la aplicación de ABA exógeno. Las mutantes 

en los genes ABI1 y ABI2 (abi1 y abi2) están alteradas en su respuesta a ABA en semillas 

y tejidos vegetativos, ya que presentan una sensibilidad reducida en la germinación 

(germinan en presencia de ABA) y mantienen los estomas abiertos en presencia de ABA y 

deshidratación, por lo que se marchitan rápidamente. Ambos genes codifican para 

fosfatasas de proteínas tipo 2C (PP2C) y tienen un dominio de unión a calcio en el 

extremo amino (Xiong et al., 2002). La mutante en el gen ABI3 (abi3) también germina en 

presencia de ABA, pero se asemeja al tipo silvestre en sus relaciones hídricas. El 

producto del gen ABI3 codifica para un factor trancripcional y las semillas de estas 

mutantes no muestran dormancia. Por su parte ABI4 y ABI5 son factores transcripcionales 

con dominios AP2 y bZIP, y las plantas mutantes en estos genes muestran insensibilidad 

a ABA en la germinación y también presentan un fenotipo de crecimiento resistente a 

azúcar (Finkelstein et al., 2002). Se conocen mutantes deficientes en ABA en tomate, 

chícharo, maíz, tabaco, cebada, papa y Arabidopsis. Entre las alteraciones fenotípicas de 

las mutantes aba1, aba2 y aba3 están la falta de dormancia en la semilla, la alteración en 

las relaciones hídricas y la mala aclimatación a una variedad de tipos de estrés (Koorneef 
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et al., 1998). Las mutantes de maíz que carecen de la enzima NCED (9-cis-epoxi-

carotenoide dioxigenasa), y las mutantes del factor transcripcional ABI3 llamadas 

viviparuos 14 o vp14, están afectadas en las vías de síntesis y señalización de ABA, 

respectivamente, y muestran un fenotipo vivíparo, ya que pierden la dormancia y 

germinan sobre la mazorca (Finkelstein et al., 2002).  

Los tejidos vegetativos sujetos a estrés osmótico muestran un incremento en los 

niveles endógenos de ABA; por ejemplo, las hojas de frijol cortadas y deshidratadas 

aumentan 45 veces la concentración de ABA en sólo 5 horas de deshidratación, y al 

rehidratarlas se revierte a la concentración basal en sólo 1 hora (Yang y Zeevaart, 2006); 

por otra parte, la aplicación de ABA a tejidos no estresados promueve respuestas 

fisiológicas y moleculares semejantes a las  inducidas por déficit hídrico (Campalans et 

al., 1999). Se ha postulado que existe una señal hidráulica que desencadena la síntesis 

de ABA en tejidos vasculares y que se transporta desde el sitio de su biosíntesis por 

medio de transportadores dependientes de ATP para ser distribuída a largas distancias en 

toda la planta (Christmann et al., 2005; 2007; Kuromori et al., 2010). El aumento en la 

concentración de ABA ocurre por la activación del ABA almacenado en la célula, por 

medio de β-glucosidasas (Lee et al., 2006) y por la síntesis de novo que ocurre en las 

células de parénquima de los haces vasculares de las hojas (Endo et al., 2008). 

El ABA también participa en la inhibición del crecimiento cuando las condiciones 

ambientales son adversas, por ejemplo, promueve la dormancia de los primordios foliares 

de algunos árboles caducifolios durante el invierno (Horvath et al., 2003). En el proceso 

de imbibición y germinación de Arabidopsis se puede revertir el proceso de 

establecimiento de la plántula, si las condiciones ambientales son adversas, y en este 

proceso intervienen los factores transcripcionales ABI3 y ABI5 (López-Molina et al., 2002; 

Kinoshita et al., 2010).  

Las proteínas que han sido reportadas como receptores intracelulares de ABA son: 

una quelatasa de magnesio, que participa en la síntesis de clorofila y puede estra 

implicada en la señalización entre núcleo y cloroplasto (Shen et al., 2006), mientras que la 

proteína GCR2 (G-protein coupled receptor 2), que interactúa con la proteína Gα GPA1, 

aparentemente participa en la percepción de ABA en los estomas, regulando su apertura 

o cerrado (Liu et al., 2007). Recientemente se ha caracterizado una vía central de 

señalización en respuesta a ABA en tejidos vegetativos, a través de la identificación de la 

familia RCAR/PYR1/PYL de la que se conocen 14 proteínas a la fecha (Park et al., 2009). 

Se ha reportado la cristalización y estructura de PYR1(RCAR11) con ABA (Nishimura et 
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al., 2009; Santiago et al., 2009), así como los complejos triméricos de 

ABA/ABI1/RCAR12(PYL1) y ABA/HAB1/RCAR14(PYL2) (Melcher et al., 2009; Miyazono 

et al., 2009; Yin et al., 2009). La constante de disociación entre ABA y los diferentes 

complejos varía, por lo que es posible que estas interacciones dependan de la cantidad 

de ABA presente en las diferentes partes de la planta, lo cual a su vez podría generar 

cierta diversidad en las respuestas. Posteriormente se promueve la inactivación de 

fosfatasas de tipo 2C, como ABI1, ABI2, HAB1 y, ésto provoca la activación de canales 

iónicos y la expresión de genes dependiente de ABA, por medio de la acción de cinasas 

de tipo SNF1OST1/SnRK2.6/SnRK2E, SnRK2.2/SnRK2D y SnRK2.3/SnRK2I (Cutler et 

al., 2010; Raghavendra et al., 2010). En la Figura 1 se esquematiza el modelo de 

señalización por ABA y su acción en diferentes compartimentos intracelulares, el cual se 

propone en base a los últimos datos provenientes de la identificación y caracterización de 

los diferentes receptores intracelulares de esta hormona. 

                          

Figura 1. Modelo de las interacciones de ABA con los receptores de diferentes clases descritos a 
la fecha. Entre ellos se encuentran  una quelatasa de magnesio (CHLH) localizada en la 
membrana de cloroplasto, una proteína G de tipo GPCR, localizada en la membrana plasmática, y 
las proteínas nucleocitoplásmicas PYR/PYL/RCARs. Estas proteínas intervienen en la expresión 
genética y la electrofisiología de las células guarda (representadas como un canal aniónico, A-). 
Las interconexiones de estos factores no se han descrito hasta el momento. Las líneas sólidas 
indican interacciones directas y las líneas punteadas indican interacciones no descritas. Las 
interacciones positivas se indican con una flecha; las barras indican represión. Reproducido de 
Cutler et al. (2010). 
 



 22 

IV.2 Activación transcripcional de genes en respuesta a déficit hídrico. 

 

Se han identificado varios elementos que actúan en cis en los promotores de genes 

que responden a déficit hídrico, entre ellos, el elemento de respuesta a ABA (ABRE) y el 

elemento de respuesta a deshidratación DRE/CRT (Bray, 1997). El elemento ABRE es 

una secuencia de 8 a 10 pares de bases presente en los promotores de genes inducibles 

por ABA que comparten la secuencia consenso (C/T)ACGTGGC, la cual contiene el 

motivo palindrómico ACGT. Se ha demostrado que este motivo palindrómico está 

presente también en otros elementos regulatorios, como la caja G, implicada en la 

regulación de genes regulados por luz, auxinas, ácido jasmónico y ácido salicílico (Ingram 

& Bartels, 1996). Aunque en muchos genes la presencia de este elemento es suficiente 

para su expresión mediada por ABA, en algunos genes se han caracterizado elementos 

adicionales en cis que complementan al elemento ABRE, denominados elementos 

acopladores (CE), que dan una mayor especificidad de la respuesta a través de la unión a 

diferentes factores transcripcionales. Se han aislado varias proteínas de unión a ABRE, 

entre ellas, las que poseen una región básica adyacente a un motivo de cierre de leucinas 

(bZIP), característico de  los factores de transcripción como EMBP1 de trigo, TAF-1 de 

tabaco, TRAB de arroz (Ingram y Bartels, 1996), así como los factores ABF/AREB y ABI5 

aislados en Arabidopsis, cuya transcripción se induce también en respuesta a estrés 

osmótico y al ABA (Choi et al., 2000, Uno et al., 2000, Finkelstein y Lynch, 2000). Otro 

tipo de factores transcripcionales involucrados en la respuesta a ABA son los de tipo MYB 

y MYC, que se sintetizan después de la acumulación de ABA endógeno. El gen RD22 de 

Arabidopsis  se induce por ABA y su promotor incluye secuencias para la unión de 

proteínas tipo MYC y MYB (Iwasaki et al., 1995). Otros homólogos que se han identificado 

también en Arabidopsis se inducen por sequía y salinidad (Abe et al., 1997). AtMYC2 y 

AtMYB2 actúan como activadores transcripcionales en la inducción de la expresión 

genética en respuesta a ABA y su sobreexpresión incrementa la tolerancia a estrés 

osmótico en Arabidopsis (Abe et al., 2003). Así mismo, la sobreexpresión constitutiva de 

ABF3 y ABF4 en Arabidopsis, incrementa la tolerancia a sequía (Kang et al., 2002). 

En el caso de genes cuya inducción en respuesta a estrés es independiente de ABA, 

se ha encontrado el elemento DRE/CRT (por “Dehydration-Responsive Element/C-

RepeaT”) en sus promotores, cuya secuencia consenso es TA/GCCGACAT. Se han 

identificado varias proteínas de unión a DRE como las CBF/DREB (por CRT-Binding 

Factor/DRE Binding proteins) en Arabidopsis. Estas proteínas pertenecen a una familia de 
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factores de transcripción exclusiva de plantas, denominada AP2/EREBP (por 

“AP

Aún cuando en cada respuesta existen atributos específicos, las bajas 

temperaturas, la sequía y las altas concentraciones de sales son estímulos que 

promueven el déficit hídrico intracelular, por lo que pueden compartir ciertos elementos 

que representarían nodos o puntos de interacción entre diferentes vías de señalización; 

de ahí que es de esperarse que existan múltiples sensores primarios para diferenciar las 

señales de estrés y diferentes puntos de cruce entre vías de señalización. Algunos de los 

elementos que se conocen hasta el momento que están involucrados en las vías de 

señalización en respuesta a temperaturas bajas y a deshidratación se esquematizan en la 

Figura 2.  

etala2/Ethylene-Responsive Element-Binding Protein”), de la que varios de sus 

miembros están involucrados en el desarrollo y la expresión genética en respuesta a 

hormonas (Kizis et al., 2001). Estos factores transcripcionales comparten una región 

conservada de 60 a 70 aminoácidos, el dominio AP2, el cual está compuesto de dos 

módulos, uno de 20 aminoácidos básicos e hidrofílicos en la región amino (elemento 

YRG) y una secuencia en el extremo carboxilo que puede formar una α-hélice anfipática 

(elemento RAYD) (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2000). La expresión de todos los 

genes CBF/DREB1 en Arabidopsis es baja en condiciones normales de crecimiento, pero 

incrementa en respuesta a frío, como en el caso de los factores CBF1-3 (Gilmour et al., 

1998) y en el caso de CBF4, en respuesta a sequía, de manera dependiente de ABA. La 

sobreexpresión de CBF4 en Arabidopsis promueve la inducción constitutiva de genes de 

respuesta a estrés que contienen el elemento DRE/CRT e incrementa la tolerancia a 

sequía y frío (Haake et al., 2002). La expresión constitutiva de los genes CBF de 

Arabidopsis en plantas de Brassica napus resulta en un incremento en la tolerancia a frío 

(Jaglo et al., 2001). De igual manera, la sobreexpresión de DREB1A, otorga  una marcada 

tolerancia a deshidratación, sal y frío en plantas de Arabidopsis (Kasuga et al., 1999). Un 

gen ortólogo de arroz (OsDREB1) sobreexpresado en Arabidopsis, otorga un fenotipo de 

tolerancia a sal, sequía y frío (Dubouzet et al., 2003).  
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IV.3 Regulación a nivel postranscripcional en la respuesta a déficit hídrico. 

La transcripción de un gen se encuentra regulada por eventos que pueden modular la 

producción, la localización, la estabilidad o la eficiencia de traducción de un RNA 

mensajero (RNAm) (Kuersten y Goodwin, 2003). El procesamiento del extremo 5’ 

involucra la adición de una G formando un enlace trifosfato (GpppN) que se modifica por 

metilación, y el extremo 3’ contiene secuencias que guían el sitio donde se corta el RNA 

mensajero y se le adiciona la cola de  poli(A), que le confiere estabilidad y permite que se 

recluten los factores de inicio de la traducción, una vez que el mensajero está maduro y 

es exportado al citoplasma (Graber et al., 1999). Allí se puede encontrar en tres estados 

que en condiciones óptimas se encuentran en un equilibrio dinámico: en traducción activa, 

no traducido o almacenado en complejos de ribonucleoproteínas, y en proceso de 

degradación. Cuando hay estrés se pueden formar gránulos donde se degradan o se 

Figura 2. Redes transcripcionales regulatorias de los elementos que actúan en cis y los factores 
transcripcionales de las vías de señalización involucrados en la expresión genética en respuesta a 
estrés osmótico y frío en Arabidopsis. Los factores transcripcionales están mostrados en elipses  
de color, y los elementos en cis en cajas. Los círculos pequeños indican modificaciones 
postranscripcionales, como fosforilación, que se necesitan para activar a los factores 
transcripcionales. Las respuestas tempranas de la expresión genética se muestran en la parte 
superior, mientras que las respuestas tardías y adaptativas se muestran en la parte inferior. Las 
flechas grises indican las principales vías de señalización; las líneas punteadas indican 
interacciones proteína-proteína. Reproducido de  Shinozaki y Yamaguchi-Shinozakii  (2006). 



 25 

mantiene inhibida la traducción de una población de RNA mensajeros en particular : los 

cuerpos de procesamiento y los gránulos de estrés, donde se almacenan diversos 

elementos que participan en la traducción. Estos gránulos desaparecen cuando se 

recuperan las condiciones óptimas (Weber et al., 2008). Las regiones no traducidas 

pueden regular la estabilidad o vida media del RNA mensajero, como se ha encontrado 

para la región 3’ del RNAm que codifica para α-amilasa 3 en plantas de arroz en 

respuesta a la disponibilidad de carbono (Chan y Yu, 1998a, 1998b) o en el caso de la 

región 5’ a través de la cual se puede regular la traducción del RNAm al promover cierta 

estructura secundaria y el reclutamiento de factores de inicio de la traducción (Hulzink et 

al., 2002; Mardanova et al., 2007).   

Entre los mecanismos que participan en la regulación postranscripcional de la 

expresión genética están la degradación de RNAm o la inhibición de la traducción de los 

mismos debido a la acción de los microRNAs (miRNAs), que son moléculas pequeñas de 

RNA de 21 a 23 nucleótidos y están involucrados en procesos del desarrollo  y respuesta 

a estrés en eucariotes (Lai, 2003). En general, se ha visto que los miRNAs de plantas 

tienen una tendencia a regular factores de transcripción tipo MYB, ARF, CBF y AP2 

(implicados en el desarrollo y en respuesta a auxinas y frío, entre otras), proteínas de 

unión a ácidos nucleicos y transductores de señales (Jones-Rhoades y Bartel, 2004; 

Wang et al., 2004; Arenas-Huertero et al., 2009). Este mecanismo de silenciamiento 

postranscripcional de genes involucra la producción de un precursor de RNA que se 

conforma en una estructura particular de tallo-asa (Bartel, 2004). Se ha encontrado que 

existen otras moléculas pequeñas de RNA cuya biogénesis es distinta a la de los 

miRNAs, pero su mecanismo de acción es similar, es decir, son moléculas de RNA de 21-

24 nt que se generan a partir de un duplex de RNA, como los siRNA (por “small interfering 

RNA

La traducción o síntesis de proteínas consta de tres etapas: la iniciación, la elongación 

y la terminación. Cada etapa está modulada  por distintos complejos proteínicos, aunque 

”) que pueden generarse por la replicación de virus de RNA de doble cadena que 

infectan las células o por el sobrelape de transcritos en antisentido (tasiRNA), etc. Una 

vez que son cargados al complejo proteínico de silenciamiento inducido por RNA (RISC), 

se aparean con el RNAm que posee secuencias homólogas al RNA pequeño, 

desencadenando la degradación del mensajero. En animales es más común que los 

miRNAs dirijan la represión traduccional, la desestabilización del RNAm o una 

combinación de ambos, al igual que en plantas (Brodersen y Voinnet, 2006; Filipowicz et 

al., 2008; Covarrubias y Reyes, 2009). 
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el principal punto de regulación es la iniciación. Es importante considerar que la 

traducción es un proceso energéticamente costoso, por lo que el estrés provoca una 

inhibición generalizada de la síntesis de proteínas para dar preferencia a las que se 

requieren para tolerar el estrés (Bailey-Serres, 1999). Existen algunos ejemplos donde se 

ha observado que las regiones no traducidas (3’) pueden ser importantes para la 

expresión específica en órganos o tejidos, utilizando fusiones transcripcionales de un gen 

reportero con la región 3’ del gen de interés (Chen et al., 1998; Patel et al., 2004).     

En plantas sometidas a déficit hídrico o hipoxia, la síntesis de proteínas disminuye con 

respecto al control, la fracción polisomal se reduce a partir de 30 min de inicio del estrés 

mientras que la fracción monosomal aumenta, y este proceso es reversible al poco tiempo 

que se recuperan las plantas (Hsiao, 1970; Dhinsa y Cleland, 1975; Branco-Prince et al., 

2005; Battaglia, 2008, Tesis Doctoral). En granos de polen maduros, donde ocurre una 

desecación programada, hay una acumulación de RNAs que se requieren para el inicio de 

la traducción durante la germinación del polen, de manera semejante a lo que ocurre en la 

imbibición de la semilla. El gen Ntp303 se regula a nivel traduccional, ya que sólo se 

expresa en el momento de la germinación y depende de la región 5’ no traducida (Hulzink 

et al., 2002; Nakabayashi et al., 2005). 

 

V. PROTEÍNAS PROTECTORAS DE LA MAQUINARIA CELULAR 

 

Las proteínas de choque térmico (HSPs, por sus siglas en inglés “Heat Shock Proteins”) y 

las proteínas de embriogénesis tardía (LEAs) son dos tipos de proteínas muy importantes 

dentro de la respuesta adaptativa ante déficit hídrico, salinidad y temperaturas extremas 

(Ingram y Bartels, 1996).  

 

V.1 Proteínas de choque térmico (HSP). 

Las HSP se agrupan en varias familias, están conservadas desde bacterias hasta 

mamíferos y se inducen de manera abundante en estrés por altas temperaturas. Su 

función primordial es la de chaperonas moleculares, que entre otras funciones, ayudan a 

prevenir el plegamiento incorrecto de proteínas inmaduras o que están siendo 

translocadas a través de una membrana, aumentan la estabilidad de proteínas en su 

conformación nativa, facilitan el plegamiento correcto de proteínas desnaturalizadas, 

reactivándolas, y previenen la agregación de proteínas desnaturalizadas o deshacen los 

agregados ya formados. Dentro de las cinco familias de HSPs (HSP100, HSP90, HSP70, 
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HSP60 y sHSP) las  sHSP, o proteínas de choque térmico de bajo peso molecular, tienen 

un dominio conservado relacionado a la α-cristalina de los vertebrados y su actividad es 

independiente de ATP; se inducen también en respuesta a deshidratación, a diferencia de 

las otras HSPs que se inducen por otros estímulos, como estrés calórico, etanol y metales 

pesados (Vierling, 1991; Wang et al., 2004). Las sHSPs son muy abundantes en plantas, 

son proteínas de bajo peso molecular (17-28 kDa) que forman oligómeros de 9 a más de 

30 subunidades. Se han agrupado en cinco familias, dos de ellas se localizan en el citosol 

y las restantes se localizan en el cloroplasto, retículo endoplásmico y mitocondrias, 

respectivamente. Su localización diferencial sugiere una divergencia funcional a nivel 

subcelular y durante el desarrollo, así como durante condiciones de estrés (Waters et al., 

1996). Por ejemplo, una sHSP de frijol (PvHSP17/ RSP19) se induce por déficit hídrico 

principalmente en raíces, pero también responde a ABA, choque térmico y se acumula 

durante la embriogénesis tardía, expresándose aún en plantas no estresadas (Colmenero-

Flores et al., 1997). La sobreexpresión de AtHSP17.6A en Arabidopsis incrementa la 

tolerancia a estrés osmótico y calor (Sun et al., 2001).  Una sHSP de chícharo 

(PsHsp18.1) se utilizó como modelo para identificar los sitios de interacción con sustratos 

como la malato deshidrogenasa y la luciferasa,  encontrando que una región flexible 

(intrínsecamente no estructurada) hacia el amino terminal de la sHSP es importante para 

interaccionar con sus sustratos y ésta región puede presentar diversas geometrías para la 

interacción con ellos (Jaya et al., 2009).  

 

V.2 Proteínas de embriogénesis tardía (LEA). 

Entre las proteínas que se sintetizan en respuesta a déficit hídrico se encuentran las 

proteínas LEA, que originalmente fueron descritas por su elevada acumulación en la fase 

de maduración y desecación de la semilla (Dure, 1993). Por ejemplo, una proteína LEA4 

de algodón está distribuída uniformemente en todas las células del embrión en una 

concentración aproximada de 0.3 mM (Roberts et al., 1993). A pesar de que no existe una 

similitud significativa entre los miembros de las diferentes familias, las características 

comunes de estas proteínas son su índice de hidrofilicidad igual o mayor a 1 y un elevado 

contenido de glicinas y otros aminoácidos pequeños y cargados (Garay-Arroyo et al., 

2000). Se ha encontrado que otros organismos como bacterias, levaduras (Garay-Arroyo 

et al., 2000), nemátodos (Solomon et al., 2000), rotíferos (Tunnacliffe et al., 2005), 

artrópodos (Kikawada et al., 2006) y crustáceos (Hand et al., 2007; Menze et al., 2009) 

poseen proteínas con características fisicoquímicas similares. Otra característica en 
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común es su inducción en situaciones de déficit hídrico, ya sea impuestas en el desarrollo 

o por el ambiente, por lo que se ha propuesto que las proteínas LEA de plantas formen un 

subgrupo dentro de las “hidrofilinas”, un grupo de proteínas con características 

fisicoquímicas similares que incluye organismos eucariontes y procariotes (Garay-Arroyo 

et al., 2000). La conservación de dominios en los miembros de las diferentes proteínas 

LEA, la correlación entre los patrones de acumulación de transcritos y proteínas en 

condiciones de déficit hídrico, impuestas durante la embriogénesis tardía o durante el 

crecimiento vegetativo, sugieren su papel fundamental en la tolerancia a la desecación en 

plantas. Las características fisicoquímicas de las hidrofilinas permiten predecir que en 

solución estas proteínas se encuentran en conformaciones flexibles (“random coils”) por lo 

que pertenecen al grupo de las proteínas intrínsecamente no-estructuradas (Dyson y 

Wright, 2005). Aunque no se tiene evidencia experimental directa de la función biológica 

de estas proteínas, se ha sugerido que su conformación no globular y su gran 

hidrofilicidad, permitiría su interacción con el agua, reteniéndola en tejidos sujetos a déficit 

hídrico (McCubin y Kay, 1985). También podrían actuar como solutos compatibles al 

prevenir la pérdida excesiva de agua en los embriones y crear ambientes de “solvatación” 

o hidratación preferencial para proteger estructuras citosólicas y macromoléculas (Garay-

Arroyo et al., 2000; Hoekstra et al., 2001). En nuestro grupo se ha demostrado que estas 

proteínas también pueden proteger ciertas proteínas de los efectos dañinos provocados 

por la deshidratación previniendo cambios conformacionales en las proteínas que afectan 

su función (ver abajo). 

El papel protector de los azúcares y las proteínas en la etapa de desecación de la 

semilla, se debe a su participación en la vitrificación del agua, la estabilización de lípidos y 

proteínas de las membranas. La capacidad de interaccionar y atraer moléculas de agua 

por parte de las proteínas LEA mantiene un ambiente localmente enriquecido en agua o 

en algunos casos puede actuar como reemplazo de las moléculas de agua, por lo que su 

efecto protector a nivel subcelular es muy importante para la tolerancia a la desecación 

para proteger las esctructuras subcelulares conforme se va perdiendo el agua en la 

semilla (Hoekstra et al., 2001).  

Algunas proteínas LEA pueden inducirse por la aplicación de ABA en embriones 

aislados de la semilla en etapas inmaduras, que normalmente no son tolerantes a la 

desecación y la aplicación de la hormona las vuelve resistentes a la deshidratación, así 

como la deshidratación lenta, en un proceso que puede simular la desecación de la 

semilla en la planta (Bewley y Black, 1994). 
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V.3 Clasificación de las proteínas LEA. 

Se han propuesto varias clasificaciones para las proteínas LEA, basadas en la 

conservación de la secuencia primaria en los miembros de una misma familia o grupo 

(Dure, 1993; Ingram y Bartels, 1996; Cumming, 1999). Recientemente se desarrolló un 

algoritmo informático denominado POPP (por “Protein or Oligonucleotide Probability 

Profile”, Wise, 2002) que compara las secuencias de las proteínas basándose en la 

similitud de sus composiciones peptídicas y las clasifica, con base en la sub- o sobre- 

representación de aminoácidos particulares dentro de su secuencia primaria en 4 familias 

y 8 superfamilias (Wise y Tunnacliffe, 2004). Esta última clasificación, al no tomar en 

cuenta las características estructurales de las familias y la homología de secuencias 

dentro de cada familia, reagrupa de manera totalmente diferente a las proteínas LEA y 

podría dificultar el análisis de su función biológica. 

La clasificación que se seguirá en este trabajo es la propuesta por Battaglia et al. 

(2008), que las divide en siete grupos, basándose en la conservación de firmas o motivos 

que distinguen a cada uno de los grupos, considerando las proteínas ASR (no presentes 

en Arabidopsis) y las descritas en nuestro laboratorio cuyo primer representante fue la 

PvLEA-18 de frijol. Por otra parte, las proteínas LEA atípicas o hidrofóbicas, que no 

cumplen con las características de las hidrofilinas, se proponen como un grupo separado 

de las LEAs hidrofílicas (grupo LEA5) y se pueden subclasificar en por lo menos tres 

subgrupos independientes (ver artículo de revisión en el apéndice).  

Los miembros del grupo 1 son proteínas de bajo peso molecular y ricas en glicinas 

(16-21% de la composición total) por lo que adoptan estructuras secundarias flexibles y 

poseen al menos un motivo conservado de 20 residuos que se repite en tándem a lo largo 

de la proteína de 1 a 4 veces. La proteína EM de trigo representa a este grupo, del que se 

han encontrado homólogos en diversas especies vegetales (Ried y Walker-Simmons, 

1993). El grupo 2 (también conocido como dehidrinas) es uno de los más grandes en 

cuanto al número de proteínas reportadas y se acumulan en altos niveles en respuesta a 

diferentes tipos de estrés como sequía, alta salinidad, bajas temperaturas, déficit de 

fosfato o a la aplicación exógena de ABA. Son de tamaño variable (14-150 KDa) y poseen 

al menos tres motivos representados diferencialmente entre las proteínas de la familia y 

que están altamente conservados. En el extremo carboxilo el dominio que es 

característico de todas las dehidrinas, denominado segmento K, está compuesto de una o 

varias repeticiones en tándem de 15 residuos, rico en lisinas, cuya secuencia consenso es 
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EKKGIMDKIKEKLPG (Dure,1993; Close, 1996). Se predice que este segmento forma α-

hélices anfipáticas y que puede tener interacciones hidrofóbicas con proteínas 

parcialmente desnaturalizadas y membranas. Algunas dehidrinas también pueden poseer 

un motivo en la región amino terminal denominado segmento Y, cuya secuencia consenso 

es (V/T)DEYGNP, así como un motivo rico en serinas, denominado segmento S, de 6 a 9 

residuos fosforilables contiguos, como se ha demostrado en el caso de RAB17 de maíz 

(Goday et al., 1994). Se han encontrado dehidrinas en el citoplasma, la vacuola y el 

núcleo (Heyen et al., 2002; Karlson et al., 2003). Las proteínas del grupo 3 se 

subclasifican en dos subgrupos (D-7/D29), aunque comparten un dominio de 11 residuos, 

repetido en tándem a lo largo de la proteína de 5 a 13 veces, lo cual hace que tengan 

tamaños muy variables. Estos onceámeros están conservados en la posición de algunos 

de los residuos a lo largo del onceámero, lo cual permite que formen α-hélices anfipáticas 

con la posibilidad de interacciones intra- e intermoleculares (Battaglia et al., 2008).  

Las proteínas del grupo 4 son de tamaño variable, de 88 a 175 aminoácidos, son ricas 

en glicinas, treoninas y, a diferencia de otras familias, en alaninas. Según las predicciones 

basadas en su secuencia de aminoácidos poseen dos dominios, uno en la región amino-

terminal (60-80 aminoácidos) que presenta homología de secuencia entre los miembros 

de la familia y forma una α-hélice anfipática y otro, con menor homología de secuencia, 

que forma una estructura aleatoria y varía mucho en tamaño (Dure, 1993; Ingram y 

Bartels, 1996). El grupo 5 la integran las proteínas LEA atípicas, ya que no presentan el 

grado de hidrofilicidad ni la composición general de aminoácidos que caracteriza a las 

demás proteínas LEA (Galau et al., 1993). El grupo 6 fue descrito más recientemente, 

está compuesta por proteínas altamente hidrofílicas que se localizan en el citoplasma y en 

el núcleo (Colmenero-Flores et al., 1997). En el caso de la PvLEA18, que fue la primera 

proteína descrita para este grupo, se ha propuesto que responde al estatus hídrico de la 

planta durante el desarrollo, ya que se expresa no sólo en plantas expuestas a estrés 

hídrico sino también en las regiones de crecimiento de plantas bien irrigadas (Colmenero-

Flores et al., 1999).  

Las proteínas ASR forman el grupo 7, son proteínas hidrofílicas que se localizan en 

núcleo y citoplasma y fueron descritas inicialmente en plantas de tomate, y posteriormente 

se encontraron genes ortólogos en otras especies como papa, maíz, arroz, pino, uva, 

aunque no hay representantes en Arabidopsis (Silhavy et al., 1995; Rossi et al., 1996; 

Vaidyanathan et al., 1999; Maskin et al., 2008). Estas proteínas también se expresan en la 

embriogénesis tardía y en respuesta a déficit hídrico, y en algunos casos se ha visto que 
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tienen una función en la señalización por azúcares y ABA (Carrari et al., 2004). Para cada 

una de las familias LEA, se llevó a cabo una búsqueda de motivos conservados que se 

muestran en la Figura 3 y se discuten con detalle en el artículo de revisión publicado por 

Battaglia et al. (2008, ver artículo en el anexo 2 de este manuscrito). 

 

                
 

 

 

 

V. 4. Sobreexpresión de genes que codifican para proteínas tipo LEA. 

Existe una elevada correlación de la acumulación de estas proteínas ante situaciones 

de déficit hídrico, ya sea impuestas durante el desarrollo (embriogénesis) o durante el 

crecimiento vegetativo. Su posible papel en la respuesta adaptativa de las plantas a la 

limitación de agua se ve apoyado por experimentos de sobreexpresión de algunos genes 

LEA en plantas y en levaduras. La sobre-expresión del gen HVA1 de cebada, que codifica 

para una proteína LEA3, aumenta la tolerancia de las plantas de arroz a deshidratación y 

salinidad (Xu et al., 1996; Babu et al., 2004), mientras que su sobreexpresión en trigo 

Figura 3. Motivos conservados para las principales familias de proteínas LEA hidrofílicas.  Para 
cada grupo se indica la longitud promedio de las proteínas que lo conforman, así como la 
correspondencia con la nomenclatura asignada por la clasificación de PFAM, y los subgrupos que 
se encontraron para cada grupo.  Las  cajas de colores indican los motivos y el número asignado 
a cada motivo, pero no implica ninguna relación entre las secuencias de cada grupo. Reproducido 
de Battaglia et al. (2008). 
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incrementa la productividad en biomasa y eficiencia en el uso de agua bajo condiciones 

de estrés hídrico (Sivamani et al., 2000). La proteína LE25 de tomate, de la familia 4, 

aumenta la tolerancia a salinidad y congelamiento cuando el gen que la codifica se sobre-

expresa en levadura (Imai et al., 1996). Se ha reportado la presencia de la proteína EM en 

plántulas de trigo resistentes a desecación (Ried y Walker-Simmons, 1993) y se ha 

observado que la expresión heteróloga del gen EM en levadura, promueve su crecimiento 

en presencia de una variedad de compuestos osmóticamente activos (NaCl 1M, KCl 1M y 

sorbitol 1.5 M) por lo que se propone un papel de osmoprotector (Swire-Clark y Marcotte, 

1999). La sobreexpresión de los genes que codifican para las proteínas PMA80 y 

PMA1959 provenientes de plantas de trigo en arroz, otorgan una mayor integridad a 

membranas en tratamientos de estrés por alta salinidad, y las plantas muestran una 

mayor acumulación de biomasa y recuperación después de estar expuestas a 

tratamientos de sequía y alta salinidad (Cheng et al., 2002).  La expresión constitutiva de 

genes COR incrementa la tolerancia de cloroplastos al congelamiento in vivo, como el 

caso del gen COR15A (Steponkus et al., 1998), pero el efecto de este mismo gen no es 

significativo en la sobrevivencia de plantas completas durante congelamiento (Jaglo-

Ottosen et al., 1998). La expresión constitutiva de múltiples genes de respuesta a estrés, 

entre ellos los relacionados a genes LEA, como RD29A,  COR6.6, COR15A, al ser 

activados por la sobreexpresión de los genes que codifican para factores de transcripción 

(CBF1/DREB1A, CBF3), correlaciona con la tolerancia a sequía, salinidad y 

congelamiento en Arabidopsis (Jaglo-Ottosen et al., 1998; Kasuga et al., 1999, Gilmour et 

al., 2000); así como con la tolerancia a sequía en trigo (Pellegrineschi et al., 2004). Lo 

anterior sugiere que los productos de estos genes, al igual que las diferentes familias de 

proteínas LEA, podrían actuar de manera sinérgica para incrementar la tolerancia al déficit 

hídrico.  

Sin embargo, la expresión ectópica de una proteína puede dar resultados que no 

necesariamente indican su papel en la respuesta adaptativa de la planta o en un proceso 

específico en su desarrollo, ya que se está expresando de manera constitutiva en 

prácticamente todos los tejidos. Es por ello que en este trabajo decidimos utilizar el 

análisis por pérdida de función, en donde la ausencia de los productos finales de la 

expresión genética esté relacionada a fenotipos de sensibilidad ante el déficit hídrico en 

diferentes etapas del desarrollo de la planta.  
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VI. LA GENÉTICA REVERSA: UNA HERRAMIENTA EN EL ANALISIS FUNCIONAL DE 

GENES DE RESPUESTA A DÉFICIT HÍDRICO 

 

Una de las metodologías de genética reversa que ha tenido un gran auge en estos 

últimos años para conocer la función de genes es el mecanismo de interferencia de RNA 

(RNAi), es decir, el silenciamiento de genes por medio de la degradación 

postranscripcional del RNA mensajero que codifican (mecanismo conocido también como 

silenciamiento postranscripcional de genes, PTGS o interferencia de RNA de doble 

cadena). El PTGS es un mecanismo que tiene como resultado la degradación específica 

de una población de RNAs homólogos al RNA interferente (Vaucheret et al., 2001). El 

mecanismo fue descubierto por primera vez en plantas transgénicas que expresaban 

copias extra de un gen endógeno y se le llamó cosupresión, debido a que se observó la 

degradación de los mensajeros codificados por el gen endógeno y el transgen, dando 

como resultado un fenotipo de pérdida de función (Napoli et al., 1990). Posteriormente, se 

encontró que este proceso también ocurre de manera similar en otros eucariotes como 

ciliados, hongos y en diferentes clases de animales como nemátodos y mamíferos 

(Tijsterman et al., 2002). En los sistemas de silenciamiento de estos organismos, un 

componente clave involucra moléculas de RNA de doble cadena (dsRNA) que pueden ser 

generadas por RNA polimerasas dependientes de RNA producidas por el hospedero, por 

virus (Dalmay et al., 2000; Mourrain et al., 2000; Vance y Vaucheret, 2001) o por la 

transcripción de secuencias invertidas repetidas (Waterhouse et al., 1998; Chuang y 

Meyerowitz, 2000; Escobar et al., 2001). Este dsRNA es degradado a fragmentos de 21-

26 nucleótidos (denominados siRNA), los cuales se postula actúan como guías para la 

maquinaria de degradación, de la que también forma parte una ribonucleasa de varias 

subunidades (RISC, por RNA Induced Silencing Complex) que degrada RNAs con 

homología de secuencia al dsRNA, la especificidad se logra por medio del apareamiento 

de bases entre el siRNA y la secuencia blanco (Hamilton y Baulcombe, 1999; Zamore et 

al., 2000; Zamore, 2001). El mecanismo de silenciamiento en plantas actúa también a 

nivel transcripcional y está relacionado con metilación y otras modificaciones en el DNA. 

Por otra parte, el silenciamiento no es autónomo: puede ser trasmitido de manera 

sistémica a toda la planta y debe involucrar una señal, desconocida hasta el momento, 

que se mueve a través de los plasmodesmos y el sistema vascular, y que podría incluir un 

componente de ácido nucleíco para asegurar la especificidad de secuencia (Mlotshwa et 

al., 2002). Una señal similar puede existir en Caenorhabditis elegans, en el cual el 
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mecanismo de silenciamiento de RNA también se puede inducir localmente para 

extenderse posteriormente a otras partes del organismo (Fire et al., 1998). Recientemente 

se ha clasificado a los siRNA en dos clases: una de 21-22 nucleótidos que dirige la 

degradación secuencia-específica de RNA mensajero y otra de 24-26 nucleótidos que 

correlaciona con el silenciamiento sistémico y la metilación de DNA (Hamilton et al., 

2002). Se han asignado varias funciones para el silenciamiento de RNA, como parte de la 

protección adaptativa en contra del ataque por virus, defensa en contra de elementos 

móviles de DNA, degradación de RNAs aberrantes y en la regulación de expresión 

genética durante el desarrollo (Tijsterman et al., 2002).  

Según lo reportado en la literatura, la eficiencia de silenciamiento de genes 

utilizando esta metodología puede alcanzar niveles cercanos al 100% y con una elevada 

especificidad de secuencia, de tal manera que genes homólogos hasta en un 80% no son 

afectados (Schweizer, et al., 2000; Smith et al., 2000), lo cual  permitiría anular de manera 

específica la producción de proteínas de una sola familia.  

Otro mecanismo de PTGS está basado en el uso de microRNAs artificiales (a-

miRNA), que también se basan en el uso de la maquinaria de silenciamiento endógeno de 

la planta, pero que pueden utilizarse para silenciar con una sola construcción a más de un 

mensajero que comparta homología de secuencia con el a-miRNA y se puede emplear en 

condiciones en las cuales no es efectivo el silenciamiento por siRNAs; por ejemplo, a 

temperaturas bajas donde la maquinaria de silenciamiento inducido por RNAi no es 

funcional. Esta metodología novedosa se ha utilizado para conferir resistencia a virus en 

plantas de Arabidopsis y se ha aplicado con éxito para silenciar postranscripcionalmente 

la expresión de uno o varios genes de interés en una sola construcción, en lugar del 

blanco original que es un factor transcripcional tipo MYB, para el cual está dirigido el 

microRNA que se utiliza como templado (ath-mir159a) (Niu et al., 2006). 

Aunque el análisis genético de mutaciones que afecten la funcion de alguna(s) 

hidrofilina(s) es muy limitado, la inactivación de genes que codifican para este tipo de 

proteínas, algunas de ellas homólogas a las proteínas LEA, se ha llevado a cabo en 

bacterias. Este es el caso de una proteína homóloga a proteínas LEA del grupo 1 en la 

bacteria Deinococcus radiodurans, cuya deficiencia provoca un fenotipo de sensibilidad a 

la desecación (Battista et al., 2001). De manera similar, la remoción del gen rmf de 

Escherichia coli, el cual codifica para una hidrofilina, resulta en un fenotipo osmosensible 

(Garay-Arroyo et al., 2000). 
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En plantas existen algunos reportes de mutantes sencillas para genes tipo LEA: 

una en el musgo Physcomitrella patens que codifica para una dehidrina y otra en 

Arabidopsis, que codifica para uno de los dos miembros que conforman al grupo 1 en esta 

planta modelo.  En el musgo se encontró que la falta de esta dehidrina provoca un 

fenotipo osmosensible, ya que no son capaces de recuperarse de un estrés osmótico o 

salino (Saavedra et al., 2006). En Arabidopsis se detectó un ligero fenotipo en el 

desarrollo de las silicuas, ya que algunas de las semillas que se encuentran en el extremo 

distal de la silicua mostraban una maduración prematura (Manfre et al., 2006). El análisis 

de los efectos provocados por el silenciamiento de un gen para una proteína LEA del 

grupo 4 de cacahuate se llevó a cabo en plantas de tabaco, en donde se expresó 

transitoriamente una construcción que desencadenaba el silenciamiento del gen 

endógeno por medio de un virus, lo cual conllevó aparentemente a que los tejidos 

vegetativos de las plantas de tabaco fueran más sensibles a ciertos tratamientos de 

sequía (Sentil-Kumar y Udayakumar, 2006). Debido a que existen varias familias de 

proteínas LEA en una misma planta, podría haber redundancia funcional entre los 

miembros de las diferentes familias; sin embargo, a la fecha no existen reportes de 

análisis con mutantes de toda una familia de estas proteínas, por lo que sería conveniente 

abordar un estudio mediante este enfoque (Wang y Waterhouse, 2001). 

 

ANTECEDENTES 

 

Se han abordado muy pocos estudios acerca del mecanismo de acción de las 

proteínas LEA, en particular, acerca de los blancos con los que cada familia puede 

interaccionar in vivo. Los experimentos in vitro que se han llevado a cabo de manera 

independiente en nuestro laboratorio y en otros, indican que algunas proteínas LEA de 

varias familias pueden interaccionar con enzimas como LDH o MDH, protegiendo su 

actividad en ciclos de congelamiento/descongelamiento o en condiciones de 

deshidratación controlada (Hara et al., 2001; Bravo et al., 2003; Reyes et al., 2005).  La 

cantidad de agua que queda disponible en estos ensayos (<1%) está dentro del intervalo 

en el cual los organismos sensibles a la desecación responden a un déficit hídrico severo 

(Hoekstra et al., 2001). En nuestro laboratorio se han ensayado las proteínas DSP16, 

ERD10 (LEA2), AtLEA76 (LEA 3) y AtD-113 (AtLEA4-5), así como las hidrofilinas YCIG de 

Escherichia coli y la SIP18 de Saccharomyces cerevisiae. Todas ellas mostraron una 

protección de la actividad enzimática de LDH o MDH después de la rehidratación, a 
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diferencia de la PvLEA-18 (LEA 6) y otras proteínas no relacionadas a estrés, como la 

RNAsa A y la α-cristalina (Reyes et al., 2005). Es importante destacar que aunque el 

efecto protector se observa a diferentes relaciones molares entre la enzima y la hidrofilina 

(1:5–1:1), una relación molar 1:1 es suficiente para prevenir la pérdida de actividad 

enzimática bajo condiciones de deshidratación parcial. La capacidad de protección de 

cada proteína, puede o no depender de la presencia de los dominios conservados y de la 

severidad del déficit hídrico, pero supera el efecto protector que posee la albúmina (BSA), 

y es más efectiva que la relación molar necesaria de moléculas como trealosa (2 órdenes 

de magnitud mayor) para proteger en estas condiciones severas de deshidratación 

(Reyes et al., 2008). Sin embargo, no todas las proteínas de otras familias son capaces 

de proteger la actividad de estas enzimas bajo las condiciones ensayadas (ej. proteínas 

LEA del grupo 6), lo cual sugiere que no todas las hidrofilinas son capaces de 

interaccionar con proteínas, sino que sus blancos naturales pudieran ser otro tipo de 

macromoléculas como los ácidos nucleicos (Rivera, L, datos no publicados). Por otra 

parte, se determinó que la inactivación de estas enzimas correlaciona con la exposición 

de superficies hidrofóbicas durante la remoción parcial de agua. Esto se midió por 

ensayos de fluorescencia con ANS (1-anilinonaftaleno-8-sulfonato), cuya emisión a 460 

nm incrementa cuando se une a grupos hidrofóbicos.  Cuando la deshidratación ocurre en 

presencia de una hidrofilina (DSP16 o SIP18) los niveles de fluorescencia son muy 

similares a los de muestras que no estuvieron expuestas a deshidratación. El uso de un 

agente entrecruzador permitió detectar la interacción de una hidrofilina (SIP18) con ambas 

enzimas, indicando que la interacción proteína-proteína forma parte del mecanismo de 

protección. Los resultados sugieren que el mecanismo de protección involucra la 

organización de moléculas de agua y la interacción directa entre proteínas para prevenir 

cambios estructurales en la enzima que modifican su estructura terciaria y su actividad 

(Reyes et al., 2005; 2008). En el caso de proteínas LEA con señales de localización a 

mitocondria o cloroplasto, su localización y su capacidad de protección in vitro a enzimas 

presentes en esos compartimentos subcelulares, han sido verificadas. Tal es el caso de 

una proteína LEA del grupo 3 de chícharo, que se localiza en la matriz mitocondrial y para 

la que se comprobó que otorga protección in vitro a enzimas que se encuentran en ese 

compartimento específico, como fumarasa, rodanasa y citrato sintasa (Grelet et al., 2005). 

Es importante destacar que la presencia ubicua de estas proteínas en organismos 

procariotes y eucariotes sugiere que su papel es muy importante en la respuesta ante 

déficit hídrico, sin embargo hasta la fecha no se sabe exactamente cuál es su mecanismo 
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de acción. Los estudios in vitro sugieren que su acumulación en respuesta a 

deshidratación puede tener un papel similar al de las chaperonas que se inducen en 

estrés por calor. La función propuesta para las LEA como “chaperonas del estrés 

osmótico”, sería la de proteger estructuras celulares y macromoléculas, para evitar su 

desnaturalización y pérdida de actividad, antes de que se lleguen a formar agregados de 

proteínas. En los ensayos in vitro, observamos que las hidrofilinas de plantas no son 

capaces de proteger la actividad enzimática cuando se adicionan a la enzima 

deshidratada en niveles tan severos que ya se formaron agregados de proteínas (Reyes 

et al., 2005).  Su actividad protectora previene que se formen estos agregados, pero no 

pueden desagregar o renaturalizar proteínas. 

Debido a que existen varias familias de proteínas LEA en una misma planta, podría 

haber redundancia funcional entre los miembros de una familia y el análisis in vivo por 

pérdida de función resulta difícil en familias con muchos miembros; sin embargo a la fecha 

no existen reportes de análisis con mutantes de toda una familia de estas proteínas. Este 

tipo de enfoque se puede hacer en Arabidopsis, ya que se dispone de bancos de 

mutantes por inserción en la mayoría de los genes, así como una  versatilidad de 

metodologías de silenciamiento post-transcripcional (PTGS, RNAi, microRNAs artificiales). 

En nuestro laboratorio se llevó a cabo un análisis de secuencia en el genoma de 

Arabidopsis para determinar el número de miembros que posee cada una de las 

diferentes familias de proteínas LEA, encontrando que las familias más pequeñas son la 

LEA 1, LEA 4 y LEA 6, que están compuestas por 2 a 3 miembros.  

Elegimos como modelo de estudio a la familia AtLEA4, que posee sólo tres miembros 

en Arabidopsis, los cuales denominamos AtLEA4-1, AtLEA4-2 y AtLEA4-5, en donde los 

números indican el cromosoma en donde se encuentran (loci At1g32560, At2g35300 y 

At5g06760, respectivamente). La mayor identidad de aminoácidos ocurre entre la AtLEA4-

1 y AtLEA4-2, comparadas con la AtLEA4-5, y se ha sugerido que son el resultado de un 

evento de duplicación (Biès-Etheve et al., 2008). El hecho de que esta familia esté 

formada por tres miembros la convierte en un buen candidato para llevar a cabo análisis 

por pérdida de función, minimizando la posible redundancia funcional que se ha 

observado en familias multigénicas. Las proteínas LEA de la familia 4 están muy 

conservadas en la región N-terminal y se predice que puede formar α-hélices anfipáticas y 

“coiled-coils”, mientras que en la región C-terminal, la longitud varía de 20 a 80 residuos y 

no está conservada en secuencia ni en longitud (Dure, 1993; Lupas et al., 1991; Battaglia 

et al., 2008).   
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Durante mis estudios de Maestría, en el Programa de Posgrado en Ciencias 

Bioquímicas, inicié el análisis funcional de uno de los miembros de la familia LEA 4 

(AtLEA4-5), cuya expresión a nivel de transcrito y proteína se demostró durante la 

embriogénesis en condiciones óptimas de desarrollo, así como en respuesta a déficit 

hídrico en tejidos vegetativos y reproductivos. Se demostró que esta proteína se acumula 

en la embriogénesis tardía y en respuesta a tratamientos de déficit hídrico, 

particularmente, en tratamientos de sequía. Se llevó a cabo un análisis fenotípico de 

plantas transgénicas que sobreexpresaban el gen que codifica para esta proteína. Las 

plantas mostraron una mayor tolerancia a déficit hídrico, cuantificado como un mayor 

contenido relativo de agua durante la sequía, así como una mejor recuperación después 

de un período prolongado de sequía. Esta recuperación fue cuantificada como una mayor 

acumulación de biomasa, mayor porcentaje de sobrevivencia y producción de un mayor 

número de botones florales con respecto a los obtenidos con plantas silvestres.  

Aunque el estudio a la fecha de estas proteínas ha permitido avanzar en nuestro 

conocimiento en cuanto a su estructura y función, aún resta por contestar muchas 

preguntas importantes, algunas de ella relativas a su participación en la adaptación o 

ajuste de la planta a una condición de déficit hídrico; ya que, a pesar de que se ha 

propuesto desde hace varios años su posible contribución en la tolerancia a la sequía, y 

de que existe cierta evidencia circunstancial en este sentido, a la fecha no existe 

evidencia directa de ello. 

Con estos antecedentes y preguntas en mente se abordó el enfoque de pérdida de 

función utilizando plantas con niveles disminuídos o nulos para los miembros de la familia 

LEA4 en plantas de Arabidopsis, para determinar si había un fenotipo de sensibilidad en 

las plantas como resultado de la falta de expresión de uno, dos o los tres miembros de 

esta familia durante el proceso de deshidratación y la posterior rehidratación de las 

plantas. 
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DESCRIPCION DE LA ESPECIE EN ESTUDIO 

 

Arabidopsis thaliana es una planta herbácea anual de la familia Brassicaceae, que 

tiene hojas en forma de roseta y presenta una clara transición entre las fases de 

crecimiento vegetativa y la reproductiva. Después de la germinación, el meristemo apical 

produce hojas con poca elongación entre hojas sucesivas formando una roseta. El 

número de hojas que se forman depende del genotipo y de las condiciones de 

crecimiento, y una vez que se induce la transición floral el meristemo apical empieza la 

producción de flores. Después de la formación de los primordios florales la planta forma 

un eje caulinar debido a un incremento en la elongación de los internodos entre las hojas 

mas jóvenes y las primeras flores. Las posiciones basales en el eje caulinar de la 

inflorescencia primaria están ocupadas por un número reducido de hojas caulinares (del 

tallo), mientras que las posiciones apicales pueden estar ocupadas por un número 

indeterminado de flores. Los meristemos de las inflorescencias secundarias reiteran el 

patrón de desarrollo de la inflorescencia primaria y también surgen ramificaciones para 

formar inflorescencias terciarias en las axilas de las hojas caulinares de los ejes 

secundarios. También se forman meristemos de inflorescencias de forma basipétala en 

las axilas de las hojas de la roseta. La inflorescencia es un racimo abierto y el desarrollo 

de las flores ocurre de manera acropétala (de posiciones basales a apicales). Las flores 

son perfectas, sin brácteas, y se autopolinizan de manera natural.  

La transición a la floración en las plantas anuales es un paso decisivo para dejar de 

formar hojas en la roseta y empezar la formación de flores. De la respuesta apropiada de 

las plantas de Arabidopsis a las condiciones ambientales en el tiempo adecuado, depende 

que se logre una producción máxima de semillas. Los factores que afectan de manera 

muy compleja esta transición son externos o ambientales (como la luz, la temperatura, los 

nutrientes disponibles) e internos (edad de la planta). El incremento en un fotoperiodo de 

días largos promueve la floración pero no es un requerimiento absoluto para todos los 

genotipos, por lo que Arabidopsis se considera una planta facultativa de día largo 

(Bowman, 1994). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

I. Análisis bioinformático de la familia de proteínas LEA4: clasificación, motivos 
conservados y predicción de estructura secundaria. 

Para determinar el número de miembros de la familia LEA4 en Arabidopsis se realizó 

un alineamiento de secuencias con el algoritmo BLAST (tigrblast.tigr.org/) usando como 

templado una proteína representante de la familia LEA 4 de algodón (Gossypium 

hirsutum) reportada en los bancos de datos (LEA D-113, número de acceso NCBI), con lo 

cual se obtuvo el locus At5g06760, que a su vez fue utilizado como templado para una 

nueva búsqueda en Arabidopsis. De esta segunda búsqueda se encontraron dos 

secuencias con un porcentaje de similitud significativo correspondientes a los loci 

At1g32560 y At2g35300. En la Tabla 1 se muestran los porcentajes de similitud e 

identidad a nivel de aminoácidos de las proteínas codificadas por estos genes,  que en 

adelante se referirán como AtLEA4-1, AtLEA4-2 y AtLEA4-5, porque están localizadas en 

los cromosomas 1, 2 y 5, respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

Para llevar a cabo el análisis filogenético de la familia LEA4 se utilizaron proteínas 

previamente reportadas en la base de datos de SwissProt (expasy.org/cgi-bin/blast.pl), así 

como proteínas que se encuentran en la base de datos de PFAM clasificadas 

erróneamente como LEA_1 (pfam.sanger.ac.uk/family?entry=PF03760). También se 

rastrearon secuencias de cDNAs correspondientes a proteínas ortólogas a la AtLEA4-5 

reportadas en los bancos de ESTs para las especies vegetales disponibles utilizando el 

algoritmo tblastn (NCBI BLAST, Protein query vs. Translated database, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Adicionalmente se encontraron 5 secuencias en una 

briofita, en la base de datos COSMOSS (www.cosmoss.org, computational biology 

resources for the moss Physcomitrella patens, Lang et al., 2005). Se seleccionaron 

únicamente las secuencias que al traducirlas in silico en el servidor de Proteómica del 

Instituto Suizo de Bioinformática (expasy.org/tools/dna.html) correspondieran a proteínas 

PROTEÍNA AtLEA4-1 vs. 

AtLEA4-2 

AtLEA4-1 vs. 

AtLEA4-5 

AtLEA4-2 vs. 

AtLEA4-5 

% SIMILITUD 66.7 44.3 40.5 

% IDENTIDAD 56.3 32.9 29.7 

http://www.cosmoss.org,/�
http://www.cosmoss.org,/�
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con un marco de lectura abierto (desde el posible codón de inicio al codón de término). 

También se verificó que cada proteína tuviera características fisicoquímicas y una 

predicción de estructura secundaria semejante a los miembros reportados de la familia 

LEA4; su alta hidrofilicidad, masa molecular y punto isoeléctrico se verificaron utilizando el 

algoritmo de Kyte y Doolittle (1982) y con el software de análisis de secuencias de 

proteínas Protean (DNAstar, Inc.). La estructura secundaria predicha para esta familia de 

proteínas se verificó utilizando el programa PSIPRED y se confirmo que está conformada 

por una región de α-hélice de aproximadamente 70 residuos, seguida de una región de 

estructura aleatoria (McGuffin et al., 2000).  

Para el análisis estructural de la familia LEA4 de Arabidopsis se utilizó el programa 

COILS (Prediction of coiled-coil regions in proteins, Lupas et al., 1991) para determinar la 

posible formación de estructuras tipo “coiled-coil” en la región conservada de esta familia 

de proteínas.  

Con un total de 77 secuencias que cumplían con las características que distinguen a 

la familia LEA 4 se llevó a cabo el análisis de los motivos conservados y de las relaciones 

filogenéticas dentro de la familia. Los motivos conservados se buscaron con el programa 

MEME (Multiple Em for Motif Elicitation; Bailey y Elkan, 1994; Bailey et al., 2006) 

utilizando los parámetros “default” siguiendo el modelos zoops (zero or one per 

sequence). De este análisis se obtuvieron 10 motivos, los cuales se identificaron a lo largo 

de la secuencia de la proteína con la herramienta MAST (Motif Alignment y Search Tool; 

Bailey y Gribskov, 1998). 

Para resaltar gráficamente las similitudes en las secuencias de proteínas de las 

diferentes especies se hizo un alineamiento de 50 especies representativas con el 

programa T-Coffee (Notredame et al., 2000) utilizando la región conservada de las 

proteínas y el alineamiento se introdujo al servidor web BOXShade 

(www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).  

Todos los análisis filogenéticos se obtuvieron con el paquete de análisis Phylip 

(Felsenstein, 2005). Los alineamientos múltiples de las 77 secuencias se realizaron con 

ClustalW (Larkin et al., 2007) utilizando las proteínas completas o con el “bloque principal 

conservado”, el cual corresponde a la concatenación de los motivos 4-1-2-6/7 de acuerdo 

a los resultados del análisis con el programa MEME. Se construyeron las filogenias con 

Seqboot usando 100 repeticiones para obtener el valor de “Bootstrap” o la confiabilidad en 

la predicción de cada clado. Las matrices de distancia se obtuvieron con Protdist. Las 

filogenias basadas en métodos de distancia se realizaron con Neighbor y Fitch. Las 

http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html�
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filogenias basadas en el método de “Máxima probabilidad” se construyeron con Proml 

usando el modelo de substitución de aminoácidos de Jones-Taylor-Thornton. Los árboles 

consenso se obtuvieron con Consense. Los árboles filogenéticos se visualizaron y 

editaron con ATV (A Tree Viewer, Zmasek y Eddy, 2001). 

 

 

II. Material vegetal y condiciones de crecimiento 

 

Las semillas silvestres de Arabidopsis thaliana (ecotipo Columbia) fueron germinadas en 

cajas de Petri con MS 1X pH 5.7: 4.3 g/L de sales Murashige and Skoog (Caisson 

laboratories, North Logan, UT, USA), 1% de sacarosa (Research Organics, Cleveland, 

OH, USA), 0.5 g/L de MES [2-(N-morfolino) ácido etano-sulfónico, Research Organics] y 

0.7-0.9% de agar (Research Organics). Previamente a la siembra, las semillas fueron 

esterilizadas en campana de flujo laminar con etanol absoluto durante 1 minuto y después 

con una solución de hipoclorito de sodio al 40% y Tritón X-100 al 0.02% (Sigma, St. Louis, 

MO, USA) durante 8 minutos, se enjuagaron 5 veces con agua destilada estéril. Las 

semillas se estratificaron a 4ºC por 4 días en oscuridad y después se transfirieron a 

cuartos de crecimiento a 25 ºC con un fotoperiodo de 16h/8h, iluminadas con luz blanca a 

una intensidad de 60-80 µE m2 s-1

 

 y una humedad relativa de 60-65%, hasta que se 

utilizaron como se indica posteriormente. 

II.1 Crecimiento de plantas silvestres y colecta de silicuas para el análisis de los 

patrones de acumulación de transcritos y proteínas de la familia AtLEA4 durante la 

embriogénesis y el establecimiento de la plántula en condiciones óptimas de 

desarrollo. 

 

Se germinaron semillas de Arabidopsis ecotipo Columbia en medio MS 1X y se 

transplantaron 4 plántulas de 10 días de edad a macetas de 3”x3”x3” con sustrato 

Metromix 200 (Hummert Int., St. Louis, Mo, USA) y se mantuvieron en condiciones de 

irrigación óptima con solución nutritiva (5mM KNO3, 2.5mM KH2PO4 pH 5.6, 2mM 

MgSO4, 2mM Ca(NO3)2, 50 µM Fe-EDTA, micronutrientes {70 µM H3BO3, 14 µM MnCl2, 

0.5 µM CuSO4, 1 µM ZnSO4, 0.2 µM Na MoO4, 10 µM NaCl, 0.01 µM CoCl2}) durante el 

período de duración del experimento. Se mantuvieron en un cuarto de crecimiento a 21ºC, 

con una humedad relativa de 70%, un fotoperiodo de 16h/8h con luz blanca a una 
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intensidad de 60 µE m2 s-1

 

.  Las plantas se dejaron crecer hasta la etapa de floración, se 

marcaron las flores en el día de la antesis y posteriormente se colectaron silicuas de 

diferentes edades para cubrir las etapas de formación del embrión hasta llegar a la 

maduración y desecación de las semillas. Los intervalos seleccionados fueron: 

inflorescencias con botones florales y flores en antesis, silicuas en desarrollo de 1-5 DPA 

(días post-antesis), 6-10 DPA, 11-15 DPA, 16-20 DPA y semillas secas (post-abscición). 

También se sembraron semillas en MS 1X y se colectaron en diferentes intervalos desde 

la estratificación (3 días a 4ºC), semillas germinadas (al emerger la radícula), así como 

plántulas en desarrollo de 2 días después de la germinación (DAG), 5 DAG, 8 DAG y 11 

DAG. El material vegetal se congeló en nitrógeno líquido y se almacenó a -70ºC hasta su 

uso para la extracción de RNA y proteína totales. 

 
III. Tratamientos de estrés abiótico durante la germinación, en plántulas de dos 
semanas, y en plantas adultas de 6 a 7 semanas de edad. 
 

El análisis de los patrones de acumulación de los transcritos y proteínas de la familia 

AtLEA4 en respuesta a déficit hídrico se llevó a cabo en dos etapas del desarrollo de las 

plantas en las que las plantas muestran una alta suceptibilidad a la sequía. La primera de 

ellas fue en la etapa de plántula de dos semanas de edad (con hojas cotiledonarias y 

primeros pares de hojas de la roseta), debido a que es una etapa muy sensible a la 

desecación, donde la sobrevivencia es determinante para el establecimiento y desarrollo 

de la planta. La segunda fue en plantas adultas de 5 semanas de edad que fueron 

sometidas a tratamientos de sequía (con los primeros botones florales), en donde las 

plantas de interés agronómico han mostrado ser muy sensibles a la sequía y, por tanto se 

considera una etapa determinante para la producción de descendencia de la especie. 
Se aplicaron tratamientos de estrés abiótico que se han reportado para la 

inducción de la expresión de otras proteínas LEA (Horvath et al., 1993; Yamaguchi-

Shinozaki y Shinozaki, 1994), así como ensayos en los que las plantas de Arabidopsis 

fueron deshidratadas (van der Weele et al., 2000; Verslues et al., 2006). Las plántulas de 

dos semanas de edad se cosecharon de las cajas Petri para transferirlas a medio líquido 

en donde fueron sometidas a tratamientos de estrés. En campana de flujo laminar se 

trasplantaron de 20 a 25 plántulas por tratamiento a cajas Petri de vidrio estériles, de 6 cm 

de diámetro, con 15 ml de MS 1X líquido (sin agar) adicionando polietilenglicol 25% (peso 
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molecular 8000, PEG-8000 Research Organics) o cloruro de sodio (NaCl, 100, 150 y 200 

mM, J.T. Baker, México). También se incluyó un tratamiento con ácido abscísico 100 µM 

(ABA, Sigma) para simular el estrés abiótico y como control se colocaron plántulas en el 

medio líquido sin agregar ningún inductor de estrés. Las cajas tenían un soporte de tela 

plástica para que únicamente quedara en contacto la raíz con el medio líquido y se evitara 

la hipoxia en los tejidos aéreos. Se incubaron tapadas a 25ºC en el cuarto de crecimiento 

y con agitación constante. También se aplicaron tratamientos de temperatura baja, 

transfiriendo las plantas crecidas en cajas Petri a 25° C a un cuarto frío a 4ºC .  

Para el caso de los experimentos de sequía con plantas adultas, en nuestro 

laboratorio se estableció un método en el cual se utiliza un sustrato inerte de muy baja 

retención de agua que consiste en gránulos de arcilla calcinada (Turface, Hummert). Las 

plántulas crecidas en cajas Petri desde la germinación y hasta 10-12 días de edad, se 

trasplantaron a macetas de 3”x3”x3” con 250 g de este sustrato. El diseño experimental 

fue de 3 réplicas (macetas) con 4 plantas cada una. Las charolas con macetas se 

colocaron en un cuarto de crecimiento a 21ºC, con una humedad relativa de 70%, un 

fotoperiodo de 16h/8h con luz blanca a una intensidad de  60 µE m2 s-1. Debido a que el 

sustrato es inerte y posee muy baja retención de agua, las plantas se mantuvieron 

hidratadas a capacidad de campo ([Ψsubstrato

Una vez que se había desarrollado el primer eje caulinar y antes de haberse 

formado silicuas se iniciaron los tratamientos de sequía (aproximadamente 5 semanas de 

edad), para lo cual se absorbió previamente el exceso de agua de cada maceta con 

 = - 0.455 MPa (± 0.70)] hasta alcanzar la 

edad en la que se aplicó el tratamiento de estrés, regándolas siempre a saturación con 

solución nutritiva hasta el inicio de la sequía, o hasta el final del experimento en el caso de 

las plantas control. A las cuatro semanas de edad de las plantas, las charolas se 

transfirieron del cuarto de crecimiento al invernadero para llevar a la cabo las cinéticas de 

deshidratación en este sustrato con baja retención de agua, lo cual nos permitió realizar 

los experimentos en condiciones donde la velocidad de deshidratación es más severa que 

en los cuartos de crecimiento debido a la menor humedad relativa del invernadero (35-

50%). Hubo una variación en la tasa de pérdida de agua en el substrato dependiendo de 

la estación (seca-Marzo a Mayo, lluviosa- Julio-Septiembre), por lo cual se seleccionó la 

estación seca del año donde la humedad relativa se encuentra en niveles del 35-50% y la 

temperatura controlada a 25ºC. La baja humedad relativa y la poca retención de agua en 

el sustrato, permitió imponer una sequía rápida y progresiva para analizar la contribución 

de los transgenes en los fenotipos cuantificados.  
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toallas de papel y se registró el peso inicial de cada una. Las macetas se transfirieron a 

una charola sin agua y se evaluó la pérdida de agua de cada maceta pesándolas cada 

tercer día y rotándolas dentro de la charola para obtener una deshidratación homogénea 

en todas las macetas. Para analizar la acumulación de transcritos y/o proteínas, se 

tomaron muestras de los diferentes órganos de las plantas al inicio del experimento, así 

como a los 2-13 días después de suspender el riego, donde se alcanzaron porcentajes de 

pérdida de agua en el sustrato (PAS) entre 20 a 83%. Una vez concluídos los tratamientos 

de sequía, se congeló el material vegetal en nitrógeno líquido y se almacenaron a –70ºC 

hasta el momento de utilizarlos para la extracción de RNA y proteína total. En el caso de 

plantas adultas, se separaron las flores, raíces y hojas (hojas de la roseta y tallos de los 

ejes caulinares). 

 

II. 1 Tratamientos para cuantificar fenotipos en condiciones de déficit hídrico en las sobre-

expresoras y en las mutantes de la familia AtLEA4 

 

Para determinar si la alteración de los niveles de expresión de la familia AtLEA4 

confería un fenotipo comparado con el de plantas silvestres en condiciones de déficit 

hídrico, se llevaron a cabo ensayos de germinación y experimentos de sequía con plantas 

adultas. En el caso de la germinación, se sembraron las semillas en medio MS 1X con 

NaCl 250 mM, o manitol 350 mM, se estratificaron y se transfirieron al cuarto de cultivo a 

25ºC donde se evalúo la germinación senso stricto (emergencia de la radícula) entre 48 h 

y 2 semanas, dependiendo del tratamiento, hasta que la cinética de germinación llegaba a 

la fase final o fase de meseta.  

Los experimentos de sequía consistieron en dejar deshidratar las plantas por un 

período de 10-14 días, seguido de un período de rehidratación de 6-10 días. En estos 

experimentos se utilizaron plantas adultas, en las que se determinaron diferentes 

parámetros de importancia fisiológica y agronómica. Por una parte se analizó el contenido 

relativo de agua (CRA) durante el proceso de deshidratación y, en experimentos 

independientes, se analizaron la acumulación de biomasa, el porcentaje de sobrevivencia 

y la producción de yemas florales.. 

Los experimentos con plantas adultas en sequía que se aplicaron fueron semejantes a 

los descritos para la caracterización de la expresión de la familia AtLEA4. Para analizar el 

CRA se usaron plantas completas o discos de hojas de la roseta, tanto al inicio del 

experimento, como a los 4, 8, 10 y 13 días después de suspender el riego, donde se 
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alcanzaron porcentajes de pérdida de agua en el sustrato (PAS) entre 30 y 80%. El CRA 

se definió por la fórmula (Pf-Ps)/(Pt-Ps), en donde Pf es el peso fresco de las plantas, Ps 

el peso seco después de aplicar calor seco en un horno a 80 °C por 3 días y Pt

Para los experimentos de sequía/rehidratación se siguió el mismo procedimiento antes 

mencionado hasta la deshidratación. Para los experimentos que involucraban la 

caracterización de mutantes por pérdida de función, las macetas se dejaron deshidratar 

durante 10 a 12 días, cuando el substrato alcanzó un potencial hídrico (Ψ

 es el peso 

turgente de las plantas después de flotarlas de 3-24 horas en agua destilada estéril a 

temperatura ambiente (Tezara et al., 2002).   

substrato) de 

Ψsubstrato = - 4.62 MPa (± 0.62). En el caso del análisis de la sobre-expresión de la AtLEA4-

5 se aplicó un estrés más severo, sin aplicar riego hasta por 14 días, equivalente a 

Ψsubstrato

El potencial hídrico del substrato (Ψ) se determinó por el método psicrométrico in situ 

(n=10, ±SD), con termopares que se insertaban de 4 a 5 cm de profundidad en el centro 

de las macetas y se dejaban estabilizar 30 min, para tomar las lecturas por duplicado con 

ayuda de un microvoltímetro Dew Point (modelo HR-33T, Wescor, Logan, UT) siguiendo 

el manual de instrucciones del proveedor.  

 = - 6.45 MPa (± 0.57).  Una vez que llegaban al nivel de deshidratación deseado, 

se rehidrataban con solución nutritiva y se dejaban recuperar de 6 a 10 días, dependiendo 

de la severidad del estrés, y al cabo de este periodo, se cuantificaba la sobrevivencia, 

como la capacidad de recuperación (reverdecimiento del tejido fotosintético) después de 

rehidratar las plantas con solución nutritiva. También se cuantificó el número de yemas 

florales y axilares por planta ,y, posteriormente, se cuantificó la acumulación de biomasa 

total de cada planta después de la recuperación, para lo cual, se lavaron las raíces, se 

desecharon las partes senescentes de las hojas, y se secaron en horno a 80ºC en bolsas 

de papel por separado para determinar la biomasa seca total de cada planta. 

 

III. 2 Análisis estadístico 

Los experimentos de germinación incluían tres réplicas (cajas Petri) con 100 semillas por 

réplica. El porcentaje de germinación acumulada en el tiempo se ajustó a una curva 

exponencial sigmoide (curvas dosis-respuesta) de pendiente variable (Y= Bottom + {(Top-

Bottom)/ 1 + 10 (LogEC50-X)*Hillslope)}, también conocida como ecuación logística de 4 

parámetros. Bottom es el valor del eje Y que se encuentra en el inicio de la curva (el cual 

fue restringido a cero); Top es el valor de Y al final de la curva de germinación; LogEC50 

es el  valor de X cuando la respuesta está en un intermedio entre Bottom y Top; Hillslope 
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describe la pendiente de la curva. La hipótesis nula era que no había diferencias en dos o 

tres parámetros del ajuste (Hillslope, LogEC50, Top) de cada curva.  

 Para los tratamientos de déficit hídrico, el diseño experimental incluyó tres réplicas 

biológicas (con 4 a 6 plantas por réplica).  Para verificar si las diferencias obtenidas entre 

los tratamientos de sequía y rehidratación en las diferentes líneas transgénicas con 

respecto a plantas silvestres eran significativas, se realizaron análisis de varianza 

(ANOVA) de una vía. Se realizó la prueba de homogeneidad de varianzas de Bartlett para 

cumplir con uno de los supuestos de la prueba de ANOVA y no se encontraron diferencias 

significativas (p<0.05) en la varianza de los datos dentro de cada grupo. Una vez 

comprobado que la varianza dentro de cada grupo no era significativa se realizaron 

comparaciones múltiples entre grupos con la prueba de Dunnett y de Tukey.  La hipótesis 

nula era que no existían diferencias significativas entre los grupos (tratamientos o 

genotipos). 

Para realizar los ajustes de las curvas de germinación, los análisis de varianza y la 

representación gráfica de las figuras, se utilizó el programa Prism5 (GraphPad Software, 

La Jolla, CA).  

 

 

IV. Construcciones, vectores, cepas bacterianas y transformación de plantas. 
 
IV.1 Construcciones con el marco abierto de lectura del gen AtLEA4-5. 

  

El marco de lectura abierto (ORF, 477 pb) para el gen AtLEA4-5 se clonó por una 

reacción de PCR con la enzima Taq DNA polimerasa (Invitrogen) en el vector 

pBluescriptKS+ (AmpR; Stratagene) a partir de una biblioteca de cDNA de plantas de 

Arabidopsis (hojas, flores y silicuas) utilizando oligonucleótidos específicos que agregaron 

los sitios de restricción NcoI-SalI (5’-AAA CCA TGG AGT CGA TGA AAG AAA C-3’ y 5’-

GCG GTC GAC CCG TTT ATC CAG TAT ATC C-3’), utilizando una Tm

Este cDNA se utilizó como templado para hacer PCR y marcar radioactivamente 

fragmentos internos generados al azar, que se usaron como sondas específicas para 

hibridar en experimentos tipo northern (ver sección más adelante). El vector se cortó con 

las enzimas NcoI-SalI para subclonarlo al vector binario pBin35S-NOS (Kan

 de 55ºC. La 

inserción del fragmento de interés se verifició por secuencia (Unidad de Secuenciación, 

Instituto de Biotecnología, UNAM). 

R; Bevan, 
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1984) para sobre-expresar la proteína correspondiente en plantas y bacterias (4-5 OE).  

Este cDNA se subclonó también en el vector pHannibal (AmpR; CommonWealth Scientific 

and Industrial Research Organization vectors) insertando el ORF del gen AtLEA4-5 en 

forma de invertidos repetidos separados por un intrón (XhoI-KpnI, para la orientación 

sentido y BamHI-XbaI para la orientación antisentido). La finalidad de esta construcción es 

que, al transcribirse el precursor, se forme un transcrito que sea autocomplementario y 

forme una estructura de tallo (gen) y asa (espaciador), el cual será procesado por la 

maquinaria endógena de RNAi para silenciar el mRNA correspondiente a este gen. Se ha 

visto que en plantas este tipo de estructuras de RNA de doble cadena son las que 

inducen en mayores porcentajes el silenciamiento del gen endógeno (con identidad de 

secuencia al transgen) (Smith et al., 2000). Un fragmento de restricción NotI de 4Kb que 

contiene la construcción descrita de RNAi para el gen AtLEA4-5, se subclonó al vector 

binario pArt27 (RNAi 4-5; KanR, SpectR; Gleave, 1992). La construcción transformada en 

plantas de Arabidopsis en la generación T3 no fue efectiva para producir el silenciamiento 

en semillas maduras ni en tejidos vegetativos durante deshidratación severa (ver 

Discusión). Por esta razón, se seleccionaron líneas homocigotas T2

Para la producción de anticuerpos dirigidos contra la AtLEA4-5, el ORF se subclonó 

en los sitios NcoI-SalI del vector de expresión para bacterias pTrc99A (pTrc99A, Amp

, en donde el 

silenciamiento fue evidente, con los mayores niveles de silenciamiento comparado con 

plantas silvestres, sometiendo plántulas de 2 semanas a estrés osmótico utilizando PEG 

25%. Se seleccionaron tres líneas independientes que fueron utilizadas para hacer los 

análisis fenotípicos. 

R

 

; 

Amann et al., 1988), en el cual el gen queda bajo el control del promotor del gen lacZ de 

tal manera que se induce con IPTG la sobreproducción de la proteína recombinante de 

forma nativa en Escherichia coli (ver más adelante la sección de producción de 

anticuerpos). 

IV.2 Construcciones con los genes AtLEA4-1 y AtLEA4-2. 

 

El cDNA del gen AtLEA4-1 se amplificó por RT-PCR con la SuperScriptII Reverse 

Transcriptase (Invitrogen) y Taq DNA polimerasa utilizando una preparación de RNA total 

de plantas de Arabidopsis, ecotipo Columbia, de dos semanas de edad, sometidas a un 

tratamiento de estrés por deshidratación en cámara húmeda (8 h, 25ºC). Los 

oligonucleótidos 5’-AAT CCA TGG AAT CGG CGA AAC AGA TAA GCG ATA TGGC-3’ y 
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5’-GCC GTC GAC CGG ATT AGT AGT GAT GAT GAT TAT GAT-3’ permitieron amplificar 

el ORF completo, utilizando una Tm de 70ºC. El gen AtLEA4-2 se amplificó a partir de 

DNA genómico de plantas de Arabidopsis del mismo ecotipo, ya que el gen no posee 

intrones. Los oligonucleótidos 5’-CGA ATC GAT GTC ATG CGG AGA AGA CGA TGG 

CAAG3-’ y 5’-TCG AAG CTT GAT CTG TCC CGG CGG GTA ATT AGC-3’ amplificaron un 

fragmento de 200 pb, de los 297 pb que constituyen al gen correspondiente, utilizando 

una Tm de 70ºC. Ambos productos de PCR se clonaron en el vector PCRII-TOPO (AmpR, 

KanR; Invitrogen) y se secuenciaron los insertos para verificar las secuencias (Unidad de 

Secuenciación, Instituto de Biotecnología, UNAM). Se utilizaron como templados en 

reacciones de PCR para utilizarlos como sondas en experimentos de tipo “Northern” (ver 

sección adelante). En todos los casos se realizaron 35 ciclos de amplificación en las 

reacciones de PCR. También se clonaron en el vector de entrada pENTR/SD/D-TOPO 

(KanR, Invitrogen) usando el sistema de Gateway (Invitrogen) para hacer fusiones 

traduccionales al extremo amino de la GST para las proteínas AtLEA4-1 y AtLEA4-2, una 

vez recombinadas con el vector destino pDEST24 (AmpR

Para compensar la falta de mutantes que mostraran una reducción significativa de los 

transcritos para los genes AtLEA4-1 y AtLEA4-2,  reportados hasta ese momento, se 

diseñó un microRNA artificial (a-miR) dirigido contra los genes de interés (a-miR 4- 1/2) 

para silenciar post-transcripcionalmente sus transcritos utilizando una sola construcción 

que permite desencadenar el silenciamiento a través de los microRNAs (Niu et al., 2006). 

Se diseñaron cebadores específicos para introducir a un precursor templado de un 

microRNA (ath-miR159a) mutaciones específicas, por medio de reacciones de PCR, lo 

cual permitiría la producción del a-miR 4-1/2 para desencadenar el silenciamiento de los 

genes de interés y no el de su blanco original. Las secuencias de los oligonucleótidos 

usados fueron: 5’ –ATAGATCTTGATCTGACGATGGAAGGACATGGCCAGATCGG-

TCAAACATG-3’ y 5’-TTGACCCGGGATGGACATGGCCAGTACAGCC-AAAGAAG -3’, 

utilizando una Tm de 65ºC. El precursor mutado se clonó en el vector pENTR/SD/D-TOPO 

y se recombinó con el vector binario pK2GW7 (Spect

, Invitrogen), estas fusiones se 

utilizaron para la producción de anticuerpos.  

R, KanR; Karimi et al., 2002). El 

análisis de las plantas transgénicas que llevaban la construcción del precursor del a-miR 

4-1/2 mostraron la expresión del microRNA maduro (5’- 

UUUGGCUGUACUGGCCAUGUC-3’) de manera constitutiva hasta la generación T3. El 

silenciamiento de los transcritos para AtLEA4-1 y AtLEA4-2 se determinó mediante la 

detección de los transcritos y proteínas correspondientes; aquéllas líneas que mostraron 
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los mayores niveles de silenciamiento se seleccionaron para su caracterización posterior 

(a-miR 4 – 1/2).   

 

IV.4. Transformación con Agrobacterium tumefasciens. 

 

Se transformaron células electrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens (cepa 

C58/pGV2260, RifR, AmpR) con los vectores binarios para cada construcción y, en las 

colonias resistentes a los marcadores correspondientes se verificó la presencia del gen en 

ambas orientaciones mediante PCR de colonias aisladas. Las bacterias se utilizaron para 

transformar al vacío 25 plantas adultas silvestres de Arabidopsis ecotipo Columbia por el 

método de infiltración floral (Clough y Bent, 1998). Se cosecharon semillas de la T0 y se 

seleccionaron las plantas transgénicas plaqueando aproximadamente 2000 semillas en un 

medio con 50 µg/ml de sulfato de kanamicina (Sigma) y/o 15-50 µg/ml glufosinato de 

amonio (BASTA; Finale, Aventis). Las plantas resistentes al marcador se trasplantaron a 

tierra y se dejaron autofecundar para cosechar las semillas de la T1. Se sembraron 200 

semillas T1 para estimar el número de inserciones del transgen por la segregación del 

marcador y se seleccionaron aquellas líneas T1 que mostraron una segregación en 

proporción 3:1, indicativo de una sola inserción. Se extrajo DNA genómico de una 

minipreparación utilizando hojas y flores de las plantas T1 para verificar la expresión de 

los transgenes. Se autofecundaron 15 plantas de 5 líneas independientes con esta 

segregación para obtener cuando menos una planta homocigota para el transgen en la 

generación T2 por cada línea, verificándolo también al sembrarlas en medio con los 

agentes selectivos apropiados. En el caso de las sobre-expresoras de la AtLEA4-5 (OE 4-

5) y las mutantes que llevan el a-miR 4- 1/2, se autofecundaron líneas seleccionadas de la 

generación T2 para generar plantas homocigotas en la generación T3. Las líneas T2, T3 y 

F2

La expresión de los transgenes se confirmó en las plantas homocigotas por experimentos 

tipo RT-PCR y northern, utilizando oligonucleótidos específicos para cada transcrito, los 

niveles de proteína también se confirmaron por experimentos tipo western, utilizando 

anticuerpos específicos para cada uno de los miembros del grupo. La caracterización 

fenotípica de las líneas transgénicas se llevó a cabo sembrando las semillas en medio MS 

1X (sin kanamicina y/o BASTA) y transplantándolas al sustrato correspondiente en 

 que fueron seleccionadas eran 100% resistentes al marcador de selección: kanamicina 

(OE 4-5, RNAi 4-5), BASTA (dSpm 4-5, a-miR 4- 1/2) o kanamicina + BASTA (triple 

silenciada, complementación de la mutante dSpm 4-5). 
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aquellas líneas que previamente se había confirmado que eran homocigotas para cada 

construcción. En estas líneas se comprobó que mostraran una expresión constitutiva de la 

proteína o, en otros casos, que mostraran una disminución o ausencia en la acumulación 

de la proteína en condiciones de sequía debido al silenciamiento con respecto al control, 

el cual consistió en plantas silvestres que recibieron el mismo tratamiento.  

 

V. Extracción de DNA genómico y experimentos tipo Southern (hibridación DNA-
DNA) 
 

Una vez que se tenían clonadas las tres sondas de los genes que conforman a la 

familia AtLEA4, se confirmó por experimentos tipo Southern (hibridación DNA-DNA) la 

especificidad de reconocimiento de cada una con el cDNA correspondiente. Para ello se 

hizo una digestión con EcoRI, en el caso de las sondas para los genes AtLEA4-1 y 

AtLEA4-2, y con NcoI/SalI en el caso del gen AtLEA4-5. Los productos de la digestión se 

cargaron por triplicado y se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% y, 

posteriormente, se transfirieron a una membrana de nylon (Hybond N+, Amersham). Los 

productos de las digestiones presentes en esta membrana se hibridaron con cada una de 

las sondas por separado.  

Para obtener como templados algunas regiones genómicas se llevaron a cabo 

reacciones de PCR utilizando minipreparaciones de DNA genómico obtenidas por el 

método descrito por Edwards et al. (1991). Cuando se utilizó DNA genómico a gran escala 

éste se extrajo con el método descrito por Taylor et al. (1993). Para verificar la mutante en 

el gen AtLEA4-5 obtenida del Banco Europeo de Arabidopsis se realizó un experimento 

tipo Southern utilizando DNA genómico (40 µg) de plantas silvestres y plantas mutantes 

homocigotas (N122943) digeridas con ClaI, HindIII y BamHI, se separaron en gel de 

agarosa al 1.2 % y se transfirieron por capilaridad a una membrana de nitrocelulosa (N+; 

Amersham). Se entrecruzó la membrana con luz UV y se hibridó usando protocolos 

estándar en condiciones de alta severidad, una sonda correspondiente al gen AtLEA4-5, 

que fue obtenida por el método de marcado radiactivo de cebadores al azar (3 millones de 

cpm incorporadas en la sonda, partiendo de 3,000 Ci/mmol α-32P-dCTP), a partir de un 

producto de PCR producto de la amplificación de una región genómica de 800 pb 

obtenido con oligonucleótidos específicos para el gen AtLEA4-5 que abarcan la región 

promotora cercana a la región esperada según lo reportado en el banco de mutantes. 
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Después de lavar la membrana en condiciones de alta severidad, se expusieron películas 

Kodak a -70ºC en cassettes con pantalla intensificadora (Amersham). 

  
VI. Extracción de RNA y experimentos tipo northern (hibridación DNA-RNA) y RT-
PCR. 

 

Todo el material utilizado en la extracción, cuantificación y separación en geles fue 

esterilizado en la autoclave (120 ºC, 20 min) y horneado a 80 ºC durante 24-48 h. Se 

extrajo RNA total de flores, silicuas y semillas maduras utilizando el protocolo descrito por 

Vicient y Delseney (1999).  Para la extracción de RNA total de  plantas de dos semanas y 

los órganos de plantas adultas se utilizó Trizol (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del 

proveedor. Para la extracción de RNAs pequeños se omitió el pase de lavado con etanol 

al 75% y se resuspendieron los extractos en formamida.  

Se cuantificó la absorbancia a 260 y 280 nm en el espectrofotómetro y se tomaron 

alícuotas de 15-20 µg por muestra para separarlas en geles de formaldehído-agarosa al 

1.5%, se lavaron los geles con SSC 10x (1.5 M NaCl, 150 mM citrato de sodio) durante 30 

minutos y se transfirieron por capilaridad a membranas de nylon (Hybond N+, Amersham) 

de  18 a 24 h en presencia de SSC 20X. Las membranas se entrecruzaron con luz UV y 

se tiñeron con azul de metileno al 0.03% disuelto en acetato de sodio 0.5M pH 5.2 con la 

finalidad de verificar que se hubieran transferido correctamente. Se prehibridaron con 15 

ml de PSE 1x (7% SDS, 0.3 M NaH2PO4 pH 7.2, 1 mM EDTA) durante 30 min a 65ºC, se 

hibridaron con las sondas de DNA marcadas con α-32P-dCTP por el método de cebadores 

al azar (2.5-3 millones de cpm incorporadas en la sonda, partiendo de 3,000 Ci/mmol), se 

purificaron las sondas en columnas Ilustra Microspin G-25 (GE Healthcare). Previamente 

a la hibridación las sondas se desnaturalizaron por ebullición o con 250 µl de 0.1 M NaOH 

y diluídas en 10 ml PSE 1x. Las membranas se hibridaron en condiciones de alta 

severidad a 65ºC durante 14-18 h y, posteriormente, se lavaron una vez con 0.5 x SSC-

O.1% SDS y dos veces en condiciones de alta severidad (0.1 x SSC-O.1% SDS).  Las 

membranas se emplearon para exponer películas Kodak X-Omat durante 1 a 3 días 

dentro de cassettes con pantalla intensificadora (Kodak) a –70 ºC. Para la detección de 

microRNAs, las muestras de RNA total se resolvieron en geles de acrilamida 15%-urea 

8M-Tris-borato/EDTA, se transfirieron en semiseco a membranas de nitrocelulosa (N+; 

Amersham). Se prehibridó la membrana  con Ultra-Hyb Oligo Solution (Ambion). Las 

hibridaciones se dejaron toda la noche a 42ºC, se lavaron dos veces 30 minutos  con 2X 



 53 

SSC, 0.1% SDS, se expusieron en películas Kodak o en pantalla Phosporimager (GE). La 

sonda fue marcada con 15 pmol de [γ-32

 Para los análisis tipo RT-PCR se trató con DNAsa (Invitrogen) 1U/ml  y se sintetizó 

el cDNA a partir de 2 µg de RNA total con un oligonucleótido dT (1 µg/ml) de secuencia 24 

(T)TVN en donde V= A/G/C y N= A/G/C/T, se incubó a 72ºC/10’ y se amplificaron las 

secuencias poliadeniladas con la enzima SuperScriptIII (Invitrogen) a 50ºC por 60 

minutos, se inactivó la enzima incubando la reacción a 72ºC durante 10 minutos, 

posteriormente se tomó una alícuota de 1/20 de la reacción y se  agregó al coctel de 

reacción de PCR con la enzima Platinum Taq polimerasa (Invitrogen) y los 

oligonucleótidos específicos para cada cDNA. Para la AtLEA4-1 los iniciadores 

corresponden a los mismos que se utilizaron para la obtención de la sonda 

correspondiente, mientras que para  AtLEA4-2 la secuencia corresponde a 5’-GCG GGA 

TCC CTC GAG 

 P]ATP (3,000 Ci/mmol) y se purificó con 

columnas mini Quick Spin (Roche). La sonda corresponde al antisentido del a-mir 4 - 1/2. 

ATG CAG TCG GCG AAG GAA AAG -3’ y 5’-CGA TCT AGA GGT ACC 

GTT TTA GAT CTG TCC CGG CGG-3’con una Tm de 65ºC. Para  AtLEA4-5 la secuencia 

de los iniciadores fue 5’- GTA GGA TCC CTC GAG ATG CAG TCG ATG AAA GAA ACA 

GC3-’ y 5’-TCG TCT AGA GGT ACC CCG TTT ATC CAG TAT ATC CCC C3-’ con una Tm

 

 

de 55ºC. Todos los iniciadores amplifican el ORF completo del cDNA correspondiente, se 

aplicaron 20 ciclos de amplificación y se cargó en un gel de agarosa al 1.5% lo 

correspondiente a 1/6 de la reacción de PCR. El gen ACT2 se utilizó para normalizar la 

carga y se amplificó con los oligonucleótidos (5’- 

GTATGTTGCCATTCAGGCCGTTCTTTCTCT- 3’ y 5’ - CGACCCGCAAGATCAAGAC-

GAAGGA -3’. 

VII. Extracción de proteínas y experimentos tipo western (Interacción proteína-
anticuerpo)  

 

Con el objetivo de optimizar la obtención de proteínas tipo LEA se utilizaron extractos 

proteicos totales de plantas silvestres de dos semanas de edad, ensayando tres métodos 

de extracción de proteína total de tejido vegetativo y dos buffers de solubilización 

reportados para otras proteínas, incluyendo proteínas LEA (Hurkman y Tanaka, 1986; 

Colmenero-Flores et al., 1999). El método que dio mejores resultados fue el reportado por 

Hurkman y Tanaka (1986) con algunas modificaciones. El tejido congelado con nitrógeno 

líquido se homogenizó en presencia de buffer (sacarosa 0.7 M, Tris Base 0.5 M, HCl 30 
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mM, β-mercaptoetanol 2% y 12 mg/ml PVPP, polivinilpirrolidona) y fenol saturado en 

agua, en proporción de 1/3 buffer: 2/3 fenol. Se centrifugó y se tomó la fase orgánica, 

extrayendo una vez más con la misma proporción de buffer (sin PVPP) y fenol, la fase 

orgánica se centrifugó y se precipitó toda la noche a –20 ºC utilizando 3 volúmenes de 

acetato de amonio 0.1 M en metanol. Se centrifugó 15 minutos y la pastilla resultante se 

lavó con acetona al 80% y se resuspendió en buffer Tris 20 mM, NaCl 50 mM y SDS 

0.2%. La cuantificación de proteína se realizó por el método de Bradford (Bio-Rad) 

utilizando como referencia una curva estándar de albúmina de suero bovino.  

Debido al tamaño de las proteínas (10-16.2 KDa), se decidió utilizar geles de 

poliacrilamida al 16.5% en presencia de un buffer Tris 0.1 M, Tricina 0.1 M y SDS 0.1%, 

que permiten resolver proteínas en un intervalo de 1 a 100 KDa (Schägger y von Jagow, 

1987). Se cargaron alícuotas de 10-20 µg de proteína total y se separaron por 

electroforesis a 30 mA. Se transfirieron las proteínas en líquido (buffer Tris 25 mM, glicina 

0.2 M, metanol 20% v/v) a membranas de nitrocelulosa (Hybond C+, Amersham) durante 2 

h a 100 V  (4 ºC). Se verificó la transferencia tiñendo la membrana con rojo de Ponceau, 

se lavó el colorante con PBS 1x (NaCl 0.27 M, KCl 5.4 mM, Na2HPO4 20 mM, KH2PO4

 

 

3.5 mM) y se bloqueó la membrana 2 h a temperatura ambiente en 10 ml de solución 

PBSL (PBS 1 X adicionada con 5% de leche), se incubó toda la noche en 10 ml de PBSL 

con los anticuerpos (inmunopurificados o directamente del suero, ver más adelante) anti-

AtLEA4-5 (1:2000), anti-AtLEA4-2 (1:2000) y anti-AtLEA4-1 (1:2000) a 4ºC y al día 

siguiente se lavó 3 veces con PBS 1x durante 10 minutos a temperatura ambiente con 

agitación constante antes de agregar el segundo anticuerpo (1:5,000-20,000 peroxidasa 

de rábano anti-conejo, Zymed) incubando 1 h a temperatura ambiente. Se lavó 3 veces 

más con PBS 1x y se incubó con el sustrato de la peroxidasa (SuperSignal West Pico, 

Pierce) siguiendo las instrucciones del proveedor. Se utilizó película Kodak X-Omat para 

detectar la señal de peroxidasa, exponiendo las películas de 15 segundos a 5 minutos 

dentro de cassettes con pantalla intensificadora (Amersham).  

VIII. Obtención de anticuerpos dirigidos contra las proteínas AtLEA4 
 

Los anticuerpos dirigidos a la AtLEA4-5 se produjeron utilizando proteínas recombinantes 

nativas, mientras que los anticuerpos dirigidos contra la AtLEA4-1 y AtLEA4-2 son 

proteínas de fusión a GST. Se indujo la expresión de la proteína AtLEA4-5 con 1mM de 

IPTG (isopropiltio-β-galactopiranósido) aplicado a un cultivo de bacterias (E. coli) 
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transformadas con la construcción que sobre-produce la proteína nativa en un buffer frío 

(4ºC) de Tris 20 mM, NaCl 50mM y 1mM PMSF (fenilmetilsulfonil floruro).  Se enriqueció 

la fracción no coagulable sonicando las bacterias concentradas a 50 D.O. por ml, durante 

3 minutos con ciclos de 30 segundos cada uno, se centrifugó el sobrenadante y se hirvió 

durante 10 minutos y después se colocó de inmediato en hielo. La mayoría de las 

proteínas solubles pertenecen a la proteína recombinante (Jepson y Close, 1995). Para 

obtener la proteína AtLEA4-1-GST y AtLEA4-2-GST, se resuspendieron las células en 

PBS frío y se sonicaron tres veces en frío. Se le adicionó TritónX-100 (concentración final 

1%), se descartó la pastilla resultante y el sobrenadante se incubó con perlas de glutatión 

agarosa (Sigma) pre-equilibradas en PBS. Se lavó tres veces con PBS frío y se obtuvo la 

proteína hirviendo las perlas con SDS 10%. Para la producción de los anticuerpos 

policlonales dirigidos contra estos dos miembros del grupo AtLEA4, cada proteína de 

fusión se separó en geles de acrilamida, después de teñir con azul de coomasie, la banda 

correspondiente a la proteína de interés se separó del gel y se equilibró con agua 

destilada para emulsificarla con el adyuvante completo de Freund’s (Gibco) en una 

proporción 1:1, se homogenizó exhaustivamente y se usó para inmunizar conejos hembra 

New Zealand, a través de múltiples inyecciones intradérmicas (Bioterio, IBT). 

El título y la especificidad de los anticuerpos se determinó por el método de múltiples 

inoculaciones utilizando diluciones de los anticuerpos y extractos de semillas de 

Arabidopsis y plántulas tratadas con estrés osmótico. Se titularon los anticuerpos 

mediante un experimento tipo western incubando diluciones del suero (1:500, 1:1000 y 

1:2000) con diferentes concentraciones del extracto de proteína enriquecido por calor (10, 

20, 50 y 100 ng). Para determinar si los anticuerpos reconocen específicamente a las 

proteínas de interés, se extrajo proteína total de semillas maduras y de raíces en sequía 

de plantas de A. thaliana. Dado que hay ESTs reportados para los tres genes obtenidos a 

partir de RNA de semillas, y plantas en deshidratación, se espera que las tres proteínas 

se acumulen en estos órganos y, por tanto, ésta fue la fuente para obtener el extracto de 

proteína total para este análisis. En un experimento tipo western se observó una sola 

banda con una masa molecular aparente de 20 KDa correspondiente a la proteína 

AtLEA4-5.  

Debido a que en experimentos iniciales tipo western utilizando extractos de 

proteína total, correspondientes a cinéticas de inducción con plantas de dos semanas de 

edad, se detectaron bandas de peso molecular superior al correspondiente a las proteínas 

AtLEA4 y, quisimos descartar que éstas fuesen producto de una detección inespecífica, 
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por lo que los anticuerpos se inmunopurificaron siguiendo el método descrito por Lillie y 

Brown (1987). Antes de usarse se titularon por el mismo procedimiento que en la titulación 

de anticuerpos sin inmunopurificar, pero en este caso las diluciones utilizadas fueron 

1:250, 1:125 y 1:60. Como control de la inmunopurificación se utilizaron extractos 

vegetales de plantas tratadas con una solución de PEG 25% durante 8 horas, en los que 

ya se habían detectado bandas de alto peso molecular con los anticuerpos sin 

inmunopurificar.  

Para confirmar la especificidad de la detección se realizó un experimento tipo 

western en el que se utilizaron los anticuerpos inmunopurificados previamente competidos   

proteína total de semillas secas y de plantas de dos semanas de edad tratadas con PEG 

25% durante 8 horas. Se eligieron estas dos etapas del desarrollo, ya que se había 

determinado en los estudios anteriores que eran condiciones en las cuales se 

acumulaban las proteínas abundantemente. Con estos experimentos se demuestra que 

las proteínas AtLEA4-1, AtLEA4-2 y AtLEA4-5 son reconocidas específicamente por 

anticuerpos generados contra el antígeno utilizado. En el ensayo de competencia los 

anticuerpos (en 1 ml de buffer PBSL) fueron incubados con diferentes cantidades de 

proteína (0, 50 ng, 500 ng, 1, 2 y 5 µg) durante toda la noche con agitación suave y 

posteriormente la mezcla antígeno/anticuerpo se agregó a 9 ml de buffer PBSL y se 

incubaron con las membranas de nitrocelulosa que tenían los extractos de semillas y 

plantas tratadas con PEG 25%.   
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HIPÓTESIS 

 

La disminución en los niveles de acumulación de las hidrofilinas del grupo LEA4 podría 

provocar fenotipos de sensibilidad ante déficit hídrico. La función protectora de esta 

familia de proteínas puede ser mediante la interacción con proteínas durante el proceso 

de deshidratación y/o en el proceso de recuperación del estrés.  

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar la función de la familia de hidrofilinas AtLEA4 en la respuesta al déficit hídrico. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

• Analizar los patrones de acumulación de transcritos y proteínas de la familia  AtLEA4 

en varias etapas de la embriogénesis, la germinación y el establecimiento de la 

plántula bajo riego óptimo; así como su acumulación en tejidos vegetativos y 

reproductivos bajo déficit hídrico. 

 

• Obtener plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que no expresen uno, dos o 

ninguno de los miembros de la familia AtLEA4 y evaluar su repercusión en el fenotipo 

de estas plantas durante diferentes etapas del desarrollo, crecidas en condiciones 

óptimas y en situaciones de estrés hídrico. 

 

• Detectar los blancos de interacción de la proteína AtLEA4-5 en situaciones de déficit 

hídrico mediante el uso de técnicas in vitro e in vivo. 
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RESULTADOS 
 
 I. Análisis estructural y filogenético del grupo LEA4: estructura secundaria, 
motivos conservados y sub-clasificación. 

 

Las proteínas de este grupo están conservadas hacia la región amino terminal 

(AtLEA4-1, 1-78; AtLEA4-2, 1-74; AtLEA4-5 1-76; Figura 4A), donde se predice la 

formación de estructuras tipo α-hélice y “coiled-coils” por análisis in silico (Lupas et al., 

1991; McGuffin et al., 2000; Figura 4B). En contraste, la región carboxilo terminal 

(AtLEA4-1, 79-134; AtLEA4-2, 75-97; AtLEA4-5 77-158, con una longitud de 56, 23 y 82 

residuos, respectivamente) se predice como una región tipo “random coil” (Figura 4B). 

Las proteínas de la familia LEA4 se pueden definir con base en la similitud de sus 

secuencias (Battaglia et al., 2008). Se detectaron 5 motivos conservados, tres de los 

cuales son comunes a todas las secuencias, mientras que los otros están presentes sólo 

en las proteínas de mayor longitud. En este trabajo, se llevó a cabo un análisis más 

detallado del grupo LEA4 partiendo de una colección de 74 proteínas obtenidas de 

angiospermas, gimnospermas y una briofita. Se encontró una región conservada en el 

extremo amino (Figura 5) y una región carboxilo mucho más variable, en donde se 

encuentran motivos repetidos y con rearreglos frecuentes (Figura 6). 

Para evitar errores en el alineamiento de la región variable, se utilizó MEME (Multiple 

em for Motif Elicitation, Bailey y Elkan, 1994), un algoritmo que encuentra motivos con 

número y longitud determinados y que no se basa en alineamientos. Se encontraron 10 

motivos que no corresponden en secuencia exactamente con el reporte anterior, ya que el 

algoritmo es sensible al número de secuencias, por ellos nos referiremos a la 

nomenclatura anterior. Los motivos 1, 2 y 4 están distribuidos casi universalmente en 

todas las secuencias, ya que están en 70, 74 y 66 de las 77 proteínas, respectivamente 

(Figura 6). La aparición del motivo 4 puede ser mayor a la observada, ya que al ser el 

motivo que se localiza en el extremo izquierdo, puede ser el resultado de su pérdida en la 

construcción de las bibliotecas de cDNA. El motivo 6 y 7 aunque son diferentes en 

secuencia, pueden ser variantes divergentes de un mismo motivo, ya que ocupan 

posiciones equivalentes en la proteína y son mutuamente exclusivos, 35 tienen el motivo 

6 y 32 contienen el motivo 7. El motivo 5 también es común hacia el extremo carboxilo y 

puede repetirse. Los motivos 3, 9 y 10 aparecen asociados al motivo 7 y no están 

presentes en las proteínas que llevan el motivo 6 (Tabla 2, Figura 6). 
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Figura 4. Similitud de secuencias del grupo AtLEA4 y predicción de estructuras tipo 
“coiled-coil”. A) Alineamiento de las proteínas AtLEA4. (*) = residuos idénticos, (.)(:) = 
residuos similares .B) Predicción de estructuras tipo “coiled-coil” en la región amino 
terminal. El eje “y” representa la confiabilidad de la predicción, utilizando tres longitudes 
del coiled-coil: 14, 21 ó 28 residuos (representados por la línea verde, azul o roja, 
respectivamente) y el eje “x” indica los residuos de la proteína. 

 



 60 

 
 

Figura 5. Alineamiento múltiple de secuencias de algunas proteínas LEA4 de plantas. El 
alineamiento se hizo con la región amino de la proteína el programa T-Coffee (Notredame 
et al., 2000) y se introdujo al servidor Boxshade 3.21 para resaltar los residuos idénticos 
(negro) y los similares (gris).  
 

 Encontramos un región que denominamos Bloque Principal Conservado (BPC), la 

cual coincide con el alineamiento de PFAM, un programa que utiliza otro algoritmo para 

encontrar motivos conservados. En PFAM el grupo LEA4 está clasificado erróneamente 

como LEA_1 PF03760; sin embargo, contiene a los motivos 4, 1, 2 y el 6 o 7, en este 

orden, lo cual lo identifica como grupo 4 de acuerdo a nuestros criterios de clasificación. 

No hay espacios en el alineamiento de estos motivos y es fácilmente reconocible puesto 

que tiene la misma longitud en todas las secuencias. Se utilizó el BPC para reconstruir la 

filogenia de esta familia. Aunque ninguno de los métodos logró una alta confiabilidad en 

las ramificaciones -lo que se atribuye a una gran cantidad de secuencias con pocas 

columnas alineables-, los árboles filogenéticos resultantes son muy similares entre sí, y 

son consistentes con la filogenia de las especies, aunque hay una ramificación basal que 

sugiere una duplicación muy antigua (se muestra un árbol representativo en la Figura 9 

del artículo anexo). Si se omite la secuencia de trigo (Triticum aestivum) que tiene el valor 

esperado (e-) más bajo de MAST=0.00037, esta ramificación basal coincide con las 

presencia de los motivos 6 o 7 con un valor de bootstrap 62/100 (método Neighbor 

Joining), 80/100 (Fitch) o 99/100 (Fitch) (ver Tabla 2). El método de Máxima Probabilidad 
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(Proml) también otorga una alta confiabilidad a esta clasificación (con bootstrap 96/100, si 

se elimina la secuencia de trigo).  

Esta clasificación no es un artefacto de la variación entre el motivo 6 y el 7, ya que se 

obtienen árboles similares utilizando el motivo 2 en lugar del BPC. El motivo 2 es 

informativo de la historia evolutiva de las proteínas, por lo que representa el núcleo que 

define a las proteínas LEA del grupo 4 ,y la adquisición de motivos no ha sido un proceso 

al azar. La identificación de los motivos 6 y 7 como motivos excluyentes permitieron 

identificar motivos accesorios o asociados a ellos; así como establecer una ramificación 

más basal lo cual permitió clasificar a las proteínas LEA4 en dos sub-grupos 4A y 4B.  

 Es posible deducir que la duplicación de los genes en esta familia es anterior a la 

evolución de las plantas con semilla, ya que existen proteínas 4A en gimnospermas, en 

tanto que en una briofita se detectaron secuencias que corresponden a proteínas LEA4B.  
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Figura 6. Motivos conservados y su arreglo dentro de las secuencias de proteínas de las 
LEA4 de plantas. Los motivos se encontraron utilizando MEME (Bailey y Gribskov, 1998) 
a partir de 77 secuencias obtenidas de bases de datos de proteínas y ESTs. Basado en el 
bajo valor de e, así como la ausencia del motivo 2, las últimas dos secuencias (RICCO y 
CYCPE) no se utilizaron en análisis posteriores. 
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Tabla 2. Clasificación taxonómica de las secuencias de proteínas utilizadas para la búsqueda de motivos. 
Los motivos están descritos en orden ascendente pero este orden no representa su arreglo dentro de las 
secuencias (ver Figura 6). Se incluye el número de acceso de las secuencias de proteínas reportadas 
previamente o los marcos de lectura de las bases de datos de ESTs en la siguiente página. Se excluyeron 
del análisis filogenético las secuencias que mostraron el valor más bajo con el algoritmo MEME (Seq_25, 
Seq_46, y Seq_47). 
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Tabla 2. Continuación... 
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II. Análisis de los patrones de acumulación de transcritos y proteínas de la 
familia  AtLEA4 durante la embriogénesis y el establecimiento de la plántula, así 
como en tejidos vegetativos y reproductivos sujetos a déficit hídrico. 
 

La presencia y la abundancia de un transcrito LEA y su correspondiente proteína 

durante una etapa del desarrollo o en respuesta a estrés en un órgano en particular 

nos puede ofrecer información acerca de su sensibilidad a diferentes tipos de 

condiciones ambientales adversas, que pueden ser valiosas en la elucidación de su 

función. Por ello, analizamos los transcritos y proteínas del grupo AtLEA4 durante la 

embriogénesis y el establecimiento de la plántula en condiciones óptimas de 

crecimiento, así como en plantas sujetas a tratamientos de déficit hídrico.    

El análisis de la expresión de transcritos de la familia AtLEA4 se llevó a cabo 

mediante experimentos de RT-PCR utilizando oligos específicos para cada transcrito. 

Se utilizó RNA total de plantas silvestres de Arabidopsis (ecotipo Columbia) crecidas 

en condiciones óptimas y los resultados obtenidos mostraron que los transcritos de la 

familia AtLEA4 se encuentran en flores y se acumulan gradualmente desde etapas 

tempranas durante el desarrollo del embrión, aunque la mayor abundancia se detectó 

en la etapa de semilla madura (post-abscición). Durante el proceso de la germinación 

y el establecimiento de la plántula en condiciones óptimas de crecimiento se observó 

una disminución gradual en la acumulación de estos transcritos (ver Figura 1 en el 

artículo anexo).  

Con la finalidad de obtener información pertinente a los patrones de acumulación 

de proteínas de todos los miembros de la familia AtLEA4, se obtuvieron anticuerpos 

policlonales en conejos. Para la AtLEA4-5 se utilizó como antígeno la proteína 

recombinante nativa y para las proteínas AtLEA4-1 y AtLEA4-2 se utilizaron como 

antígenos a la proteínas recombinantes fusionadas a la glutatión-S-transferasa (GST, 

pDEST Invitrogen), ya que se ha visto en el laboratorio que las proteínas pequeñas 

pueden ser poco antigénicas y la fusión con GST aumenta su título (Colmenero-Flores 

et al., 1997). Con el uso de proteínas recombinantes purificadas de extractos 

bacterianos y de extractos de proteínas totales vegetales se confirmó la especificidad 

y la sensibilidad de ambos anticuerpos en ensayos de tipo western.  

En el caso de la AtLEA4-1, se encontró un patrón de acumulación diferente al de 

sus correspondientes transcritos, ya que la proteína se acumula abundantemente en 

flores y en silicuas inmaduras. De manera inesperada, en la semilla madura, ya sea 

seca o imbibida y durante la germinación, la banda del monómero de 14.9 KDa no se 

detectó, en su lugar se detectó una banda de mayor peso molecular (AtLEA4-1-L), aún 

utilizando anticuerpos inmunopurificados en estos mismos extractos. Los niveles de 
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acumulación de la AtLEA4-1-L son mayores en semilla seca comparados con semillas 

imbibidas y estratificadas o semillas durante el proceso de germinación. Aunque en el 

panel B de la Figura 1 (ver el artículo anexo) no se detecta la señal de la proteína 

AtLEA4-1-L en el extracto de semillas en germinación (24h después de incubar a 

25ºC), una exposición mayor permite su detección en niveles bajos (dato no 

mostrado). Sin embargo, una vez que las semillas han germinado la proteína AtLEA4-

1 se detecta con el peso molecular esperado (14.9 KDa), en tanto que los niveles de 

acumulación de la proteína  AtLEA4-1-L ya no se detectan en el estado de 

establecimiento de la plántula, reiniciando la detección del monómero con el peso 

molecular esperado a partir de 2 días después de la germinación (ver Figura 1B en el 

artículo anexo).  

Las otras dos proteínas del grupo AtLEA4 se acumulan en la embriogénesis tardía 

con un máximo en la etapa de semilla madura y sus niveles disminuyen gradualmente 

después de la germinación, de acuerdo a su correspondiente patrón de acumulación 

de transcritos (ver Figura 1 en el artículo anexo). En el caso de la proteína AtLEA4-2 

ésta no se detectó en los experimentos tipo western con el peso molecular esperado 

(10.5 KDa) sino que se detectaron específicamente una o dos bandas de mayor peso 

molecular (>30 KDa), cuya detección corresponde con el patrón de acumulación de 

sus transcritos, alcanzando el máximo de acumulación en la fase de semilla madura. 

Con la finalidad de descartar que fuera una detección inespecífica, se usaron 

anticuerpos comerciales (GenScript) manufacturados contra un péptido sintético, que 

abarca una región poco conservada de la familia y con una alta antigenicidad predicha 

in silico. Los resultados obtenidos fueron los mismos. Por lo tanto, obtuvimos dos 

evidencias independientes que indican que esta(s) banda(s) de mayor  peso molecular  

son detectadas específicamente por los anticuerpos. Por un lado, la detección con 

estos anticuerpos se compite con un péptido de la AtLEA4-2 y también con la proteína 

recombinante AtLEA4-2/GST. Por otra parte, estas bandas se dejan de detectar en 

extractos de plantas transgénicas que expresan un microRNA artificial (a-miR, Figura 

7) dirigido a silenciar los transcritos de los genes AtLEA4-1 y AtLEA4-2 en condiciones 

de sequía. 

Los patrones de acumulación de transcritos y proteínas se determinaron también 

en plántulas de dos semanas de edad, sometidas a tratamientos de estrés por 12 

horas en medio líquido, en presencia de MS con o sin ácido abscísico (ABA, 100 µM), 

polietilenglicol peso molecular 8000 (PEG-8000 25%) o cloruro de sodio (NaCl, 100, 

150 o 200 mM). En ensayos de tipo northern se detectaron con sondas específicas 

para cada transcrito a los tres miembros de la familia, encontrando que los tres 

transcritos se inducen en respuesta al tratamiento con PEG, y en el caso de la  
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Figura 7. Niveles de reducción de los niveles de proteína en plantas homocigotas 
sencillas, dobles y triple mutantes por silenciamiento post-transcripcional de la familia 
AtLEA4 en experimentos de sequía. Análisis tipo western utilizando anticuerpos 
específicos dirigidos contra cada proteína y extractos proteicos totales (10 µg) de 
plantas adultas en tratamiento de deshidratación para mostrar los niveles de 
silenciamiento en las plantas mutantes comparados con los niveles de las plantas 
silvestres (WT). Las líneas homocigotas utilizadas en los experimentos fueron: 
mutantes por el mecanismo de RNAi (RNAi 4-5) en el gen AtLEA4-5, mutantes para 
los genes AtLEA4-1 y AtLEA4-2  uilizando un microRNA artificial (a-miR 4 – 1/2), así 
como las cuzas F2 de mutantes por RNAi con a-miR (triple mutante). Como control de 
carga se muestra la tinción reversible con rojo de Ponceau después de la 
transferencia. La cabeza de flecha muestra la señal de mayor masa molecular a la 
esperada (aprox. 30 KDa), obtenida específicamente con los anticuerpos dirigidos 
contra la AtLEA4-2. 

A 

B 
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AtLEA4-5 se inducen también en respuesta a ABA y NaCl. El aumento en la 

concentración de NaCl provocó un gradual incremento en la acumulación de los 

transcritos para el gen AtLEA4-5, mientras que para los otros dos no se detectó un 

incremento significativo (Figura 2A del artículo anexo). La mayor sensibilidad del 

análisis por RT-PCR mostró que los tres transcritos se acumulan en respuesta a los 

diferentes tratamientos de estrés, siendo el transcrito para el gen AtLEA4-5 el más 

abundante en todos los casos. En el caso de la determinación de los niveles de 

proteína, encontramos que sus patrones de acumulación son similares a los 

mostrados por los transcritos en respuesta a PEG, pero no así en respuesta a 

tratamientos con ABA y NaCl, en donde se encontraron diferencias entre ambos 

patrones (Figura 2A del artículo anexo). Tal fue el caso en respuesta a estrés por sal, 

en donde aunque los transcritos para los genes AtLEA4-1 y AtLEA4-2 se detectaron 

en bajas cantidades, los niveles de las proteínas correspondientes en esta condición 

claramente mostraron un incremento. En el caso del tratamiento con ABA no hubo 

cambios en la acumulación de las proteínas AtLEA4-1 y AtLEA4-2 con respecto a la 

condición control. El hecho de que la AtLEA4-1 se observara acumulada a pesar de 

los bajos niveles de sus transcritos sugiere la participación de mecanismos de control 

post-transcripcional que modulan los niveles de acumulación de la proteína. En el caso 

de la AtLEA4-5, los resultados obtenidos por ensayos de tipo western indican que se 

detecta una abundante acumulación en respuesta a los tratamientos con ABA y PEG, 

(Figura 2 artículo anexo). Sin embargo, se puede observar que los niveles de 

acumulación de la proteína AtLEA4-5 en respuesta a las concentraciones de NaCl 

utilizadas fueron menores comparados con los obtenidos por los tratamientos de ABA, 

aún cuando los transcritos correspondientes se acumularon en niveles similares en 

ambos tratamientos (ABA vs 200 mM NaCl, Figura 2 artículo anexo), lo cual sugiere 

nuevamente la participación de mecanismos de regulación post-transcripcional en la 

síntesis de esta proteína. 

De manera semejante a los análisis anteriormente descritos, para el caso de la 

proteína AtLEA4-2 no se detectó una banda con el peso molecular esperado, sino que 

en respuesta a PEG se observaron dos bandas de alto peso molecular, y un aumento 

en la acumulación de ambas en respuesta al incremento en la concentración de sal. 

Estos dobletes de alto peso molecular se observaron en geles de SDS-tricina, con 

sistema discontinuo de pH, que son los geles que utilizamos de manera rutinaria para 

separar las proteínas de los extractos vegetales ya que permiten la migración correcta 

de proteínas pequeñas(1-30 kDa), como en el caso de la AtLEA4-1 y AtLEA4-5 que 

migraron de acuerdo al peso esperado  (Schägger y von Jagow, 1987). Aunque con 
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una menor resolución el doblete de alto peso molecular también se detectó utilizando 

geles de SDS-glicina. Este fenómeno se repitió con cualquiera de los anticuerpos 

disponibles dirigidos contra la AtLEA4-2. La incubación de los extractos vegetales y las 

proteínas recombinantes con el suero preinmune no concuerda con las bandas 

obtenidas con el suero inmune para la AtLAE4-2, lo que sugiere que los dobletes de 

alto peso molecular corresponden a homo-oligómeros que la proteína pudiera estar 

formando por interacciones intramoleculares. 

En conclusión, los experimentos que se describen arriba indican que la síntesis de 

estas proteínas está sujeta a una regulación no sólo a nivel transcripcional sino 

también a nivel postranscripcional o traduccional. Por otro lado, la acumulación 

diferencial de los transcritos y proteínas de esta familia en plantas crecidas bajo 

condiciones óptimas, durante el desarrollo del embrión, durante la germinación y el 

establecimiento de la plántula; al igual que sus patrones de acumulación en 

condiciones de déficit hídrico, sugiere (como también lo indica el análisis filogenético) 

que la función de estas proteínas se ha diversificado después de su duplicación y no 

necesariamente se sobrelapan sus funciones en diferentes condiciones osmóticas de 

la célula, etapa de desarrollo  o tejidos de la planta. 

 

III. La mutante por inserción en el gen AtLEA4-5, las mutantes por silenciamiento 
post-transcripcional (PTGS) en los genes AtLEA4-1 y AtLEA4-2 y las plantas de 
las cruzas por PTGS muestran fenotipos de sensibilidad en respuesta a estrés 
osmótico durante la germinación y en tratamientos de sequía en plantas adultas. 
 

El análisis por pérdida de función es el enfoque que permite contar con información 

relevante sobre la participación de las proteínas del grupo AtLEA4 en diferentes 

procesos, tanto en condiciones óptimas de crecimiento como en situaciones de 

limitación de agua. Por ejemplo, durante y/o después de una situación de déficit 

hídrico, durante la germinación en condiciones de estrés osmótico; o bien durante un 

proceso de deshidratación/rehidratación en plantas adultas o durante el desarrollo 

normal de la semilla. El análisis fenotípico se llevó a cabo durante la germinación, en 

condiciones normales o de estrés iónico/osmótico (NaCl 250 mM, manitol 350 mM); 

así como, de plantas sometidas a tratamientos de deshidratación/rehidratación en 

estado adulto, utilizando una severidad de deshidratación menor a la que se usó con 

las plantas sobreexpresoras de la AtLEA4-5 (ver Figura 3 del artículo anexo), puesto 

que se esperaba que las mutantes deficientes en la producción de esta familia de 

proteínas fueran más sensibles a este tratamiento.  
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Para determinar si los fenotipos observados se podían atribuir en particular a la 

disminución de la expresión de esta familia de proteínas durante déficit hídrico, se 

determinó previamente que las líneas transgénicas utilizadas en los experimentos 

tuvieran una sola inserción del transgen y fueran homocigotas para el o los 

transgenes. Se verificó que expresaran la construcción que desencadena el 

silenciamiento específico de los genes blanco en el caso de mutantes por 

silenciamiento post-transcripcional o que tuvieran la inserción en el sitio esperado del 

genoma en el caso de la mutante por inserción y, en consecuencia, tuvieran abatidos 

los niveles de expresión de proteína de los respectivos miembros de la familia LEA4. A 

continuación se detallan los experimentos para cada tipo de mutantes. 
 

1) 

 

Mutante por inserción en el gen AtLEA4-5 y su complementación con una 

construcción 35S:AtLEA4-5:NOS en plantas transgénicas estables 

Se obtuvo una mutante por inserción de un transposón no-autónomo 

(Enhancer/Suppressor-mutator, dSpm) en el promotor del gen AtLEA4-5, la cual está 

disponible a través del Banco Europeo de Mutantes de Arabidopsis (NASC, Número 

de acceso N122943, Tissier et al., 1999, Figura 8A) que lleva como marcador de 

selección de la inserción, el gen que otorga resistencia a glufosinato de amonio 

(BASTA). Se confirmó el sitio de inserción a través de experimentos tipo Southern 

usando una sonda específica que abarca una parte de la región promotora del gen 

cerca del sitio esperado de la inserción, hasta el final del marco abierto de lectura del 

gen (Figura 8C). Se utilizó DNA genómico de plantas silvestres y plantas mutantes 

para digerir con enzimas que cortan en sitios aledaños a la inserción del transposón 

(Figura 8B). Para confirmar que la inserción afectara la producción de la proteína se 

llevaron a cabo ensayos de tipo northern y western. Se encontró una severa reducción 

en los niveles de transcritos y proteínas comparados con los de plantas silvestres, 

utilizando extractos de semillas maduras y de raíces de plantas adultas en 

tratamientos de sequía (ver Figura 4 del artículo anexo). Esta mutante se utilizó para 

analizar su fenotipo durante la germinación en medio con o sin la adición de NaCl 

(250 mM) y manitol (350 mM), así como en plantas adultas sujetas a tratamientos de 

deshidratación-rehidratación. Hubo un retraso en el inicio de la germinación y una 

menor tasa de germinación en condiciones control (P<0.0011), una significativa 

reducción en la tasa de germinación y un menor porcentaje final de germinación en 

condiciones de déficit hídrico (P<0.0001), lo cual sugiere que la proteína AtLEA4-5 es 

necesaria para una eficiencia de germinación óptima en estrés osmótico y iónico (ver 

Figura 5 del artículo anexo).  
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Figura 8. Descripción de la mutante por inserción de un transposón (dSpm 4-5) en el 
gen AtLEA4-5. A) Construcción utilizada para seleccionar las transposiciones estables 
del transposón dSpm en la colección de mutantes SLAT del John Innes Centre (imagen 
reproducida de Tissier et al., 1999). Se introdujo un elemento Enhance/Supresor-mutator 
(En/Spm) en plantas de Arabidopsis en una construcción de T-DNA, la cual lleva un 
transposón Spm no-autónomo defectuoso (dSpm) con el gen de resistencia al herbicida 
fosfinotricina o BASTA (BAR), un cassette de expresión de una transposasa y un 
marcador de contra-selección. B) Localización genómica de la inserción estable del 
dSpm en la región promotora del gen AtLEA4-5 (208 pb del codon de incio) y sitios de 
restricción utilizados para el análisis de tipo Southern. Las semillas mutantes se 
obtuvieron del Banco Europeo de Mutantes de Arabidopsis (NASC, Número de acceso 
N122943). Se crecieron plantas de cada semilla y la progenie de cada planta se colectó 
por separado. C) Análisis tipo Southern utilizando una sonda específica para detectar la 
inserción del transposón dSpm en la región esperada del promotor del gen AtLEA4-5 y 
DNA genómico (40 mg) extraído de plantas silvestres (WT) y mutantes de dos líneas T4 
independientes (dSpm 1, 2). El DNA genómico fue digerido con las enzimas ClaI o 
HindIII, que dieron señal en el tamaño esperado para las plantas silvestres y de un 
mayor tamaño  en las líneas mutantes, de acuerdo con el tamaño y la orientación del 
transposón. Se utilizó como control negativo la digestión con la enzima BamHI. 

A B 

C 
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 Para evaluar la participación de la proteína AtLEA4-5 en la capacidad de la planta 

para mantener la producción de botones florales y axilares bajo restricción de agua, 

se compararon las plantas mutantes y plantas silvestres, crecidas en la misma 

maceta, para que la sequía fuera lo más comparable posible. Se crecieron plantas en 

condiciones óptimas de desarrollo hasta el inicio de la floración, en este punto, se 

sometieron a un tratamiento de deshidratación hasta que el sustrato alcanzó un 

potencial osmótico (Ψsubstrato

Para verificar que los fenotipos detectados en las plantas mutantes se deben a la 

ausencia del gen funcional AtLEA4-5, se llevaron a cabo experimentos de 

complementación, transformando las plantas mutantes por inserción del transposón 

dSpm (fondo mutante AtLEA4-5::dSpm), con una construcción que expresa el ORF del 

gen AtLEA4-5 bajo el promotor constitutivo 35S, cuyo marcador de selección confiere 

resistencia a kanamicina (AtLEA4-5::dSpm, 35S::AtLEA4-5::NOS).  

) de -4.62 (±0.62), -cabe recordar que el tratamiento de 

deshidratación en este experimento es menos severo que el utilizado para los 

experimentos que se llevaron  a cabo con las plantas sobre-expresoras de la AtLEA4-

5 en fondo silvestre-. Las plantas  se re-hidrataron con solución nutritiva y se dejaron 

recuperar por un periodo de 6 días, al cabo de este tiempo se cuantificó el número de 

botones florales y axilares, antes de cosechar las plantas completas para determinar 

la acumulación total de biomasa (una vez que las plantas se secaron en un horno a 

80ºC). Se encontraron diferencias significativas (P<0.0001) comparadas con plantas 

silvestres en la acumulación de biomasa después de la recuperación del periodo de 

sequía, así como en la producción de botones florales y axilares en las mutantes bajo 

estas condiciones (P<0.0001).     

El análisis fenotípico de las plantas transformadas en estado homocigoto para el 

transgen (generación T3) mostraron  que la sobre-expresión del gen AtLEA4-5 puede 

complementar la mutación del gen endógeno durante la germinación bajo condiciones 

de baja disponibilidad de agua. Se obtuvo una mayor tasa de germinación en las 

semillas de plantas silvestres y en las  plantas complementadas con la construcción 

comparación con la obtenida con las semillas de plantas que llevan la inserción del 

transposón (AtLEA4-5::dSpm, ver Figura 5 del artículo anexo). Este experimento es 

indicativo de que el fenotipo de sensibilidad observado en las mutantes por inserción 

en el gen AtLEA4-5 se debe al abatimiento en la expresión de este gen, que en 

condiciones normales se expresa muy abundantemente en las últimas etapas de la 

embriogénesis. También se observó la complementación del fenotipo en plantas 

adultas después de haber estado sometidas a tratamientos de sequía y rehidratación 

(ver Figura 6 del artículo anexo). Cabe notar que en este tipo de experimento, donde 

la deshidratación no fue tan severa como la que se utilizó para caracterizar a las líneas 
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sobre-expresoras del gen AtLEA4-5 en fondo silvestre (Col, 35S::AtLEA4-5::NOS), no 

hubo diferencias significativas entre la complementación del gen AtLEA4-5 en el fondo 

mutante (dSpm::AtLEA4-5, 35S::AtLEA4-5::NOS) con el desempeño de las plantas 

silvestres. Se utilizó como control positivo a las plantas que sobre-expresan este 

mismo gen en el fondo silvestre (Col, 35S::AtLEA4-5::NOS).  

 

2) 

 

Mutantes por silenciamiento post-transcripcional en los genes AtLEA4. 

Debido a que no se encontraron mutantes para los genes AtLEA4-1 y AtLEA4-2,  con 

una disminución significativa de los transcritos y proteínas correspondientes, se realizó 

una construcción de un microRNA artificial (a-miR) para su silenciamiento post-

transcripcional (PTGS). La homología entre los transcritos de los genes AtLEA4-1 y 

AtLEA4-2 permitió el diseño de un a-miR (a-miR 4-1/2), que podría tener como blanco 

de silenciamiento a ambos transcritos, utilizando una región de máxima identidad de 

nucleótidos entre ellos (Figura 9). El precursor del a-miR 4-1/2 se expresó bajo el 

promotor 35S para favorecer un silenciamiento eficiente de los genes de interés y las 

plantas transgénicas llevan el marcador de selección que confiere resistencia a 

BASTA. Se seleccionaron aquellas líneas transgénicas que mostraron la mayor 

acumulación del a-miR para validar el silenciamiento esperado. El a-miR 4-1/2 maduro 

se detectó por medio de ensayos tipo northern para RNAs pequeños utilizando plantas 

de dos semanas de edad de líneas T3 crecidas bajo condiciones óptimas (ver Figura 

7A del artículo anexo). Los resultados de los ensayos tipo western utilizando extractos 

de proteína total de plantas adultas de líneas T3 seleccionadas bajo tratamientos de 

sequía mostraron que el a-miR es funcional y puede silenciar específicamente los 

transcritos correspondientes a los genes AtLEA4-1 y AtLEA4-2 (ver Figura 7B del 

artículo anexo). Una vez confirmada su funcionalidad se caracterizaron 

fenotípicamente estas líneas, aplicando los mismos tratamientos descritos para la 

mutante por inserción en el gen AtLEA4-5. En los ensayos de germinación el mayor 

efecto se observó en presencia de NaCl (250 mM), ya que las semillas de la mutante 

silenciada en los genes AtLEA4-1 y AtLEA4-2 mostraron un 20% de germinación 

comparado con un 70% observado en las semillas silvestres. Cuando se germinaron 

en presencia de manitol (350 mM) no se obtuvieron diferencias en el porcentaje final 

de germinación pero la doble mutante mostró una menor tasa de germinación 

(P<0.0001, ver Figura 6 del artículo anexo). Asimismo, se detectó una mayor 

susceptibilidad a la deshidratación–rehidratación en experimentos con plantas adultas, 

ya que la mutante mostró una reducción significativa en el número de botones en 

comparación con las plantas silvestres (ver Figura 6 del artículo anexo 1 y Tabla 3). 
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Para poder obtener una triple mutante que estuviera afectada  en la producción de 

los tres miembros de la familia de genes AtLEA4, y debido a que ambas mutantes, la 

de inserción y la de PTGS son resistentes a BASTA, generamos una mutante por 

PTGS para el gen AtLEA4-5, que llevara como marcador de selección al gen de 

resistencia a kanamicina, utilizando como herramienta la interferencia de RNA (RNAi). 

Para ello, se transformaron plantas que expresaran bajo el promotor 35S a la región 

codificante del gen AtLEA4-5 en forma de repetidos invertidos (RNAi 4-5) y que 

desencadenaran la maquinaria endógena de la planta de silenciamiento por RNAi 

debido a la generación de siRNAs (Figura 9B). 

 
Figura 9. Diseño de un microRNA artificial para silenciar post-transcripcionalmente a los 
genes AtLEA4-1 y AtLEA4-2 (A) y clonación de la construcción que desencadena el 
silenciamiento del gen AtLEA4-5 por medio de RNAi (B). con una construcción que 
expresa el marco abierto de lectura (ORF) en forma de invertidos repetidos separados por 
un intrón, para desencadenar el silenciamiento por siRNAs que específicamente tendrían 
como blanco a los transcritos del gen AtLEA4-5. 
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Algunas líneas se seleccionaron por sus mayores niveles de silenciamiento del gen 

endógeno, al ser comparados con los niveles de acumulación del gen en plantas 

silvestres (líneas 3-5, ver Figura 7C del artículo anexo 1). Sin embargo, el 

silenciamiento con esta construcción sólo fue efectivo en las generaciones T1 y T2, por 

lo que todos los experimentos con esta construcción se llevaron a cabo con plantas 

homocigotas en la generación T2. Estas líneas homocigotas fueron caracterizadas 

fenotípicamente antes de utilizarlas en la generación de la triple mutante (Figura 10). 

Estos análisis se llevaron a cabo con plantas adultas en tratamientos de 

deshidratación similares a los descritos anteriormente, hasta que el sustrato alcanzó 

un potencial hidrico Ψsubstrato=-4.62 (±0.62) en condiciones de invernadero. Los 

resultados de estos análisis mostraron que las líneas seleccionadas acumularon 

menos biomasa y recuperaron un menor número de botones florales después de la 

rehidratación. Además se mantuvieron en condiciones óptimas hasta que completaran 

su ciclo de vida, con la finalidad de determinar la producción de semillas, observando 

que produjeron una menor cantidad de semillas que las plantas silvestres que también 

sufrieron el mismo tratamiento de sequía (Figura 10). Las líneas seleccionadas de 

RNAi (línea 3, ver Figura 7C del artículo anexo 1, T2 RNAi 4-5)  y de a-miR (líneas 3 y 

4 de la Figura 7B del artículo anexo, T2 a-miR 4 – 1/2) se usaron como parentales 

para hacer las cruzas que permitieran obtener una triple mutamte; así se obtuvieron 

semillas de las cruzas y posteriormente se crecieron las plantas de la F1 y se auto-

fecundaron para obtener las semillas de la generación F2 con el fin de seleccionar las 

líneas homocigotas para ambos transgenes. Se seleccionaron líneas homocigotas con 

100% de resistencia a ambos marcadores y que mostraron los menores niveles de 

acumulación de las proteínas correspondientes en tratamientos de sequía (Figura 7). 

Estas cruzas no se analizaron en la germinación ya que previamente habíamos 

observado que las semillas de las plantas que llevan la construcción RNAi AtLEA4-5 

no presentan un abatimiento de la proteína en la semilla madura en la generación T3

 

. 

También se hicieron los experimentos de sequía con plantas silvestres y plantas de las 

cruzas, crecidas en la misma maceta. Los resultados indicaron que las plantas 

homocigotas obtenidas de la cruza tienen un fenotipo de sensibilidad a la sequía en 

plantas adultas, reflejado en una menor acumulación de biomasa y menor número de 

botones florales después de un periodo de recuperación (Figura 6 artículo anexo, 

Tabla 3). Este fenotipo es más severo al obtenido con las plantas mutantes para uno 

de los genes (RNAi AtLEA4-5, dSpm::AtLEA4-5) o para dos genes (AtLEA4-1 y 

AtLEA4-2). 
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Figura 10. Análisis fenotípico de plantas homocigotas T2

 

 que expresan una 
construcción que desencadena el silenciamiento por RNAi de los transcritos AtLEA4-5 
en plantas adultas después de la recuperación del estrés. Se sembraron en la misma 
maceta plantas silvestres (Wt) y tres líneas transgénicas (ver Figura 15, líneas 3-5), 
que mostraron una reducción significativa de los niveles de proteína AtLEA4-5 bajo 
tratamientos de sequía. Las plantas se crecieron en invernadero y se mantuvieron en 
condiciones de riego óptimo hasta el inicio de la floración y se sometieron a 
deshidratación por un periodo de 12 días (potencial hídrico del sustrato Ψ = -4.62 
(±0.62) MPa. A) Promedio del número de botones florales y axilares por planta 
después de 6 días de recuperación del estrés. Las barras indican el promedio (± SE, 
error estándar, n=7), encontrando diferencias significativas entre grupos (P=0.0273) 
con análisis de varianza (ANOVA) de una vía. B) Biomasa seca de semillas 
provenientes de plantas que sufrieron los tratamientos de sequía y recuperación, 
obtenida mediante la cosecha total de semillas producidas al mantener las plantas en 
riego óptimo hasta la senescencia. Las barras indican el promedio (± SE, n=3). Se 
encontraron diferencias significativas entre grupos (P=0.0133) con el ANOVA de una 
vía. Las letras encima de las barras indican diferencias significativas entre grupos 
según la prueba de Dunnett (P<0.05). C) Porcentaje de pérdida de agua del sustrato 
(±SE) durante la cinética de deshidratación de macetas con plantas silvestres y 
mutantes con niveles reducidos de los miembros de la familia AtLEA4, indicado como 
el porcentaje del contenido inicial de agua en el sustrato. 
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Así como se detectó inestabilidad de los transgenes para la construcción de RNAi 

AtLEA4-5, detectamos que el silenciamiento en las cruzas sólo era funcional en las 

generaciones F1 y F2. Cuando se analizaron las cruzas en la generación F3

Debido a que los tres miembros de la familia AtLEA4 se acumulan durante la 

embriogénesis, analizamos el efecto de su disminución en la producción de semillas 

en las diferentes mutantes en condiciones óptimas de desarrollo. Para ello, se 

crecieron plantas silvestres y plantas de dos líneas transgénicas para cada 

construcción de manera individual en macetas con Metromix y se mantuvieron en 

riego óptimo durante todo su ciclo de vida, cosechando las semillas de cada planta por 

separado hasta la senescencia. Se determinó la biomasa seca de las semillas por 

planta y se encontró que las plantas que no expresan o que tienen una reducción en 

los niveles de acumulación de proteínas de los miembros de la familia AtLEA4 (dSpm 

4-5, RNAi 4-5, a-miR 4 1/2) producen una menor cantidad total de semillas durante su 

ciclo de vida, comparado con las plantas silvestres (ver Figura 8 del artículo anexo).  

 el fenotipo 

de sensibilidad encontrado anteriormente no se reprodujo en todas las plantas, ya que 

los transgenes se habían silenciado y los niveles de expresión de las proteínas 

AtLEA4 se revirtieron a los de plantas silvestres (datos no mostrados). Debido a que la 

construcción de RNAi no era efectiva en reducir los niveles de la proteína AtLEA4-5 en 

las semillas, estas líneas no se analizaron para la caracterización fenotípica durante 

germinación. 

El incremento en los niveles de expresión de este gen en las plantas que sobre-

expresan el gen AtLEA4-5 en el fondo silvestre (Col, 35S::AtLEA4-5::NOS) como en el 

fondo de la mutante por transposón en este mismo gen (dSpm 4-5, 35S::AtLEA4-

5::NOS) no confirió una ventaja en cuanto a la producción de semillas cuando se 

compara la biomasa de semillas de plantas silvestres (ver Figura 8 del artículo anexo 

1). 
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Tabla 3. Análisis fenotípico de plantas mutantes T4 por inserción de un transposón en el gen 
AtLEA4-5 (dSpm 4-5) y plantas homocigotos T2 por silenciamiento post-transcripcional en de la 
familia AtLEA4 durante sequía y después de la recuperación del estrés. Las plantas fueron 
crecidas en invernadero y se mantuvieron en riego óptimo hasta la floración, se dejaron de 
regar hasta que el sustrato alcanzó un potencial (Ψsubstrato=-4.62 ± [0.62]) y en este punto se 
rehidrataron y recuperaron durante 6 días. Se contaron los botones florales por planta 
(Columna 3) y también se obtuvo la biomasa seca total de cada planta bajo riego óptimo 
(Columna 1) o después de la recuperación (Columna 2). En experimentos independientes se 
calculó el contenido relativo de agua (RWC) en discos de hojas de plantas control (Columna 4) 
o después de una sequía en donde el sustrato alcanzó un potencial  de Ψsubstrato

 

=-5.42 [±0.54], 
Columna 5). 
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DISCUSION 
 

La gran conservación en las secuencias de cada uno de los diferentes grupos de 

proteínas LEA y la alta correlación entre sus patrones de expresión y el déficit hídrico 

denotan un papel muy relevante para estas proteínas en este tipo de situaciones. 

Aunque existe evidencia circunstancial de que estas proteínas participan en la 

adaptación de plantas superiores a una baja disponibilidad de agua, no existía hasta la 

fecha una evidencia directa reportada en este aspecto. En este trabajo, analizamos la 

familia de genes AtLEA4 demostrando que participan en la respuesta adaptativa ante 

déficit hídrico en plantas de Arabidopsis a lo largo de diferentes etapas de su ciclo de 

vida. 

 Para abordar de manera apropiada el análisis fenotípico de las mutantes 

obtenidas, se determinaron y analizaron los patrones de acumulación de los 

transcritos y proteínas de esta familia en diferentes órganos y durante diferentes 

etapas de desarrollo de la planta. Aún cuando la mayor parte de la información con la 

que se cuenta en relación a los genes LEA y sus proteínas en Arabidopsis y otras 

plantas modelo se refiere a los patrones de acumulación de sus transcritos (Delseny et 

al., 2001; Hoth et al., 2002; Seki et al., 2002; Oono et al., 2003; Schmid et al., 2005; 

Winter et al., 2007; Hruz et al., 2008); ésta información aunque útil no necesariamente 

correspondía a las condiciones experimentales ni de crecimiento de nuestro interés, y 

por otro lado, no se contaba con la información referente a los niveles de acumulación 

de las proteínas correspondientes, por lo que hasta ese momento no era posible hacer 

correlaciones entre la presencia y abundancia de un transcrito y la proteína 

correspondiente. Nuestros resultados y los publicados en las bases de datos 

disponibles de microarreglos (Schmid et al., 2005; Winter et al., 2007; Hruz et al., 

2008),  concuerdan en que la mayor acumulación para todos los transcritos del grupo 

AtLEA4 correlacionan con la etapa de adquisición de la tolerancia a la desecación 

durante el desarrollo de la semilla y hasta dos días después de la germinación. 

También nuestros resultados comprueban que los transcritos para AtLEA4-5 son los 

que se acumulan de manera más abundante en comparación con los otros miembros 

de la familia en la mayoría de las condiciones de estrés ensayadas, en particular, en 

respuesta a estrés hiper-osmótico, sequía y tratamiento con ABA. Los genes que 

muestran la mayor similitud a nivel de nucleótidos AtLEA4-1 y AtLEA4-2, también 

mostraron una correlación en sus patrones de acumulación de transcritos, lo cual 

sugiere que pueden llevar a cabo funciones similares, y está de acuerdo con nuestro 

análisis filogenético, el cual localiza a ambas proteínas en el mismo subgrupo (ver 

adelante).  Este resultado es congruente con un análisis de las proteínas LEA de 
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Arabidopsis en donde se menciona que los genes que codifican para las proteínas 

AtLEA4-1 y AtLEA4-2 provienen de una duplicación reciente (Hundertmark y Hincha, 

2008). 

Los niveles de transcritos contrastan con la abundancia de las proteínas 

correspondientes en flores y durante el desarrollo de la plántula en el caso de la 

AtLEA4-1, en donde los niveles de proteína son similares a la etapa de semilla 

madura, aunque se detectan bajos niveles de acumulación de transcrito en esos 

órganos o etapas del desarrollo. En semillas maduras, tanto secas como imbibidas 

(durante el tratamiento de estratificación en frío) y durante la germinación, la proteína 

AtLEA4-1 se detectó con una mayor masa molecular aparente, lo que sugiere que bajo 

las condiciones de deshidratación severa que se tienen en la semilla seca, la proteína 

se modifica post-traduccionalmente o sufre cambios conformacionales, y que durante 

el proceso de la germinación (que inicia con la imbibición de la semilla) estos cambios 

se pierden conforme avanza el proceso. De tal forma, la proteína se vuelve a detectar 

en el tamaño esperado del monómero en etapas posteriores a la germinación, y su 

acumulación incrementa gradualmente hasta los 12 días después de la germinación, 

por lo que su papel puede ser relevante para el exitoso establecimiento de la plántula.  

En el caso de la AtLEA4-2, no pudimos detectar a la proteína con una masa 

molecular esperada para el monómero (10.5 KDa); en su lugar, detectamos 

específicamente una proteína con una masa molecular aparente mayor a 30 KDa, 

cuyo patrón de acumulación correlaciona con el obtenido para los transcritos. Una 

posible explicación para este resultado, es que a diferencia de la AtLEA4-5 y la 

AtLEA4-1, las predicciones de estructura secundaria sugieren la menor proporción de 

estructura aleatoria o random coil (20% de la secuencia de la proteína hacia la región 

carboxilo) para la AtLEA4-2, indicando que la mayor proporción de estructura 

secundaria tipo “coiled-coil” en esta proteína puede favorecer la formación de homo u 

hetero-oligómeros. En algunos casos (ver Figuras 1B y 2B del artículo anexo), se 

detectaron dos bandas en lugar de una, sugiriendo la formación de dos tipos de 

oligómeros debido probablemente a interacciones preferenciales, como se ha 

reportado para la proteína PvLEA18 (Colmenero_Flores et al., 1999). Cabe recordar 

que para los tres miembros de la familia AtLEA4 se predice que pueden formar 

estructuras de tipo “coiled-coil”, las cuales consisten en dos o más α-hélices que se 

enrollan unas con otras en un super enrollamiento de orientación izquierda, pudiendo 

formar homo- o hetero-dímeros, en complejos de dos a cinco hélices y se pueden 

alinear en orientación paralela o antiparalela. La secuencia de aminoácidos de un 

“coiled-coil” se caracteriza por una repetición conservada de 7 residuos (a-b-c-d-e-f-

g)n. Los residuos de la posición 1 (a) y 4 (d) forman la interface de dimerización entre 
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las hélices y generalmente están ocupados por residuos hidrofóbicos. Los demás 

residuos de la héptada son en su mayoría polares o cargados y pueden formar 

interacciones intra- o inter-hélices, que contribuyen a la estabilidad y la especificidad 

de la formación del complejo (Mason et al., 2009).  Lo anterior refuerza la hipótesis de 

que las proteínas LEA que forman “coiled-coils” pueden interactuar con ellas mismas o 

con otras proteínas “blanco” en la célula. En el caso particular de la AtLEA4-2, se 

predice que la mayoría de sus residuos (80%) pueden estar involucrados en la 

formación de “coiled-coils”, apoyando la existencia de interacciones fuertes entre los 

oligómeros, que no pudieron ser resultas con las condiciones utilizadas para su 

separación en la electroforesis con SDS. 

El análisis de los patrones de acumulación de proteínas para los diferentes 

miembros de la familia AtLEA4 sugiere la participación de mecanismos de control 

postranscripcional que modulan los niveles de proteína, como ha sido sugerido para 

otras proteínas LEA (Ried y Walker-Simmons, 1993; Colmenero-Flores et al., 1999). 

Un ejemplo de esta situación es evidente en el caso de los niveles de acumulación de 

transcritos vs de proteína para la AtLEA4-5 en tratamientos con ABA y NaCl, en donde 

los niveles de transcritos fueron similares para ambas condiciones mientras que los 

niveles de proteína en respuesta a ABA son mucho mayores que en respuesta a NaCl, 

lo cual indica que el ABA puede estar involucrado en algún mecanismo de regulación 

posttranscripcional de los transcritos para este gen. 

Para obtener información del papel de la familia de genes AtLEA4 en la adaptación 

de las plantas ante condiciones de déficit hídrico, llevamos a cabo un análisis 

fenotípico de plantas de Arabidopsis deficientes en los productos génicos de esta 

familia. Las plantas mutantes que no pueden sintetizar la proteína AtLEA4-5 (dSpm 4-

5) mostraron que ésta tiene un papel relevante en el ajuste de la planta a condiciones 

de estrés hiper-osmótico (manitol 350 mM) y de alta salinidad (NaCl 250 mM), ya que 

alcanzaron  una menor tasa y eficiencia germinativa. La ausencia de esta proteína 

también afectó negativamente la capacidad de las plantas de Arabidopsis para 

recuperarse de los tratamientos de sequía y recuperación aplicados en la etapa adulta. 

Las plantas mutantes mostraron una menor acumulación de biomasa y una menor 

capacidad para producir botones florales y axilares comparadas con plantas silvestres. 

De acuerdo con esto, la deficiencia de AtLEA4-5 en las plantas silenciadas por RNAi 

provocó una baja producción de semillas después de haber sufrido tratamientos de 

sequía y recuperación. Un efecto similar se observó en la capacidad de recuperación 

de las plantas silenciadas para los genes AtLEA4-1 y AtLEA4-2 con un a-miR, 

sugiriendo que no hay una redundancia funcional en su participación en estas 

condiciones ambientales adversas. Esta interpretación se ve apoyada aún más por los 
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resultados obtenidos con las plantas en las cuales los tres genes de la familia estaban 

silenciados (RNAi 4-5 x a-miR 4 -1/2). Estas plantas con niveles indetectables o muy 

bajos de las tres proteínas mostraron una mayor reducción en la acumulación de 

biomasa, así como en la producción de botones florales y axilares en respuesta a 

tratamientos de sequía. 

De manera muy interesante, encontramos que aún bajo condiciones óptimas de 

crecimiento, la biomasa total de semillas producidas en el ciclo de vida completo de 

las plantas mutantes fue menor que el de las plantas silvestres, probablemente debido 

a su papel protector en la maquinaria de la planta necesaria para un desarrollo óptimo 

de la semilla y/o el fruto. También se debe considerar el posible papel protector de 

estas proteínas en las regiones meristemáticas o los primordios ( de acuerdo con su 

efecto en el número de botones florales y axilares después de sequía), lo cual puede 

ser relevante para la formación de inflorescencias y consecuentemente en el número 

total de semillas. Realizamos la determinación del tamaño de las semillas calculando 

el peso de 1000 semillas, lo cual indicó que las mutantes no están afectadas en este 

fenotipo, por lo que se puede descartar la posibilidad de que un llenado ineficiente de 

las semillas sea el responsable de una menor biomasa total de semillas por planta. 

Las plantas que sobre-expresan la AtLEA4-5 no mostraron una mayor cantidad de 

biomasa de semillas bajo irrigación óptima, lo cual sugiere que durante el desarrollo 

normal de las semillas, la presencia de niveles mayores que los que ocurren en las 

plantas silvestres no son necesarios para una exitosa producción de semillas. 

El análisis in silico de las proteínas del grupo AtLEA4 confirmó nuestra propuesta 

anterior (Battaglia et al., 2008) de que las proteínas de este grupo pueden definirse por 

la conservación de sus secuencias, el cual es un criterio más fuerte que las 

propiedades de sus aminoácidos (Wise y Tunnacliffe, 2004) y que pueden subdividirse 

en dos subgrupos, cada uno caracterizado por diferentes motivos conservados. Los 

motivos 1, 2, 4 y 6/7 están tan ampliamente distribuídos que pueden representar la 

firma de este grupo de proteínas, ya que se encuentran en 52 de 77 secuencias; sin 

embargo, el motivo 2 puede ser considerado el representativo de la familia, ya que se 

encuentra en todas las proteínas y es informativo de la filogenia de las proteínas 

completas para esta familia. Al sobreponer la taxonomía de los organismos con la 

filogenia del grupo LEA4 se puede concluir que los dos subgrupos se originaron a 

partir de una duplicación muy temprana que antecede a la divergencia de las 

dicotiledóneas y las monocotiledóneas, ya que podemos encontrar los dos tipos de 

proteínas se pueden encontrar en ambos taxones. El subgrupo 4A se encuentra 

representado en una briofita, mientras que el subgrupo 4B se encuentra en coníferas. 

Puede sugerirse que el grupo 4B es más antiguo que el 4A, ya que el 4B está 
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representado en plantas vasculares y no vasculares, mientras que las proteínas 4A 

están ausentes en el genoma secuenciado de Physcomitrella patens. Sin embargo, las 

proteínas 4A pueden estar representadas  en otras plantas no vasculares conforme se 

examinen y se secuencíen un mayor número de especies. 

Por otra parte, es notable que varios géneros de plantas monocotiledóneas y 

dicotiledóneas tienen representantes de ambos subgrupos.  Esta observación sugiere 

que la duplicación inicial dio lugar a una divergencia funcional o subfuncionalización. 

Una hipótesis puede ser que al proteger otras proteínas o estructuras subcelulares, 

ambos subgrupos utilicen mecanismos similares pero tengan blancos diferentes, lo 

cual se apoya con el hecho de que ambos comparten los motivos 1, 2, 4 y 6/7, pero 

difieren en la presencia de motivos adicionales que pueden estar involucrados en la 

especificidad de sus blancos. En el caso de Arabidopsis, las dos proteínas del 

subgrupo 4A (AtLEA4-1 y AtLEA4-2) tienen patrones de expresión similares, que son 

diferentes a los de la proteína del subgrupo 4B (AtLEA4-5). Nuestras datos 

experimentales correlacionan con la conclusión del análisis bioinformático, ya que se 

espera que tengan patrones diferentes al ser proteínas cuyas funciones han divergido. 

Desde el primer reporte en donde se reconocen varias familias de estas proteínas 

hidrofílicas e intrínsecamente no estructuradas por Dure et al. (1989), el enfoque 

principal de la investigación sobre estas proteínas ha sido la expresión constitutiva o 

inducible en plantas y micro-organismos, para probar su papel protector en la 

sobrevivencia de éstos (para una revisión reciente de este tema ver el artículo de 

Battaglia et al., 2008 en el anexo 2 de este manuscrito). En el caso particular del grupo 

LEA4, se han llevado a cabo pocos estudios de análisis funcional y éstos han sido 

reportados en tejidos vegetativos únicamente. Tal es el caso de un homólogo del gen 

AtLEA4-5 en Brassica napus (BnLEA4-1) cuya expresión constitutiva incrementa la 

tolerancia de plántulas (Dalal et al., 2009). En lo que se refiere al análisis por pérdida 

de función, se ha reportado sólo un estudio para uno de los genes de esta familia en 

cacahuate (Arachis hypogea), en donde la expresión transitoria (inducida por la 

infección con un virus) del cDNA causa el silenciamiento del gen endógeno en plantas 

de tabaco (Nicotiana tabacum), provocando una sensibilidad de los tejidos vegetativos 

a un tratamiento de sequía (Senthil-Kumar y Udayakumar, 2006). En contraste con 

estos y otros reportes, en el presente estudio, reportamos el papel de una familia 

completa de proteínas en la adaptación de plantas superiores a la sequía y la 

desecación utilizando un enfoque genético, en donde correlacionamos la presencia y 

abundancia de los miembros de esta familia con el ajuste de la planta al estrés por 

déficit hídrico a lo largo de su ciclo de vida. El impacto biotecnológico que tendría la 

sobre-expresión de estas proteínas tipo LEA en plantas de cultivo puede ser de gran 
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importancia debido al constante incremento en los niveles de sequía que se predicen 

para los años próximos. Se ha reportado para otros grupos de proteínas LEA su 

eficacia en la protección contra sequía en plantas de interés agronómico como arroz y 

trigo, lo cual además de que apoya la hipótesis de su papel como protectores de la 

maquinaria celular, confiere una ventaja adicional al expresar estas proteínas tipo 

chaperona respecto a otras que modifican el metabolismo de la planta, ya que su 

sobre-expresión no va en detrimento de la planta en condiciones normales, a 

diferencia de lo que se ha reportado en la literatura para el caso de la sobre-expresión 

de factores transcripcionales o enzimas de la ruta de biosíntesis de osmolitos. 

 

CONCLUSIONES 
 

1) La persistencia de los sub-grupos LEA4A y LEA4B en grupos taxonómicos de 

plantas vasculares y no vasculares sugiere que su duplicación dio origen a una 

especialización funcional de tal forma que una proteína  de un subgrupo no puede 

substituir el papel del otro subgrupo. 

 

2) La acumulación diferencial de los transcritos y proteínas de esta familia durante el 

desarrollo del embrión, la germinación y el establecimiento de la plántula en 

condiciones óptimas; así como sus patrones de acumulación en condiciones de déficit 

hídrico, indica una diversificación en sus patrones de expresión después de su 

duplicación. 

 
3) La alteración en los niveles de expresión de los genes AtLEA4 tiene un efecto 

negativo en las plantas con abatimiento de uno o dos de los productos de su expresión 

en el proceso de la germinación en condiciones normales y bajo déficit hídrico, 

impuesto por altas concentraciones de sales u osmolitos en el medio.  

 

4) Hay un defecto en la recuperación de plantas mutantes adultas después de haber 

pasado por un periodo de sequía, cuantificado como una menor acumulación de 

biomasa y un menor número de botones florales y axilares por planta.  

 

5) En experimentos llevados a cabo en riego óptimo durante todo el ciclo de vida de 

las plantas se producen menos semillas por planta, ya que  requiere de estas 

proteínas para obtener una producción óptima, lo cual indica que estas proteínas 
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están implicadas en alguno(s) de los procesos involucrados en la producción de 

semillas y/o silicuas maduras en condiciones de riego óptimo.  

 

 
PERSPECTIVAS 

 
 

Tomando como base los resultados obtenidos con estos experimentos, planteamos 

realizar otro tipo de experimento de sequía, cuyas principales diferencias son: el uso de 

un sustrato con mayor retención de agua (mezcla de 40% metromix, 30% agrolita y 30% 

vermiculita vs. 100% turface) y la aplicación de una sequía menos severa que permitiera 

continuar el desarrollo de las plantas, ya que el tratamiento de sequía es más lento en un 

sustrato con mayor retención de agua y la restricción de agua se puede controlar 

restaurando el agua que van perdiendo las macetas durante dos semanas una vez que el 

sustrato llega a un 20% de la capacidad de campo. Este experimento involucra una 

sequía sostenida, a diferencia de una sequía progresiva (cercana al punto de marchitez 

permanente) y una posterior rehidratación y recuperación de las plantas,  usado en los 

experimentos reportados en esta tesis. Con este tipo de experimento se pueden analizar 

parámetros relacionados con el crecimiento y la productividad de las plantas silvestres y 

las diferentes líneas de plantas transgénicas, comparando una situación de irrigación 

óptima con una condición de sequía sostenida durante un periodo de dos semanas (p.ej. 

acumulación de biomasa, relación peso fresco:peso seco, coeficiente raíz:parte aérea, 

fotosíntesis índice de cosecha, eficiencia en el uso de agua, número de semillas por 

silicua, porcentaje de aborción de semillas por silicua) 

Los resultados de este experimento se están analizando (datos no mostrados) 

para determinar si existen diferencias significativas entre los genotipos debidas al 

tratamiento de sequía, y, de manera preliminar podemos decir que encontramos un 

fenotipo de una mayor aborción de semillas y silicuas en la mutante por inserción en el 

promotor del gen AtLEA4-5, lo cual sugiere que la presencia y abundancia de los 

productos de la expresión del gen AtLEA4-5 son necesarios para una óptima 

producción de semillas en condiciones de deshidratación moderada.  
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CAPITULO 2 
 
INTRODUCCION 
 
I. ANÁLISIS ESTRUCTURA-FUNCIÓN EN LAS PROTEÍNAS LEA. 

 

Aunque los experimentos genéticos pueden indicar los procesos en los que participa el 

grupo de proteínas LEA4, éstos sugieren poco sobre su mecanismo de acción. Así 

que con la finalidad de dilucidar las bases de su mecanismo de acción, en nuestro 

grupo se planteó la hipótesis de que las proteínas LEA, incluyendo a las del grupo 4, 

protegen a otras proteínas de los efectos deletéreos sobre su actividad biológica 

causados por condiciones de limitación de agua. Como se menciona en la 

Introducción del capítulo 1 de este manuscrito, se demostró que varias proteínas, 

representantes de diferentes grupos de proteínas LEA (AtLEA4, AtLEA2, AtLEA3) son 

capaces de prevenir la pérdida de la conformación nativa y, por tanto de la actividad, 

de dos proteínas blanco (LDH, MDH) ante una deshidratación parcial o ante 

tratamientos de congelamiento-descongelamiento inducidos in vitro (Reyes et al., 

2005; 2008). También se aportaron datos que indicaban que bajo estas condiciones in 

vitro estas proteínas podrían interaccionar con sus proteínas blanco (Reyes et al., 

2005). Es por ello que en la segunda parte del proyecto se abordó la pregunta de 

cuáles son los blancos de la proteína AtLEA4-5, a través de determinar su identidad 

por análisis in vivo e in vitro, en condiciones óptimas y/o bajo déficit hídrico. 

Las características físico-químicas de la proteínas LEA permiten establecer 

hipótesis para su mecanismo de acción. Típicamente, la estructura primaria de las 

proteínas LEA hidrofílicas incluye residuos cargados y polares no cargados (Glu, Lys, 

Arg, Gly, Gln, Ser, Pro), y muy pocos o ningún residuo hidrofóbico (Ile, Leu, Val, Trp, 

Phe, Tyr, Cys, Asn), por lo que son proteínas no globulares (desplegadas) y muy 

flexibles. Es por ello, que se ha sugerido que las proteínas LEA tienen la capacidad de 

unirse a moléculas de agua y asociarse a la matriz subcelular formando interacciones 

no covalentes o débiles, funcionando como una superficie de “solvatación” para las 

moléculas de la célula (Close et al., 1993; Dure, 1993). En nuestro laboratorio 

propusimos clasificarlas dentro de las “hidrofilinas”, un grupo de amplia distribución, 

que abarca organismos de los tres dominios Eubacteria, Archaea y Eukarya 

representado por proteínas con un índice de hidrofilicidad mayor a 1 y una alta 

proporción de aminoácidos pequeños (Gly, Ser, Ala) y que se expresan en 

condiciones de estrés por déficit hídrico (Garay-Arroyo et al., 2000, Battaglia et al., 

2008; Campos, com. pers).         
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Debido a la importancia de las proteínas LEA en la tolerancia a la sequía en tejidos 

vegetativos y reproductivos, así como en la adquisición de la tolerancia a la 

desecación de la semilla, muchos estudios se han enfocado en determinar las 

estructuras de las proteínas LEA. La estructura secundaria de varias de ellas ha sido 

caracterizada por dicroísmo circular (CD), resonancia magnética nuclear (NMR) o 

espectroscopía por transformación de Fourier (FTIR). Además, se ha determinado la 

estructura tridimensional de algunas proteínas LEA “atípicas” o hidrofóbicas (revisado 

en Battaglia et al., 2008; Shih et al., 2008).  

A pesar de la alta probabilidad que presentan estas proteínas de mostrarse como 

proteínas desplegadas en solución acuosa, varios algoritmos de predicción de 

estructuras secundarias (Chou y Fasman, 1978; Muñoz y Serrano, 1994; Rost y Liu, 

2003) indican que las proteínas LEA de los grupos 1-4 pueden adoptar estructuras 

secundarias definidas, como α-hélices o β-plegadas, en algunas regiones. Por 

ejemplo, se predice que algunos dominios conservados de los grupos de proteínas 

LEA1 (20-mero), LEA2 (segmento K), LEA3 (11-mero) o la región-amino conservada 

del grupo LEA4 pueden formar α-hélices anfipáticas (Dure, 1993). Sin embargo, con 

enfoques experimentales de análisis espectroscópicos se ha encontrado que la 

mayoría de las proteínas LEA contienen regiones desordenadas en la mayor parte de 

su extensión cuando se encuentran en solución acuosa. Esto ha llevado a considerar 

a las proteínas LEA hidrofílicas de plantas como parte del grupo de las proteínas 

instrínsecamente no estructuradas o desordenadas (IUP o IDPs). Las características 

estructurales que hacen únicas a este tipo de proteínas son, entre otras: una baja 

compactación, ausencia de globularidad, bajo contenido de estructuras secundarias y 

una gran flexibilidad (Tompa, 2002; Uversky, 2002). La mayoría de las proteínas 

globulares contienen un núcleo hidrofóbico que estabiliza su conformación nativa, 

mientras que las cadenas laterales cargadas o polares de la superficie pueden 

interaccionar con las moléculas de agua que las rodean; en cambio, en las IUPs por la 

naturaleza cargada e hidrofílica de los aminoácidos que las componen se favorece la 

interacción con las moléculas de agua, en competencia con las interacciones 

intramoleculares las cuales son muy inestables por la repulsión de cargas entre sus 

aminoácidos en comparación con las interacciones hidrofóbicas que ocurren en las 

proteínas globulares; de ahí que no puedan adoptar estructuras terciarias o 

cuaternarias estables (Shih et al., 2008).  

A pesar de ello, se ha propuesto por resultados obtenidos con algunas IUPS que 

éstas son capaces de adoptar estructuras secundarias estables y diversas ante 

diferentes condiciones ambientales; así mismo, se ha propuesto que pueden adoptar 

una estructura secundaria estable al interaccionar con su(s) blanco(s), lo que permite 
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un control más preciso en la termodinámica del proceso de unión, logrando así regular 

varios procesos celulares (Wright y Dyson, 1999). Lo anterior se ha comprobado en 

proteínas desordenadas que están involucradas en procesos de señalización y 

regulación de la transcripción como p53 (Bell et al., 2002), p27Kip1

El proceso de adquisición de la tolerancia a la desecación, involucra una respuesta 

compleja que incluye alteraciones en los componentes celulares; hay una inducción de 

sistemas de reparación y desintoxicación de radicales libres, así como un incremento 

en la acumulación de macromoléculas (Hoekstra et al., 2001). Durante el proceso de 

deshidratación hay acumulación de proteínas LEA de todos los grupos, los cuales 

pueden interaccionar con oligosacáridos, aunque esta interacción no ocurra en 

solución. En comparación con los cristales de oligosacáridos puros, la presencia de 

proteínas LEA incrementa la temperatura de transición vítrea (T

 (Sivakolundu et al., 

2005) o BRCA1 (Mark et al., 2005). En estudios in vitro las IUP se han caracterizado 

por tener una gran rapidez en su velocidad de interacción, en algunos casos se ha 

determinado que a pesar de su flexibilidad estructural y de no tener una fuerza de 

unión excesiva no pierden especificidad por sus blancos, aunque son promiscuas pues 

se adaptan a múltiples blancos de interacción. También se ha propuesto que estas 

interacciones podrían ser regulables o selectivas a través de modificaciones post-

traduccionales (Hegyi y Tompa, 2008). Por todo ello se ha sugerido que su gran 

flexibilidad pudiera representar una ventaja funcional en condiciones fisiológicas pues 

les permitiría interaccionar eficientemente con diferentes blancos presentes en una 

condición determinada (Wright y Dyson, 1999). Las IUPs, como el caso de las 

proteínas LEA hidrofílicas, pueden cambiar su conformación al interaccionar con otras 

moléculas como proteínas, ácidos nucléicos o iones metálicos (Battaglia et al., 2008; 

Shih et al., 2008). Ante este panorama, las proteínas LEA representan un paradigma 

para las IUPs que permitiría relacionar aspectos estructurales y funcionales de la 

proteína. 

g), sugiriendo que 

actúan de manera sinérgica incrementando la viscosidad citoplasmática en el proceso 

de formación de matrices vitrificadas o biocristales (Wolkers et al., 2001; Shih et al., 

2004). Se ha sugerido que los biocristales otorgan protección intracelular en contra de 

la desnaturalización de macromoléculas (Burke, 1986). La trealosa es un oligosacárido 

que incrementa en un 20% el peso seco de nemátodos durante deshidratación lenta y 

está presente en esporas de levaduras (Madin y Crowe, 1975; Crowe et al; 1984). En 

cambio, en las plantas, la sacarosa y algunos otros oligasacáridos como estaquiosa o 

rafinosa, se acumulan durante la maduración de las semillas y en los granos de polen 

(Hoekstra et al., 1992; 2001). Las características biofísicas de los biocristales difieren 

de las características de los cristales de azúcares, ya que se ha sugerido que las 
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proteínas LEA tienen un papel primordial en la conformación de los biocristales 

(Bewley et al., 1993; Blackman et al., 1995; Oliver et al., 2001). La deshidratación 

causa in incremento en la concentración de solutos en las células, incrementando su 

viscosidad, lo cual promovería un proceso termodinámicamente desfavorable entre la 

superficie hidrofílica de las proteínas con la superficie de las membranas al 

desaparecer el agua “libre”, que normalmente se encuentra en niveles del 80% en las 

células, ocasionando la agregación o desnaturalización de proteínas y la fusión de 

membranas. La presencia de las proteínas LEA permite establecer una capa de 

hidratación o de “solvatación” intermolecular, que se establece a través de puentes de 

hidrógeno entre las proteínas LEA y los oligosacáridos, con otras moléculas de agua y 

los componentes celulares, para evitar la desnaturalización de los componentes 

celulares. El hecho de que posean una alta proporción de aminoácidos cargados y 

polares permite que también actúen como atrapadores de iones (Hoekstra et al., 2001; 

Garay-Arroyo et al., 2001). A diferencia de las semillas ortodoxas, las semillas 

recalcitrantes son liberadas de la planta madre con un contenido de agua cercano al 

23% en peso fresco. Estas semillas no son tolerantes a la deshidratación o al frío 

(Finch-Savage et al., 1994; Farrant et al., 1996) y, aunque se ha observado la 

presencia de algunas proteínas LEA y oligosacáridos, la transición vítrea ocurre en 

estas semillas en niveles de deshidratación entre 10-15%, cuando ya se rebasó el 

límite de tolerancia a la deshidratación que pueden tener estas semillas;  es por ello 

que pierden su viabilidad aún antes de que los mecanismos de tolerancia a la 

deshidratación severa puedan actuar (Berjak y Pammenter, 2008).  

A la fecha los análisis espectroscópicos no sólo otorgan una evidencia directa que 

define a las proteínas LEA como IUPs sino que también aportan evidencia que indica 

que éstas sufren cambios conformacionales dependiendo de la disponibilidad de agua 

en el ambiente (Battaglia et al., 2008; Shih et al., 2008). Se ha comprobado por 

dicroísmo circular que algunas proteínas de la familia LEA 1, LEA 3 y LEA 4 presentan 

transiciones de estructura desplegada a una conformación de α-hélice en presencia de 

algunos solventes, como SDS o trifluoroetanol (TFE) o un incremento en la 

conformación de hélice extendida o tipo poli-L-prolina conforme disminuye la 

temperatura (revisado en Battaglia et al., 2008); sin embargo, no existen evidencias in 

vivo que demuestren que las proteínas LEA hidrofílicas puedan interaccionar con 

azúcares, iones o membranas de fosfolípidos en solución.  

Para el grupo 4 de las proteínas LEA se han reportado secuencias similares 

provenientes de angiospermas, gimnospermas y briofitas; un análisis global de esta 

información indica que son proteínas pequeñas, con un promedio de masa molecular 

de 12.6 kDa, contienen una alta proporción de aminoácidos pequeños (Gly, Ala) y 
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cargados (Lys, Arg), por lo que son altamente hidrofílicas. Para el total de las 

proteínas LEA4 reportadas, el intervalo de pI para estas proteínas es alrededor de 6 

(22%), entre 6 y 9 (22%) y mayor a 9 (56%), por lo que la mayoría de las proteínas 

LEA4 son básicas (Shih et al., 2008). Se ha demostrado por CD de UV lejano y 

espectroscopía FTIR que la proteína LEA4 de soya GmPM16 se encuentra 

desordenada en solución, y que su estructura no cambia en presencia de 

oligosacáridos no reductores como sacarosa, rafinosa, estaquiosa o trealosa ni en 

soluciones con pH 4.8, 7 ó 9.4. La adición de SDS o TFE promueve la formación de 

estructuras α-hélices en un 90% de la longitud de la proteína (Shih et al., 2004). 

 En el caso de otra LEA del grupo 4 de soya (GmPM1) se observó por CD que la 

proteína contiene estructuras extendidas, tipo poli-L-prolina II en temperaturas bajas, pero 

en solución contienen una alta proporción de estructuras desordenadas o de tipo “random 

coil”. Después de deshidratar la proteína lenta o rápidamente hay un cambio (de 30 a 

49%) en la proporción de estructura secundaria definida (α-hélice y β-plegada). Además 

en el estado deshidratado pueden interaccionar con azúcares no reductores para mejorar 

la Tg

Existen otras evidencias experimentales que sugieren que las proteínas LEA 

pueden interaccionar entre si, además de las interacciones que pueden tener con 

otras proteínas. Se ha demostrado que la proteína Cor15am de Arabidopsis puede 

formar oligómeros y tiene actividad crioprotectora in vitro; por otro lado, la proteína 

GmPM8 de soya pueden oligomerizarse in vitro (Nakayama et al., 2007; Hsing et al., 

2010).  

 de cristales celulares (o biocristales), así como con fosfolípidos para mantener la 

fase líquido-cristal en un amplio intervalo de temperaturas (Shi et al., 2010). Al someter la 

GmPM1 o lisozima en secado lento, solas o en una proporción 1:1 (w/w) con poli-L-lisina, 

los resultados mostraron que ninguna de las proteínas, excepto la poli-L-lisina,  se 

agregan por el secado lento. La lisozima adopta una estructura de α-hélice en secado 

lento. El espectro de las mezclas de poli-L-lisina mostraron que la GmPM1 previene el 

cambio conformacional de las hojas β de la poli-L-lisina en secado lento, mientras que la 

lisozima  no puede prevenir la agregación de la poli-L-lisina. Los resultados sugieren a los 

autores, que las proteínas LEA4 en su estado funcional pueden afectar la conformación 

de otras proteínas en el proceso de secado lento (Shih et al., 2010).  

Por otra parte, se han caracterizado dehidrinas (LEA2) de Arabidopsis thaliana 

(Cor47, Lti29, Lti 30, y Rab18), así como péptidos sintéticos con las secuencias 

correspondientes a los segmentos conservados Y, S y K (Mouillon et al., 2006). Se 

encontró que en condiciones fisiológicas los espectros de dicroísmo circular de las 

proteínas completas y los péptidos indican una estructura desordenada con un 
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contenido variable de hélices poli-L-prolina. Sin embargo, no cambian su estructura en 

respuesta a alteraciones en la temperatura, adición de metales o incremento en la 

concentración de proteína, por lo que los autores concluyen que estas proteínas han 

evolucionado para mantener una alta flexibilidad en su configuración y que el papel de 

los segmentos conservados es ejercer su función biológica de manera local al 

interaccionar con su blanco específico (Mouillon et al., 2006). Además, la transición de 

estructuras es totalmente reversible, ya que al rehidratarlas, vuelven a su estado de 

estructura aleatoria (Tolleter et al., 2007).  

En otros organismos también se han detectado transiciones en la conformación de 

proteínas en respuesta a deshidratación, ya que una proteína similar a LEA de la 

familia 3 (AavLEA1) en el nemátodo Aphelenchus avenae, cambia de su estado 

nativo, sin plegamiento,  a una estructura ordenada de α-hélice y posiblemente forma 

estructuras tipo “coiled-coil” en respuesta a la desecación (Goyal et al., 2003). Los 

cambios conformacionales durante deshidratación ocurren debido a que los grupos 

superficiales de las proteínas ya no se encuentran formando puentes de hidrógeno 

con el agua, y en su lugar, forman los puentes entre ellas de manera intra- e 

intermolecular (Prestrelski et al., 1993). Los estudios hidrodinámicos sugieren que los 

volúmenes de las proteínas Em de trigo (LEA 1) y AavLEA1 (LEA3) son más grandes 

que los de otras proteínas globulares de tamaño equivalente, lo cual indica que tienen 

un mayor número de moléculas de agua asociadas, por su estructura abierta o de tipo 

“random coil” en solución (McCubin y Kay, 1985; Goyal et al., 2003).  

 

II. LAS INTERACCIONES PROTEÍNA-PROTEÍNA Y EL ESTUDIO DE LAS 

PROTEÍNAS DESORDENADAS: EL CASO DE LAS PROTEINAS LEA. 

 

En las últimas décadas, se han utilizado una variedad de métodos para explorar 

las interacciones proteína-proteína. La interacción específica de complejos proteícos 

puede ser estudiada a través de enfoques in vivo, tales como despliegue de fagos, 

ensayos de dos híbridos en levadura y ensayos de fluorescencia por complementación 

(Smith y Petrenko, 1997; cita, y2h, Walter et al., 2004; Lalonde et al., 2008), así como 

enfoques in vitro como la coinmunoprecipitación, la purificación por afinidad utilizando 

proteínas fusionadas a etiquetas, o la electroforesis azul nativa (Eubel et al., 2005; 

Miernyk y Thelen, 2008). El perfeccionamiento en la ultrasensibilidad de la 

espectrometría de masas (LC-MS/MS) junto con la creciente disponibilidad de bases 

de datos de proteínas para identificar los péptidos que provienen de este análisis, ha 

favorecido el desarrollo de métodos de purificación por afinidad de complejos protéicos 

in situ.  



 94 

Los estudios de experimentos in vivo e in vitro no son excluyentes entre sí, sino 

que ambos se complementan y son necesarios para corroborrar los resultados 

obtenidos, ya que se ha observado por ejemplo, que el uso de sistemas heterólogos 

de expresión (como el análisis de proteína híbridas en levadura) puede arrojar muchos 

falsos positivos o que la posición en la que se inserta la etiqueta para la purificación de 

la proteína de fusión (como es el caso de la purificación por TAP) puede alterar la 

interacción con sus proteínas blanco (Rubio et al., 2005; Lalonde et al., 2008). Las 

características intrínsecas de las proteínas LEA sugieren que existen dos posibles 

mecanismos que afectarían la transición de estructura de estas IUPs: podrían 

interaccionar con sus blancos adecuando su estructura para poder unirse a ellos una 

vez que los reconocen como su compañero de interacción, o alternativamente, las 

condiciones intracelulares podrían influir en la conformación espacial de las proteínas 

LEA, lo cual determinaría los blancos con los que podrían interaccionar una vez que la 

condición osmótica causó la modificación en su estructura secundaria. Con estas 

ideas en mente y ante la oferta de opciones metodológicas para el análisis de 

interacción proteína-proteína, nos enfocamos a determinar la identidad de sus posibles 

ligandos proteícos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
I. Material vegetal y tratamientos de sequía con plantas de tres semanas de edad. 

 

Las semillas mutantes de Arabidopsis thaliana (Columbia, mutantes dSpm, número 

de acceso NASC: N122943; Tissier et al., 1999) fueron germinadas en cajas de Petri 

con MS 1X, agregando BASTA para verificar la inserción del transposón. Para los 

experimentos de sequía se cosecharon 12 g en peso fresco de plantas en irrigación 

óptima y 6 g de peso fresco de plantas en sequía, a partir de plantas transgénicas de 

la generación T1

Para aplicar el tratamiento de sequía se absorbió todo el exceso de agua de las 

charolas y se mantuvieron sin riego durante 6 días, se rotaron de posición para una 

deshidratación homogénea. Se colectaron las plantas evitando las que se encuentran 

en los bordes, ya que estaban más deshidratadas que el resto de las plantas de la 

charola. Para la mitad del tejido colectado, tanto en control como en sequía, se llevó a 

cabo un entrecruzamiento con formaldehído al vacío durante 30 min, siguiendo el 

protocolo descrito por Rohila et al. (2004). Posteriormente, se lavó el tejido y se 

congeló en N

 de 3 semanas de edad germinadas y crecidas en un sustrato inerte 

de baja retención de agua (Turface). Se llenaron charolas de 20 x 55 x 10 cm con 

Turface y se regaron a saturación con solución nutritiva. Se sembraron en la superficie 

las semillas transgénicas y se mantuvieron tapadas con un domo hasta 10 días 

después de la germinación, manteniendo una humedad relativa alta en estas etapas 

tempranas del establecimiento, debido a que el sustrato retiene muy poco la humedad. 

Debido a que el sustrato es inerte y posee muy baja retención de agua, las plantas se 

mantuvieron hidratadas a capacidad de campo hasta alcanzar la edad en la que se 

aplicó el tratamiento de estrés (16 días después de la germinación), regándolas con 

solución nutritiva hasta el inicio de la sequía, o hasta el final del experimento en el 

caso de las plantas control (22 días después de la germinación).  

2

 

 líquido para su uso en la extracción de complejos protéicos por TAP 

(Rubio et al., 2005). 

II. Obtención de plantas transgénicas que sobre-expresan la proteína de fusión 

AtLEA4-5-TAPa. 

 

Se transformaron células electrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens (cepa 

C58/pGV2260, RifR, AmpR) con el vector binario para la construcción que lleva la 

etiqueta TAP (Tandem Affinity Purification) 2x35SΩ::AtLEA4-5-cTAPa::NOS (Rubio et 

al., 2005). En las colonias resistentes a los marcadores correspondientes se verificó la 
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presencia del gen mediante PCR de colonias aisladas. Las bacterias se utilizaron para 

transformar al vacío 25 plantas mutantes de Arabidopsis ecotipo Columbia que 

previamente se había comprobado que llevan una inserción del transposón dSpm en 

el promotor del gen AtLEA4-5 (Tissier et al., 1999; Olvera-Carrillo et al., 2010). Se 

utilizó el método de infiltración floral al vacío (Bechtold et al., 1993). Se cosecharon 

semillas de la T0 y se seleccionaron las plantas transgénicas plaqueando 

aproximadamente 2000 semillas en un medio con 50 µg/ml de sulfato de kanamicina 

(Sigma) y 25 µg/ml glufosinato de amonio (BASTA; Finale, Aventis). Las plantas 

resistentes al marcador se trasplantaron a tierra y se dejaron autofecundar para 

cosechar las semillas de la T1. Se extrajo DNA genómico de una minipreparación 

utilizando hojas y flores de las plantas T1 para verificar la expresión del transgen. Se 

sembraron 200 semillas T1 de 12 líneas independientes para estimar el número de 

inserciones del transgen por la segregación del marcador. Se seleccionaron las líneas 

T1 que mostraron una mayor expresión del transgen por experimentos tipo western, 

para llevar a cabo un experimento piloto con plantas en condiciones de irrigación 

óptima, comparando la muestra obtenida con plantas transformadas con el vector 

vacío como control negativo. Se verificaron los niveles de la proteína de fusión 

utilizando anticuerpos específicos para la AtLEA4-5 y extractos totales de proteínas de 

plantas T1 crecidas en condiciones de irrigación óptima. Las líneas T1 que fueron 

seleccionadas para este primer experimento eran 100% resistentes al marcador de 

selección: kanamicina + BASTA (complementación de la mutante dSpm 4-5), por lo 

que contienen más de una inserción del transgen. Las demás líneas T1 que mostraron 

una segregación de los marcadores de resistencia en una proporción 3:1, indicativo de 

una sola inserción, mostraron también una menor acumulación de proteína, por lo que 

estas cuatro líneas independientes fueron utilizadas para autofecundar nueve plantas 

de cada línea con segregación 3:1 para obtener cuando menos una planta homocigota 

para el transgen en la generación T2

Para verificar la funcionalidad de la proteína de fusión con la etqiueta TAP se tiene 

como perspectiva llevar a cabo experimentos de complementación, a través de 

analizar el fenotipo bajo condiciones de sequía severa y rehidratación en experimentos 

similares a los descritos en Olvera-Carrillo et al. (2010). Para ello se utilizarán plantas 

adultas de las líneas T

 por cada línea.  

2

 

 homocigotas en las que el transgen se encuentra en el fondo 

mutante dSpm::AtLEA4-5. 

III. Espectrometría de masas. 

 

Después del segundo paso de purificación de los complejos proteicos por afinidad de 



 97 

con las perlas de Níquel-NTA, se lavaron las perlas dos veces con 5 ml de buffer de 

lavado (50 mM Tris–HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 10% glycerol, 0.1% Nonidet P-40) 

durante 5 min y, posteriormente, se lavaron con 5 ml de 0.1 M CH3

Modificaciones Variables: Acetyl (K),Acetyl (N-term),Formyl (N-term),Gln->pyro-Glu (N-

term Q),Glu->pyro-Glu (N-term E),Oxidation (M),Phospho (ST) 

CN durante 5 

minutos. Las perlas que provenían de las purificaciones de extractos (en control y 

sequía) de tejidos con tratamiento de entrecruzamiento previo a la extracción de 

proteína se hirvieron durante 5 min en presencia de 1x buffer de Laemli sin colorante. 

La digestión con tripsina se llevó a cabo después de evaporar el β-mercaptoetanol del 

buffer Laemli, incubando las muestras a 37ºC durante 24 hr. Las muestras con los 

péptidos se analizaron por espectrometría de masas en un ESI QUAD-TOF (nano 

spray and nano flow 0.2-1 µl/min-HPLC, Electro-spray ionization (ESI) MS/MS 

analysis, data interpretation, and database search, Waters/Micromass, Milford, MA, 

USA). Se inyectaron en la columna 10 µl de cada muestra y los resultados fueron 

procesados usando el algoritmo de búsqueda de la base de datos MASCOT  

(Hirosawa et al., 1993). Las proteínas se consideraron identificadas confiablemente  

cuando MASCOT las enlistó como significativas (con un “score” mayor a 35) y uno o 

dos péptidos correspondían con la proteína. La base de datos buscada fue la base no 

redundante (NCBInr 2009; 9617243 secuencias; 3288814006 residuos) del National 

Center for Biotechnology Information (NCBI, Arabidopsis thaliana; thale cress; 62336 

secuencias). Los parámetros utilizados para la búsqueda fueron: 

Valores de la masas : Monoisotoópicos 

Masa de las proteínas     : Sin restricción 

Masa de los péptidos : Â± 80 ppm 

Masa de los fragmentos : Â± 0.18 Da 

 

IV. Ensayos de dos híbridos en levadura. 

 

La región codificante del gen (ORF) AtLEA4-5 se clonó en fase con el vector pGBKT7 

(Clontech) utilizando oligonucleótidos específicos para agregar los sitios de restricción 

NdeI en el extremo 5’ y BamHI en el extremo 3’. Se hicieron dobles digestiones 

NdeI/BamHI (New England Biolabs) con los productos de PCR y, para linearizar el 

vector vacío se dejaron toda la noche a 16ºC. Las bandas correspondientes a los 

productos de digestión se purificaron después de separarlas por electroforesis 

(Qiagen). Los productos de PCR se ligaron direccionalmente con el vector y, se 

verificó por secuenciación que quedara en fase con el dominio de unión a DNA de 

GAL4 presente en el vector. La cepa Mat α (MaV203) se transformó en presencia de 
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PEG (Yeast Protocols Handbook, Clontech) con el vector que lleva la proteína híbrida 

usada como anzuelo. La biblioteca de cDNAs de Arabidopsis con la que se contaba 

(obsequiada por el Dr John Cushman, obtenida de plántulas de Arabidopsis en estrés 

abiótico) estaba transformada en una cepa Mat a (AH109). Se verificó la expresión de 

la proteína de fusión AtLEA4-5-en experimentos tipo western y se procedió con el 

apareamiento, incubando ambas cepas en cajas con medio rico. Posteriormente, se 

sembraron en cajas con medio mínimo, utilizando como criterio de selección las 

auxotrofías de ambos plásmidos (leucina, triptofano) y la del gen reportero (histidina), 

así como el inhibidor 3-amino-triazol (3AT), en la concentración previamente 

determinada para evitar el escape del gen HIS3. La selección de las proteínas híbridas 

que interaccionan y activan el gen reportero se llevó a cabo en presencia de estrés 

osmótico (1.5 y 2 M de sorbitol), estrés iónico (1 M NaCl), así como en condiciones 

control (SD-L-T-H, 3AT 50mM). Se sembraron de tres a cinco réplicas de cada 

condición, y se repitió dos veces el tamizado utilizando una menor proporción de la 

cepa que lleva la biblioteca transformada Se llevaron a cabo ensayos de actividad de 

β-galactosidasa utilizando las colonias positivas del ensayo de apareamiento 

replicando las colonias a filtros de nitrocelulosa ("colony-lift filter assay", Yeast 

Protocols Handbook, Clontech).  
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RESULTADOS Y DISCUSION 
 

I. El análisis de dos híbridos en levadura sugiere que la AtLEA4-5 tiene 
interacciones electrostáticas con otras proteínas y los dominios de interacción 
pueden estar relacionados a la estructura secundaria de las proteínas 
interaccionantes. 
 

Se utilizó el sistema de dos híbridos en levadura para tener un enfoque in vivo de 

la interacción de la proteína AtLEA4-5 en un sistema de expresión heterólogo y porque 

nos permitía aplicar una selección bajo condiciones de déficit hídrico. El tamizado de 

colonias se llevó a cabo en una situación de estrés, ya que una de las dificultades del 

estudio de este tipo de proteínas hidrofílicas es la flexibilidad en su estructura, por lo 

que pensamos que si la selección se llevaba a cabo en las condiciones intracelulares 

que se imponen durante un estrés osmótico, se podrían determinar interacciones que 

no podrían detectarse bajo una condición en donde el agua estuviera disponible en 

abundancia. Se utilizó una biblioteca de cDNAs de plantas de Arabidopsis de plántulas 

de dos semanas de edad, sometidas a tratamientos de deshidratación, salinidad, alta 

luz y frío. La biblioteca se clonó como una fusión al dominio de activación de GAL4 

que se usó como “presa” para el ensayo de dos híbridos, usando la auxotrofia a 

leucina (L) como marcador de selección para este plásmido. Esta biblioteca fue 

obtenida de plántulas de Arabidopsis en condiciones de estrés por deshidratación, alta 

salinidad, temperaturas bajas y alta iluminación, y fue donada por el laboratorio del Dr. 

John Cushman, de la Universidad de Nevada. Esta sección del trabajo se llevó a cabo 

como parte de las actividades de una estancia de investigación en la Universidad de 

California, Riverside, en el laboratorio del Dr. Jian-kan Zhu, dentro del Programa de 

Becas Mixtas de Investigación otorgada por CONACYT. El plásmido pGBKT7 

(Clontech) en forma de DNA de doble cadena y la biblioteca clonada en el vector 

pGADT7-Rec ya se encontraba transformada en una cepa de levadura con un tipo de 

apareamiento “a” (AH109), ambos fueron enviados a la Universidad de California. Se 

clonó el cDNA de la AtLEA4-5 como una fusión traduccional al dominio de unión a 

DNA de GAL4 del vector pGBKT7 y se transformó en una cepa con el tipo de 

apareamiento “α” de tal forma que pudiera ser usado como “anzuelo” en el ensayo de 

dos híbridos en levadura, usando la auxotrofía a triptófano (T) como marcador de 

selección. Se determinó la concentración del inhibidor 3-amino triazol (3-AT), que 

permite eliminar el escape en el gen HIS3 (un gen que codifica para una enzima de la 

ruta de biosíntesis de histidina, H), que es uno de los genes reporteros cuya 

transcripción se activa al interaccionar las dos proteínas híbridas. En los ensayos de 
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apareamiento entre la cepa que contiene el anzuelo y la cepa que contiene la 

biblioteca de cDNAs se utilizó 3-AT 50 mM. Después de cruzar (aparear) las dos 

cepas durante 4 h en cajas con medio rico, se procedió a la selección de las colonias 

diploides capaces de crecer con las auxotrofías correspondientes. Para ello se utilizó 

medio mínimo (placas con medio SD-T-L-H + 50 mM 3AT), o bien medio mínimo 

adicionado con sorbitol para imponer condiiones de estrés osmótico (placas con medio 

SD-T-L-H + 50 mM 3AT + 1.5 ó 2 M sorbitol), o bien con sal para inducir estrés iónico 

(placas con medio SD-T-L-H + 50 mM 3AT + 1M NaCl). Adicionalmente, se sembró 

una dilución 1:30,000 de cada apareamiento y se sembraron en cajas sin histidina 

(SD-T-L) para cuantificar el número de colonias diploides en ausencia de la selección 

de la auxotrofía para la activación del gen reportero. En promedio se estimaron un 

total de 2’210,000 colonias diploides en el tamizado, (entre 1’740,000 y 2’460,000 

colonias), a partir de las cuales se hizo la selección en cada una de las condiciones 

descritas . Las cajas se incubaron por cuatro días y dos semanas hasta que se 

observó un crecimiento diferencial entre colonias grandes y pequeñas, considerando a 

las primeras como positivas por su capacidad de reproducirse a mayor velocidad en el 

medio de selección (Figura 11).  

              
Figura 11. Tamizado de colonias diploides en ensayos de dos híbridos de levadura en 
condiciones control o en presencia de estrés osmótico (sorbitol 1.5 y 2M) o estrés salino (NaCl 
1M). La interacción de las proteínas híbridas se llevó a cabo por apareamiento de las cepas 
MaV203 que llevan la proteína AtLEA4-5 fusionada al dominio de unión a DNA de GAL4, la 
cual fue usada como anzuelo, y la cepa AH109 transformada con una biblioteca de cDNAs de 
plántulas de Arabidopsis en tratamientos de estrés abiótico, fusionadas al dominio de 
activación de GAL4. 
 

Adicionalmente, en colaboración con el estudiante de maestría César Cuevas, se 

llevó a cabo el ensayo de activación de otro gen reportero, lacZ que codifica para la 

enzima β-galactosidasa utilizando 120 colonias diploides que se obtuvieron como 
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candidatos en el ensayo de activación de HIS3. Se crecieron en medio SD-T-L para 

posteriormente transferirse a filtros de nitrocelulosa, en donde se incubaron con el 

sustrato X-gal, el cual genera una coloración azul en las colonias si éstas contienen 

células en donde ocurrió la activación del gen reportero. Se revisaron a partir de las 4 

h después de la incubación, y se descartaron las colonias que no dieron coloración 

hasta después de 24 h de incubación con el sustrato.  

Se extrajo el plásmido de los candidatos de interacción que presentaron coloración 

azul, después de crecer los cultivos de levadura en medio líquido (SD-L) y se 

transformaron células competentes de E. coli con estos plásmidos para su análisis por 

secuenciación, a partir de cultivos realizados en placas de 96 pozos. El análisis de las 

secuencias obtenidas indicó que la construcción de la biblioteca de cDNAs utilizada 

fue deficiente, ya que la longitud promedio de los insertos en las clonas fue inferior a lo 

esperado y, en muchas clonas se detectaron cambios de fase y codones de término 

prematuros.  

De manera preliminar se puede decir que se detectaron entre las colonias positivas 

a varios péptidos ricos en aminoácidos pequeños y cargados, y que este tipo de 

interacción con la proteína híbrida AtLEA4-5 se observó tanto en condiciones óptimas 

como en condiciones de estrés. A pesar de los problemas encontrados, fue posible 

identificar de este primer análisis una clona en fase al dominio de activación de GAL4 

para cada tipo de estrés y para la condición control.  

 
Tabla 4. Secuencias clonadas en fase al dominio de activación de GAL4, obtenidas del 
ensayo de activación del gen reportero de histidina bajo condiciones óptimas (SD-L-T-H, 
3AT 50 mM). Las clonas marcadas con negritas, son las que dieron coloración azul cuando 
se probaron en el ensayo de activación del gen reportero de β-galactosidasa. 
 

 
 (Tablas 4-6). En el caso del tamizado de colonias diploides en condiciones control, se 

obtuvieron colonias de diferentes tamaños, al cabo de una semana se tomaron las 

 

No. Secuenc ia clon ada. 

2 GG RERRT KRR LHHE SQVEEE AYEET KEE APKDET AIQVVH SIGRV SK FLS YV IPF 
3 GAEKRER KQN KKWL PE KL  
5 GNRPRR LS VR FSTNV GEGI  
43  GERRRNT KDADLREN LDRQDHH SRGREQRHHRQCQ GQDP RQRRNP SGS AEIDLRR KAA RR WPY FG 
52  GSLG HYT LK TINSL Q 
53  GVLELRRRQDRRVR KTC GEVC FIQEVT SPLEE WAQT SS TSLL TQT LPP STIGYT ATT LG ASTVEPR G 
63  GI APITIYSL  
68  GERRR WRRR IE 
73  LGKKKKKKKKKK XCRPPRP LEGG HRY GI HR ARAA XE SXIL KNP ASSL QLCIXHH LNFF HLYIVLPSFM 
95  GVLELRRRQDRRVR KTC GEVC FIQEVT SPLEE WAQT SS TSLL TQT LPP STIGYT ATT LG ASTVE PR G 
96  At 5g 50000 pr otein  kinase, puta tive 

AMPNN ICCVVVEY LPGG ALKS YLI KNRRR KL TFKI VVQ LAL DLARGLS YLHSQKI VHRDV KTENM LL DK 
TRTV KI ADFGVARVE ASNPNDMT GET GTLG YM APEV LNGN PYNR KCDVY SFGI CLW EIYCC DMPYPD  
LTFSEVT SAVVRQN LRPD IPRCCP SALAA VM KRC WDANPD KRPEMDEVVPM LESI DTT KGGGMI PND  
QQQ GCLCFRR KRGP 

97  KPIIW FFF QV FLDLYLRLESL FRR ASKI RLS RY SK TWG RY  
99  GS RGRX GHM IFFF DILXFF XXX FWLLGG ERIL YQ  
103  GSL VGG  
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más grandes para replicarlas en otra caja con las auxotrofías correspondientes. Se 

encontró en fase una putativa proteína cinasa (At5g50000, Tabla 4). En el caso del 

tamizado de colonias diploides en presencia de estrés salino (1 M NaCl) se observó un 

severo retraso en el crecimiento de las colonias, debido a la toxicidad iónica; al cabo 

de dos semanas se eligieron las colonias aisladas que estaban ligeramente más 

grandes y después de analizar varias colonias que también dieron positivo en el 

ensayo de activación del gen lacZ, se encontró una clona en fase que corresponde a 

una chaperona de bajo peso molecular 23.6 localizada en la mitocondria (At4g25200, 

Tabla 5).  

 
Tabla 5. Secuencias clonadas en fase al dominio de activación de GAL4, obtenidas del 
ensayo de activación del gen reportero de histidina bajo condiciones de estrés 
osmótico impuesto con NaCl 1M (SD-L-T-H, 50 mM 3AT, 1 M NaCl). Las clonas 
marcadas con negritas, son las que dieron coloración azul cuando se probaron en el 
ensayo de activación del gen reportero de β-galactosidasa. 

 

 
En el caso del tamizado de colonias en presencia de dos concentraciones de sorbitol  

(1.5 M y 2 M) se observó que las colonias presentaban una clara diferencia de tamaño 

de manera semejante a lo que se observó en condiciones control. Esta diferencia en el 

tamaño fue evidente al cabo de dos semanas de incubación, y no se encontraron 

diferencias en la cantidad de colonias de tamaño grande obtenidas ante una 

concentración mayor de sorbitol, aunque sí presentaron una apariencia cristalina y 

color más claro, lo cual es diferente a la de colonias crecidas en medio sin estrés 

osmótico (Figura 18). En este caso, el análisis por secuenciación indicó que también 

hay variedad de péptidos que se produjeron por el método de clonación utilizado en el 

sistema Clontech, produciendo muchas clonas con cambios de fase que produjeron 

péptidos aberrantes o con codones de término prematuros. Interesantemente, en 

algunas clonas positivas, se observó que algunos péptidos que se fusionaron con el 

dominio de activación de GAL4 correspondían a las regiones 3’ no traducidas de 

genes que tenían secuencias poliadeniladas, por lo que al traducir estas secuencias 

 

No. Secuencia clonada  
4  GRVRPCLCPYIPLSPRT 
5  GAGSTRGKDL IGWRITRCSRIHRRWMKEILITTRNR 
6  GKAKRICFYEQRASQRE 
7  GVNSRK 
10  GEGESDQTANSRSYRSTVESHDVTLPST QIQALRGTS 
12  GALWESCNYNFYLSTDFSQIQTLTIKPLQNP 
22 ATHSP23.6-MITO (MITOCHONDRION-LOCALIZED SMALL HEAT SHOCK PROTEIN 23.6) 

AT4G25200 
GAHSSQINTKLTVKTFSTKLPVSLQMASALALKRLLSSS IAPRSRSVLRPAVSSRLFNTNAV  
RSYDDDGENGDGVDLYRRSVPRRRGDFFSGNKPIVSLFLQIYVSLLLT 

30  AIGRGRGLALPRWQLRPIGFGYRPRGIR 
32  GQDGRYGSEIRLRKVLRV 
34  PEQSRTRMVSISRPCSSILKNTEVSKGLMV QIRSIQTPYWLRIVISSSLQHLVVSSTG 
35  GEEIERRIV 
36 WGGRIPRRRRTIPRRRWATRRRGKLLPPRLLLQRLP WLLKVLFICRRSGSDSVWSLNLHNIS 

TTMSVRFHLYIHLRVYVI 
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en el sistema híbrido, se produjeron péptidos ricos en lisinas, los cuales pudieron 

activar el reportero, a diferencia de lo que se observa transformando con el vector 

anzuelo que lleva la AtLEA4-5 con el vector presa vacío, es decir, sin la biblioteca de 

cDNAs clonada en fase con el dominio de activación de GAL4. En este tamizado de 

colonias se encontró una clona en fase que codifica para un fragmento de la proteína 

ribosomal L17, que forma parte de la subunidad 60S del ribosoma (Tabla 6).  Este tipo 

de proteínas que se encuentran en el citoplasma son un candidato de interacción que 

se puede comprobar tomando como antecedente otros experimentos preliminares de 

localización celular por fluorescencia, donde se ha observado que la fluorescencia 

tiene una distribución núcleo-citoplasmática (Cuevas, C., com, pers).  

 
Tabla 6. Secuencias clonadas en fase al dominio de activación de GAL4, obtenidas del 
ensayo de activación del gen reportero de histidina bajo condiciones de estrés 
osmótico impuesto con sorbitol 1.5 M (SD-L-T-H, 50 mM 3AT, 1.5 M sorbitol). Las 
clonas marcadas con negritas, son las que dieron coloración azul cuando se probaron 
en el ensayo de activación del gen reportero de β-galactosidasa. 

 

Este enfoque ha sido continuado por otro miembro del laboratorio inscrito en el 

programa de Maestría (Cuevas-Velázquez, C.) para indagar si hay cambios en la 

activación del gen reportero lacZ en presencia o ausencia de estrés en ensayos 

cuantitativos en medio líquido. Con base en los resultados obtenidos seleccionará 

aquéllos que se consideren positivos, los cuales retransformará para confirmar la 

interacción.  

Idealmente, estas interacciones deberán ser probadas in vivo en un sistema 

vegetal, aprovechando las técnicas de fluorescencia por complementación (BiFC), que 

se basan en la expresión transitoria de proteínas híbridas, fusionadas al extremo 

amino o al extremo carboxilo de una proteína fluorescente. En este caso se 

construyen dos tipos de proteínas híbridas una que contiene a la proteína anzuelo 

(e.g. LEA4-5) fusionada a uno de los extremos de una proteína fluorescente (e.g. N-

No. Secuencia clonada 

9 GGAKRRASSGAEVEHK 

49 GEKRSREE 

A GREAKEKKAIV 

51 GALXPSLTR 

64 GRRDREKNSLIIL 

86 GALRPSLTR 

88 GRKRRKGLWRS 

90 GVLLHKCRGSGTTSLRKRERKSHLFISSLKNLEHPDRILLSSFWG 

91 At1g67430 60S ribosomal protein L17 (RPL17B) 
GQPILLLAAMVKYSQEPDNQTKSCKARGSDLRVHFKNTRETAHAIRKLPLIKAKRYL
EDVIAHKQAIPFTRFCRGVGRTA 
QAKNRHSNGQGRWPAKSAQFVLDLLKNAESNAEVKGLDVDALFISHIQVNQAAKQ
RRRTYRAHGRINPYMSNPCHIELIL 
SEKEEPVKKEPETQLAAKSKKSAA 
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YFP), y la otra que contendría al ligando candidato fusionado al extremo 

complementario de la misma proteína fluorescente (e.g. YFP-C); estas construcciones 

se expresan de forma transitoria o estable en plantas y se determina si se genera 

fluorescencia o no. Con ello se podría deetrminar si dicha interacción ocurre in vivo 

con la proteína AtLEA4-5 y, de ser el caso, si tal interacción ocurre de manera 

diferencial en presencia de estrés osmótico o iónico.  Esta estrategia se usaría para 

determinar la funcionalidad de las interacciones que hayan sido seleccionados de los 

diferentes enfoques analizados, tanto dell sistema de doble híbrido en levadura, como 

del sistema in vitro conocido como TAP (Tandem Affinity Purification), a través de la 

purificación de complejos proteícos obtenidos de extractos vegetales provenientes de 

plantas transgéncias que expresan la proteína de interés etiquetada y que serían 

crecidas bajo condiciones de déficit hídrico, en las que se ha demostrado que la 

expresión de la proteína de interés es muy abundante y sostenida. 

 

II. La purificación de complejos proteicos por TAP (“Tandem Affinity 
Purification”) mostró una variedad de proteínas localizadas en diferentes 
compartimentos celulares que pueden interaccionar con la AtLEA4-5. 
 

Para complementar y comparar los resultados obtenidos con el ensayo de dos 

híbridos en levadura, se usó un enfoque in vitro utilizando métodos bioquímicos de 

purificación de proteínas. Originalmente se había pensado utilizar una columna de 

afinidad en donde se inmovilizara a la AtLEA4-5 y se enfrentara con extractos de 

proteínas vegetales. Sin embargo, debido a las características intrínsecas de estas 

proteínas flexibles relacionadas con los cambios estructurales inducidos por cambios 

en las condiciones del medio que podrían afectar sus interacciones, preferimos usar 

otro sistema que permitiera purificar complejos de la proteína de interés con sus 

blancos de interacción, directamente de extractos que provinieran de plantas en 

sequía. El sistema denominado TAP-tag (por Tandem Affinity Purification) consiste en 

una doble purificación a través de columnas de afinidad en condiciones de extracción 

relajadas, para evitar que los complejos que llevan la proteína etiquetada y las 

proteínas que interaccionan con ella, no se pierdan en el proceso de purificación; entre 

ambos pasos de purificación hay un corte con una proteasa que, en esta versión 

modificada del vector TAP (TAPa, Rubio et al., 2005), corresponde a una proteasa de 

rinovirus que funciona a 4ºC, lo cual favorece que los complejos se mantengan 

estables durante este paso. Elegimos hacer la fusión hacia el extremo carboxilo de la 

proteína de interés, debido a que el extremo que está más conservado se encuentra 

en la región amino de la proteína y, bajo la hipótesis de que esta región conservada es 
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la que permitiría interaccionar con sus blancos por su potencial para formar estructras 

tipo “coiled-coil”. La secuencia de aminoácidos y la disposición del “cassette” de 

expresión en la fusión hacia el extremo carboxilo de la proteína de interés se muestran 

en la Figura 12. 

 

        A 

                                 
        B 

                      
Figura 12. Vector utilizado para la obtención de la proteína de fusión AtLEA4-5-TAPa 
(reproducido de Rubio et al., 2005). A) Secuencia de aminoácidos de la etiqueta TAP. 
La secuencia corresponde a dos copias del dominio de unión a IgG de la proteína A, 
marcada en gris. El repetido de seis histidinas se resalta con negro. La secuencia de 
corte que reconoce la proteasa 3C está subrayada. Las nueve repeticiones del epítope 
Myc se muestran en negritas. La secuencia del “cassette” de recombinación 
GATEWAY attB2 se muestran en minúsculas. El asterisco corresponde al codón de 
término de la fusión C-terminal. La etiqueta C-TAPa contiene 307 residuos. B) 
Representación diagramática del “cassette” de expresión en el vector C-TAPa, que 
permite su fusión traduccional en el extremo carboxilo de la proteína de interés. La 
expresión está regulada por dos copias del promotor 35S del virus de mosaico de 
coliflor (2x35S) y un “enhancer” traduccional del virus de mosaico del tabaco (TMVU1 
Ω). La etiqueta TAPa consiste en dos copias del dominio de unión a IgG de la proteina 
(2xIgG-BD), una secuencia de ocho aminoácidos que corresponde al sitio de corte de 
la proteasa 3C (3C), seis histidinas en tandem (6xHis), y nueve repeticiones del 
epítope Myc (9xMyc). El vector pC-TAPa contiene los sitios de recombinación 
GATEWAY (attR1::Cmr::ccdB::attR2). La secuencia del terminador NOS (Nos ter) está 
localizada después del cassette de expresión. 

 

 

En primer lugar, se generó la construcción por recombinación del vector 

pENTR/D/TOPO-LEA4-5, que lleva el ORF de la AtLEA4-5 y utilizando el sistema 

Gateway (Invitrogen) se recombinó con el vector C-TAPa (Rubio et al., 2005), se 

transformaron bacterias con esta construcción y se comprobó por secuenciación que 

la proteína estuviera en fase con la etiqueta, dando lugar a una proteína de  55 kDa. 

La construcción obtenida se introdujo en plantas de Arabidopsis con un fondo genético 

mutante para la proteína de interés, minimizando así la competencia de la proteína 
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endógena con la proteína de fusión, ya que sabemos que los niveles de acumulación 

de la proteína endógena son muy elevados en condiciones de déficit hídrico. Se 

analizaron 8 líneas transgénicas independientes T1

 

 y se verificó por análisis de tipo 

western de extractos totales con anticuerpos específicos dirigidos contra la proteína 

AtLEA4-5 que expresaran de manera constitutiva el transgen que codifica para la 

proteína de fusión (AtLEA4-5-cTAP). De las plantas analizadas se seleccionaron tres 

líneas que expresaron en mayor cantidad dicha proteína (Líneas 5, 17, 23, Figura 13). 

       

                              
 

Figura 13. Experimento tipo Western utilizando anticuerpos específicos contra la 
AtLEA4-5 y extractos totales de plantas silvestres y plantas transgénicas mutantes que 
llevan la proteína de fusión (indicada con una flecha). Como control positivo se utilizó 
un extracto de la proteína recombinante, y los anticuerpos reconocen a la proteína en 
el tamaño esperado para el monómero (indicada con un asterisco). Como control de 
carga se muestra la tinción reversible con rojo de Ponceau después de la 
transferencia.  
 
 
Para la purificación de los complejos proteicos por el método de TAP se siguió el 

protocolo descrito por Rubio et al. (2005), que se encuentra esquematizado la Figura 

13.  
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Figura 14.  Procedimiento para la extracción de complejos proteicos con el método 
de TAPa (reproducido de Rubio et al., 2005). 1) Los extractos totales de proteína se 
incuban con perlas de IgG en el primer paso de purificación por afinidad. 2) La elución 
de las proteínas etiquetadas con TAPa requiere la digestión específica de las perlas 
de IgG, con una proteasa de rinovirus, (3C protease) que es activa a temperaturas 
bajas. 3) El siguiente paso de purificación por afinidad consiste en la incubación de 
los sobrenadantes (recuperados después de la digestión de perlas de IgG) con perlas 
de Ni o, alternativamente, con perlas α-Myc. 4) La elución de las proteínas no se llevó 
a cabo en el presente trabajo, sino que se lavaron 3 veces con el buffer de lavado, y 
después con el buffer de digestión de tripsina, y, para las perlas que provenían de los 
tratamientos de entrecruzamiento, se hirvieron en buffer de Laemmli antes de lavar 
con el buffer de tripsina. Las fracciones colectadas durante cada etapa, se muestran 
en color rojo, y las fracciones que se descartaron se muestran en color azul.  
 

Los complejos de proteínas que quedan inmovilizados en la segunda purificación 

en una matriz de agarosa acoplada con níquel se digieren con tripsina y se identifican 

los péptidos, por espectrometría de masas tanto de la proteína de interés como los 

correspondientes a las proteínas interactoras. Como experimento inicial se llevó a 

cabo la purificación de complejos de proteínas en condiciones sin estrés, para 

determinar si la proteína de interés se detectaba entre los péptidos presentes en la 

muestra y no en el control negativo. Se utilizaron plantas transgénicas que expresaban 

el vector sin la proteína de interés como control negativo. La proteína de interés se 

encontró en la muestra de plantas obtenidas en condiciones óptimas de crecimiento, 
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junto con proteínas de unión a RNA, proteínas ribosomales, y proteínas similares a 

cinasas. (resaltadas en amarillo en la Figura 22). La proteína de interés no se expresa 

en condiciones de riego óptimo y debido a que las plantas transformadas con la 

construcción contienen la inserción estable de un transposón en el promotor del gen 

AtLEA4-5, no se detecta la proteína endógena en la muestra del control negativo. Al 

comparar los péptidos identificados en cada una de las condiciones, se pudieron 

descartar los péptidos que se copurifican como fondo, ya que se obtienen de los 

extractos proteicos de plantas en donde no se está expresando la proteína de fusión 

(marcados en color azul en la Figura 15). 

    

 
 
Figura 15. Comparación de péptidos obtenidos en el análisis por espectrometría de 
masas, a partir de extractos proteicos de plantas mutantes dSpm::AtLEA4-5 
transformadas con la proteína de fusión AtLEA4-5- C-TAPa o a partir de extractos de 
plantas mutantes transformadas con el vector vacío.  
 
Los péptidos identificados que se consideraron provenientes de una interacción 

específica con la proteína de fusión y que tienen una puntuación confiable (mayor a 

35) se muestran en la Figura 16. 
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Figura 16. Péptidos obtenidos en el análisis por espectrometría de masas, a partir de 
extractos proteicos de plantas mutantes dSpm::AtLEA4-5 transformadas con la 
proteína de fusión AtLEA4-5-C-TAPa. Se muestran los péptidos después de su 
identificación con el algoritmo MASCOT. 

 

 

En otro experimento independiente, se procedió a extraer proteína de muestras de 

plantas que sufrieron un tratamiento de sequía antes del proceso de purificación; se 

aplicó entrecruzamiento con formaldehído a una fracción del material vegetal de 

ambos tratamientos (A, sequía, con entrecruzamiento; B, riego óptimo, con 
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entrecruzamiento), usando las plantas completas una vez cosechadas y previo a la 

homogenización en presencia de nitrógeno (ver Materiales y Métodos). Se analizaron 

cuatro muestras en una misma corrida de MS/MS, comparando los péptidos 

identificados en cada condición. A continuación se muestran los perfiles MASCOT 

correspondientes a algunos péptidos identificados en el tratamiento de sequía con la 

aplicación de entrecruzamiento con formaldehído, previo a la homogenización del 

tejido (Figura 17). Es interesante notar que las proteínas encontradas aparentemente 

se localizan en diferentes compartimientos celulares, tales como núcleo y citoplasma, 

o membranas por lo que resulta relevante el conocer la distribución de esta proteína 

en la célula bajo condiciones de déficit hídrico. Para ello se llevarán a cabo estudios 

de la localización intracelular de la proteína por medio de inmunolocalización con 

anticuerpos dirigidos contra la proteína AtLEA4-5, lo que permitiría definir si estas 

proteínas son candidatos reales de interacción en situaciones de déficit hídrico. 

 

A 
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Figura 17. Péptidos obtenidos en el análisis por espectrometría de masas, a partir de 
extractos proteicos de plantas mutantes dSpm::AtLEA4-5 de tres semanas de edad,  
transformadas establemente con la proteína de fusión AtLEA4-5-C-TAPa que sufrieron 
un periodo de sequía y se entrecruzaron los tejidos con formaldehído antes de la 
extracción de los complejos proteicos. Se muestran los péptidos después de su 
identificación con el algoritmo MASCOT. 

 

En el caso de los complejos provenientes de plantas crecidas bajo riego óptimo y a las 

que se les aplicó el tratamiento con formaldehído (B) se encontraron pocos péptidos 

con una puntuación significativa. A diferencia del experimento anterior, los péptidos 

que se encontraron corresponden a una proteína de función desconocida (Figura 17). 

Cuando se extrajeron los complejos proteicos sin el tratamiento previo de 

entrecruzamiento (tratamientos C y D) se obtuvieron algunos péptidos que fueron 

idénticos a los encontrados en las muestras provenientes del tratamiento  de sequía 

tratadas con formaldehído; tal fue el caso de una cinasa putativa (Figura 18, 

Tratamiento C). Cuando se crecieron las plantas en condiciones de riego óptimo 

(Figura 19, Tratamiento D) se encontraron péptidos que concuerdan con los 

encontrados en el experimento anterior (que se consideraron como proteínas 

inespecíficas) y otros péptidos correspondientes a proteínas con localización celular 

en núcleo o citoplasma. Se identíficó una proteína similar a las proteínas Se volvió a 

identificar la proteina cinasa que se obtuvo también en los tratamientos A y C, aunque 

en esta ocasión con una puntuación menor a 30. Se detectó otra cinasa que no se 

había obtenido en los análisis anteriores, que corresponde a una cinasa de serinas y 

treoninas. También se detectó un péptido que corresponde a una histona y una 

proteína de respuesta temprana a la deshidratación (ERD10, por “Early Responsive to 

Dehydration”). 

De esta manera se pudieron comparar los candidatos de interacción provenientes 

de plantas crecidas en condiciones óptimas con plantas crecidas bajo sequía y 
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también se compararon con los resultados del sistema de doble híbrido en levadura, 

con el fin de tener información que nos permitiera determinar si los candidatos 

obtenidos corresponden a blancos de interacción específicos de la proteína AtLEA4-5 

y, si éstos son diferentes dependiendo de  las condiciones osmóticas de la célula. 

 

B 

 

 
Figura 18. Péptidos obtenidos en el análisis por espectrometría de masas, a partir de 
extractos proteicos de plantas mutantes dSpm::AtLEA4-5 de tres semanas de edad,  
transformadas establemente con la proteína de fusión AtLEA4-5-C-TAPa que se 
mantuvieron en condiciones de riego óptimo y se entrecruzaron los tejidos con 
formaldehído antes de la extracción de los complejos proteicos. Se muestran los 
péptidos después de su identificación con el algoritmo MASCOT. 

 

C 
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Figura 19. Péptidos obtenidos en el análisis por espectrometría de masas, a partir de 
extractos proteicos de plantas mutantes dSpm::AtLEA4-5 de tres semanas de edad, 
transformadas establemente con la proteína de fusión AtLEA4-5-C-TAPa que sufrieron 
un periodo de sequía y no se les aplicó entrecruzamiento con formaldehído. Se 
muestran los péptidos después de su identificación con el algoritmo MASCOT. 

 

Un estudio reciente utilizando como modelo una chaperona de bajo peso molecular 

de chícharo (PsHSP 18.1) indicó que esta chaperona puede presentar alrededor de 

300 estequiometrías diferentes de interacción, lo cual permite que pueda interaccionar 

con varios substratos, y es imposible detectar estas variaciones en la estructura de los 

complejos chaperona-cliente utilizando los enfoques estructurales tradicionales 

(Stengel et al., 2010).  

En el caso de las proteínas LEA el estudio de los blancos de interacción se dificulta 

por su naturaleza intrínsecamente desordenada, lo cual supone que la naturaleza de 

las macromoléculas con las que puede interaccionar no dependan de su estructura 

primaria, sino de la conformación espacial particular que pueden adoptar, tanto la 

proteína LEA, como el blanco de interacción, en una condición determinada en la 

célula. Como se mencionó anteriormente, los resultados descritos en este segundo 

capítulo son preliminares, y debido a las dificultades técnicas que se tuvieron tanto en 

el análisis de dos híbridos, como en la purificación de complejos proteicos por TAP, es 

necesario llevar a cabo más experimentos para corroborar los datos obtenidos. Es 

fundamental conocer la localización intracelular de la proteína AtLEA4-5 para 

determinar si los candidatos son realmente proteínas que se encuentran en el mismo  

contexto celular o, como se ha visto para otras proteína LEA, que las condiciones 

osmóticas intracelulares puedan causar una relocalización de la proteína y de esta 

forma, una vez que ha adoptado la estructura secundaria necesaria para interaccionar 

con su blanco, puedan otorgar protección en esa condición particular de la célula.  

Cabe destacar que se están iniciando experimentos en colaboración con el Dr 

Fernando Lledías, quien tiene experiencia en la purificación de complejos proteicos, 

utilizando una técnica conocida como geles azules nativos (Eubel, et al., 2005), para lo 

cual, se utilizarán anticuerpos inmunopurificados de la AtLEA4-5 y extractos vegetales 

de plantas silvestres, en diferentes órganos y etapas de desarrollo de la planta, tanto 

en condiciones óptimas de irrigación como en tratamientos de sequía. Este método se 

basa en la purificación en dos dimensiones de los componentes presentes en 
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D 

 

 

 
 

Figura 20. Péptidos obtenidos en el análisis por espectrometría de masas, a partir de 
extractos proteicos de plantas mutantes dSpm::AtLEA4-5 de tres semanas de edad, 
transformadas establemente con la proteína de fusión AtLEA4-5-C-TAPa que se 
mantuvieron en condiciones de riego óptimo y no se les aplicó entrecruzamiento con 
formaldehído. Se muestran los péptidos después de su identificación con el algoritmo 
MASCOT. 
 

 
 

complejos proteicos en condiciones nativas, lo cual implica una ventaja para el caso 

de la proteínas desordenadas como la AtLEA4-5, ya que no se estaría alterando la 
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proteína al adicionarle alguna etiqueta, como es el caso de la purificación con TAP u 

otras etiquetas. Estos experimentos representarían una herramienta adicional muy 

importante en el estudio de las proteínas que pueden interaccionar y, de acuerdo a 

nuestra hipótesis, ser protegidas por la AtLEA4-5.  

Debido a que cada uno de los métodos para buscar interacciones proteina-

proteína tiene ventajas y desventajas, es necesario comparar los resultados obtenidos 

con cada uno de los métodos y corroborar las interacciones in vivo en un sistema 

vegetal. Los resultados del análisis de dos híbridos indicó que las clonas positivas 

muestran interacciones débiles, ya que ninguno de los candidatos dio una intensidad 

del color azul, semejante a la que se obtiene con un control de interacción fuerte 

(Cuevas-Velázquez, C., datos no publicados) y la mayoría de las clonas positivas 

corresponden a péptidos ricos en lisina y otros aminoácidos cargados, que son 

capaces de activar la transcripción del gen reportero, lo cual sugiere que algunos 

motivos de interacción con la proteína anzuelo (AtLEA4-5) pueden ser péptidos 

pequeños que sean propensos a formar α-hélices y que al encontrarse la célula en la 

condiciones osmóticas que promueven la formación de estas estructuras, la proteína 

AtLEA4-5 se conforme y pueda haber una interacción con sus blancos. 

 Por otra parte, los resultados del análisis por TAP arrojó péptidos 

correspondientes a proteínas con diversas localizaciones intracelulares y solamente 

uno de los péptidos, que corresponden a una posible cinasa de proteínas,  se detectó 

en tres de los cuatro tratamientos explorados en el segundo experimento. Es 

necesario comprobar  la funcionalidad de esta proteína de fusión en los experimentos 

de sequía y rehidratación, como ya se había mencionado anteriormente. Se deben 

llevar a cabo más experimentos de purificación por TAP para ver si algunos de los 

candidatos que se han encontrado en los experimentos anteriores, se vuelven a 

identificar en la espectrometría de masas. Esto permitiría que se puedan hacer análisis 

más detallados  en cuanto a la conformación de ambas proteínas en una situación de 

estrés, una vez que se conozca la localización intracelular de las proteínas de interés.   

 
 
 
 
ANEXO 1. ARTICULO DE INVESTIGACIÓN PUBLICADO DEL TRABAJO DEL 

DOCTORADO.  

 

ANEXO 2. ARTICULO DE REVISIÓN PUBLICADO PARA CUMPLIR CON EL 
REQUISITO DE ACTIVIDAD DOCENTE EN EL PROGRAMA DE DOCTORADO. 
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