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RESUMEN 
 

Las proteínas abundantes de la embriogénesis tardía (LEA), constituyen una familia de 

proteínas asociadas con la tolerancia a la desecación y se acumulan abundantemente en 

las últimas etapas del desarrollo de las semillas. En el presente trabajo, se analizó  una 

proteína de maíz que es hidrofílica e intrínsecamente desordenada según las predicciones 

bioinformáticas y que pertenece al grupo de las proteínas LEA 4 de acuerdo a su secuencia 

de aminoácidos. Además, su región amino terminal se predijo que tiende a formar 

estructuras hélices alfa.   Se encontró una correlación positiva entre la acumulación de esta 

proteína y las dehidrinas durante la desecación del grano. Por otra parte, esta proteína se 

induce por la aplicación exógena de ABA en embriones inmaduros de maíz, no así en 

embriones somáticos. También se encontró que desaparece después de unas horas post-

imbibición, de manera similar a como ocurre con las dehidrinas y durante este periodo, es 

regulada positivamente por ácido abcísico y negativamente por giberelinas. Por último, la 

LEA 4 se acumula únicamente en raíz en respuesta a estrés osmótico, lo cual sugiere una 

función asociada a la tolerancia a estrés por sequía.   
 

ABSTRACT 

Late embryogenesis abundant (LEA) proteins, constitute a family of proteins associated with 

desiccation tolerance, abundantly accumulated in seeds during the late stages of 

development. In the present work we analyzed a maize protein predicted to be highly 

hydrophilic and intrinsically disordered, that seems to belong to the LEA group 4 proteins 

based on their amino acid sequence. Moreover, its amino-terminal región was predicted to 

be highly hidrophilic and with tend to form amphiphilic alpha helix structures.  Positive 

correlation was found between the accumulation of this protein and dehydrins during the 

desiccation process that takes place through the maize seed development. Indeed, this 

putative LEA 4 protein was induced by exogenous abscisic acid in immature embryos, but 

not in somatic embryos. Further, this protein disappears after some post imbibition hours, 

likewise to dehydrins and it is positively modulated by abscisic acid and negatively by 

gibberellins during imbibition.  Furthermore, this protein was found just to be accumulated 

in osmotic maize stressed roots, strongly suggesting a role associated with abiotic stress 

tolerance. 
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1. INTRODUCCIÓN  
1.1. LA SEQUÍA Y SU IMPACTO EN LA AGRICULTURA.  

La sequía es una característica recurrente del clima, aunque a veces sea considerado un 

acontecimiento raro o azaroso. Ocurre virtualmente en todas las zonas climáticas, pero sus 

características varían perceptiblemente de una región a otra; por tanto, la sequía, como tal, 

es un fenómeno temporal, a diferencia de la aridez que se restringe a las regiones con 

escasa precipitación y que constituye una característica permanente del clima, como es el 

caso de las regiones desérticas (Contreras-Servín, 2005).  

 

Hay dos formas de definir el término sequía: conceptual y operacionalmente. 

Conceptualmente, la sequía es un déficit significativo en la disponibilidad de agua debido a 

lluvias menores de lo normal (Bravo y Salinas, 2006), sin referir nada acerca de la realidad 

climática del área afectada. Las definiciones operacionales, en cambio, precisan el 

momento de inicio, finalización e intensidad de la misma. Dependiendo de la perspectiva 

desde la que se considere, la sequía se define en 4 categorías diferentes: meteorológica, 

hidrológica, agrícola y socioeconómica (Marcos-Valiente, 2001; Contreras-Servín, 2005). 

La sequía meteorológica se caracteriza por la ausencia prolongada de lluvias en periodos 

que normalmente serían lluviosos (Núñez et al., 2007). Hidrológicamente, la sequía se 

define en función del abatimiento de los escurrimientos superficiales, los embalses y los 

acuíferos (Marcos-Valiente, 2001). En cambio, es agropecuaria, cuando todo lo anterior 

afecta el desarrollo fenológico de los cultivos (Bravo-Peña, et al., 2009). Finalmente se hace 

referencia a la sequía socioeconómica cuando la sequía se relaciona con la demanda de 

algún bien económico en respuesta a elementos de meteorológicos, hidrológicos y 

agrícolas (Contreras-Servín, 2005). En este trabajo, se empleará el término sequía para 

referirse a la sequía agrícola.  

 

La sequía como factor individual, es el agente que más reduce la producción global de los 

cultivos (Castiglioni, et al., 2008), favoreciendo la desertificación y la salinización de los 

suelos, con la subsecuente pérdida de su uso agrícola. Se estima que cerca del 20% de las 

tierras irrigadas del mundo están afectadas por los altos niveles de sal y se espera que esta 

cifra aumente hasta el 50% para el año 2050 (FAO, 2004; Vinocur y Altman, 2005). Esto 

mismo se estima que sucederá en la mayor parte de la zona central y sur de México 
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(CEPAL, 2007). De hecho, hoy en día para México la sequía representa el mayor problema 

agrícola y afecta a más de la mitad del territorio (Rojas-Garcidueñas, 2003).  

 

1.2. ESTRATEGIAS PARA COMBATIR LA SEQUÍA EN LA AGRICULTURA 
Las estrategias para contender con la falta de agua en los cultivos agrícolas pueden ser de 

diversa índole y van desde mejorar la capacidad de uso y retención del agua en el sistema 

agrícola, aumentar la absorción de agua mediante sustratos determinados, adaptar la 

densidad de siembra, usar biofertilizantes, emplear policultivos hasta mejorarlos  

genéticamente. Aunque todas estas estrategias se complementan, sin duda alguna, la 

última es una de las alternativas más usadas para adaptar los cultivos bajo condiciones de 

sequía (Frahm et al., 2003). De ahí la relevancia de entender los mecanismos que les 

permiten a las plantas soportar estos desafíos. 

 
1.3. LA RESPUESTA DE LAS PLANTAS A LA FALTA DE AGUA 

Las plantas, como organismos sésiles, están permanentemente expuestas a enfrentar 

problemas de disponibilidad de agua. Por ello, poseen adaptaciones que les permiten 

sobrevivir a esas condiciones de estrés, el cual a su vez es entendido como cualquier 

cambio en la condición o condiciones que  afectan la homeostasis y que requieren ajustes 

morfológicos, bioquímicos y fisiológicos, mediante aclimatación (Andjelkovic y Thompson, 

2004; Shulaev, et al., 2008). Por ejemplo, cuando el déficit hídrico se desarrolla lentamente, 

las plantas pueden presentar respuestas de aclimatación con efectos sobre el crecimiento, 

como la disminución de la expansión foliar y el aumento del crecimiento radicular (Potters 

et al., 2007; Shao et al., 2008). Además, ocurren cambios moleculares y celulares, como la 

inducción de genes de respuesta a estrés. En general, los productos de los genes inducibles 

por estrés pueden agruparse en dos categorías: los que regulan la expresión de genes y la 

transducción de señales y los que directamente protegen contra el estrés  (Hasegawa et 

al., 2000). Siguiendo esta clasificación, en el primer grupo se incluyen los productos de 

genes: los que codifican para factores de transcripción, tales como los factores de respuesta 

a deshidratación (DREB) y los factores de unión a C repetidas (CBF) (Wang et al., 2003), 

mientras que en el segundo, se encuentran los genes implicados en la biosíntesis de 

azúcares solubles y otros solutos compatibles (Hayashi et al., 1997; Garg et al., 2002; 

Abebe et al., 2003; Yue, et al., 2012), así como los genes que codifican para proteínas 

abundantes de la embriogénesis tardía (LEA por sus siglas en inglés, LATE 

EMBRYOGENESIS ABUNDANT), que aunque aún se desconocen sus blancos y el 
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mecanismo exacto a través del cual operan, se piensa que actúan protegiendo 

biomoléculas y componentes celulares. 

 

1.4. SEMILLAS ORTODOXAS Y LA RESISTENCIA A LA DESECACIÒN 
Las plantas con semillas o espermatofitas se caracterizan por la formación de la semilla, 

una estructura originada del óvulo fertilizado que incluye al embrión y a otros tejidos 

maternos derivados (Carbajosa y Carbonero, 2005). El desarrollo de la semilla es un 

proceso intrincado que implica a la embriogénesis (división celular y morfogénesis), seguida 

de una  fase de maduración que incluye la acumulación de productos de reserva, la 

supresión de la germinación precoz, la adquisición de la tolerancia a sequía, pérdida de 

agua y, frecuentemente, la inducción de la dormancia y el estado quiescente (Harada, 

1997). A las semillas que adquieren tolerancia a la desecación durante el desarrollo y que 

pueden ser almacenadas en el estado seco por periodos y condiciones definidas de tiempo, 

se les llama semillas ortodoxas, como las cariópsides de maíz, mientras que las que no 

pasan por este estado se les denomina semillas recalcitrantes (Roberts, 1973). Quizá una 

de las habilidades más llamativas de las semillas ortodoxas es su capacidad para disminuir 

el contenido de agua hasta niveles de desecación severa (Ming-der, et al., 2008), que 

pueden alcanzar 5 a 10% y frecuentemente, más allá del 1 al 5% de contenido de agua, 

con poca o ninguna pérdida de viabilidad (Manfre, et al., 2008). Cuando esto ocurre, el 

citoplasma se condensa y los componentes intracelulares llegan a estar más aglomerados. 

Estas condiciones propician interacciones indeseables que pueden generar la agregación 

y la desnaturalización de proteínas y la fusión de organelos y membranas celulares 

(Hoekstra et al., 2001). Curiosamente, los mecanismos de resistencia a la desecación en 

semilla incluyen algunos de los mecanismos de resistencia a estrés hídrico de tejidos 

vegetativos (Dickie y Pritchard, 2002), más otros sofisticados sistemas de protección.  

 

1.5. DESARROLLO Y MADURACIÓN DE SEMILLAS DE MAÍZ 
En maíz se distinguen 6 etapas de desarrollo reproductivo: R1, R2, R3, R4, R5 y R6. La R1 

inicia cuando los pelos (pistilos) son visibles fuera de la hoja envolvente, en cuya etapa se 

lleva a cabo la fertilización. En R2, los pelos se oscurecen, la radícula, el coleóptilo y la 

primera hoja embrionaria ya están formadas. Esta etapa abarca desde la primera semana 

después de la polinización (dap), hasta los primeros 18. De los 18 a 22 ocurre R3, 

caracterizada por la acumulación de almidón en el endospermo y el rápido crecimiento. El 

embrión se distingue y los materiales de la cubierta de la mazorca comienzan a desecarse. 
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La siguiente etapa abarca de los días 24 al 28 y en ella continúa la acumulación de almidón 

hasta llegar a una consistencia pastosa, hay 4 hojas embrionarias y el embrión aumenta 

considerablemente de tamaño. Justo al finalizar esta etapa, la parte superior de la 

cariópside comienza a desecarse  y se forma la última hoja embrionaria. Del día 35 al 42 

dap, ocurre la etapa R5 y en ella, las semillas comienzan a desecarse desde la parte 

superior hacia el embrión, sin alcanzarlo. También aparece una línea de almidón a lo largo 

de la semilla. Finalmente, la madurez fisiológica llega con la R6 (55-65 dap). Aquí se 

alcanza la mayor desecación de la semilla y se forma una capa café (Ritchie et al., 1993). 

 

La etapa de maduración temprana y media es dominada por la acción del ácido abscísico 

(ABA), el cual es inicialmente sintetizado por los tejidos maternos y posteriormente (aunque 

en menor medida) en el embrión y en endospermo (Nambara et al., 2003). La transcripción 

de los genes de las proteínas de almacenamiento de las semillas ocurre principalmente 

durante este periodo. Luego, los niveles de ABA disminuyen y durante la maduración tardía 

se sintetizan las proteínas Abundantes de la Embriogénesis Tardía (LEA) que están 

asociadas al proceso de deshidratación y la adquisición de la tolerancia a la desecación en 

semillas ortodoxas, así como en polen, plantas anhidrobióticas y tejidos vegetativos durante 

déficit hídrico (Carbajosa y Carbonero, 2005; Wise y Tunnacliffe, 2004; Battaglia, et al., 

2008; Olvera-Carrillo, et al., 2010). 

 

2. ANTECEDENTES 
 

2.1. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LAS PROTEÍNAS LEA 
Las LEA son una familia de proteínas hidrofílicas, generalmente citosólicas (aunque 

también se las ha encontrado en diversos compartimentos subcelulares), tienen estabilidad 

térmica, alto contenido de G, A y S, carga positiva neta e inestructuración intrínseca en 

solución (Wise y Tunnacliffe 2004; Battaglia et al., 2008). Generalmente son proteínas 

pequeñas de 10 a 30 KDa, que se acumulan abundantemente en las últimas etapas de la 

maduración de la semilla, pudiendo representar más del 4% de la proteína total, y luego 

desaparecen en la germinación (Galau, et al., 1986; Roberts et al, 1993; He et al., 1996). 

 

2.2. PROTEÍNAS INTRÍNSECAMENTE INESTRUCTURADAS  (IUPs)  
El plegamiento de una proteína es el proceso por el que una cadena polipeptídica hace la 

transición entre un estado desplegado o desnaturalizado hacia su plegamiento nativo 
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(Anfinsen, 1973). Lo anterior, junto con el paradigma pre-establecido de que la función de 

las proteínas está determinada por su estructura tridimensional (Campos et al., 2011), 

hacen pensar que cualquier proteína que no esté plegada carece de función. Sin embargo, 

en años recientes, se han identificado numerosas proteínas que no forman estructuras 

globulares o bien, estructuras tridimensionales definidas en solución acuosa que, no 

obstante, poseen funciones biológicas críticas (Cortese, et al., 2005), por ejemplo, 

señalización, marcaje y unión a DNA (Wrigth, 1999; Tompa, 2002; Uversky, 2002). Estas 

proteínas son denominadas proteínas intrínsecamente inestructuradas o proteínas 

desordenadas (IUPs o IDPs). Por análisis genómicos, se estima que más del 8% de las 

proteínas de los proteomas procariontes son al menos parcialmente desordenadas, 

mientras que esta cifra aumenta por encima del 31% en los eucariontes. Lo anterior, en 

respuesta a que la proporción de  IUPs, incrementa con la complejidad de los organismos 

y son más frecuente los productos de genes que no son constitutivos (Fink, 2005). La 

sensibilidad a la proteólisis enzimática, la migración aberrante en electroforesis SDS-PAGE 

o la insensibilidad a condiciones desnaturalizantes, son algunas pautas para asignar la falta 

de estructura de una IUP (Alves et al., 2005; Iakoucheva et al., 2001). La caracterización 

definitiva de desorden incluye métodos como la espectropolarimetría DC, la espectroscopía 

de Resonancia Magnética Nuclear (NMR), difracción de rayos X de ángulos cortos, 

mediciones hidrodinámicas y espectroscopía infrarroja. En términos generales, las 

proteínas LEA son proteínas intrínsecamente inestructuradas (IUPs). 

 

2.3. PROTEÍNAS LEA EN OTRAS FORMAS DE VIDA 
Aunque la mayor parte de proteínas tipo LEA se han encontrado en plantas, existen genes 

y proteínas tipo LEA en otros tipos de organismos. Por ejemplo, en el nemátodo 

anidrobiótico Aphelenchus avenae, el gen Aav-lea-1, que codifica a una proteína tipo LEA 

3, es regulada positivamente por desecación estrés osmótico, pero no por frío, calor o estrés 

oxidante (Browne et al., 2002, 2004). A diferencia del anterior, el nemátodo 

entomopatógenico Steinernema feltiae que es sólo parcialmente tolerante, expresa el gen 

Sf-LEA 1-like en respuesta a deshidratación (Gal et al., 2003), el cual posee ortólogos en 

otros organismos, tales como bacterias (Deinococcus radiodurans y Bacillus subtilis), el 

quironómido Polypedilum vanderplanki, el camarón de mar Artemia, diferentes especies de 

nematodos, rotíferos y cianobacterias (Hundertmark e Hincha, 2008).  
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2.4. PAPEL BIOQUÍMICO DE LAS PROTEÍNAS LEA  
Aunque se asume que las proteínas LEA juegan un papel crucial en la tolerancia a la 

deshidratación celular, sus funciones bioquímicas son desconocidas (Hincha y 

Thalhammer, 2012). Por estudios espectroscópicos basados en Espectroscopía Infrarroja 

con Transformación de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés) se ha propuesto que las 

regiones ricas en α hélices son capaces de interactuar con las membranas lipídicas en 

condiciones de deshidratación (Koag et al., 2003; Popova, et al., 2011; Thalhammer, et al., 

2010). Mediante ensayos in vitro empleando cromatografía de afinidad de iones metálicos 

inmobilizados (IMAC, por sus siglas en inglés), se demostró que las proteínas PM1 y PM9 

(LEAs 4) de Glycine max, tienen capacidad de atrapar Fe3+, Ni2+, Cu2+ y Zn2+. Además, tanto 

PM1 como PM9 unidas a Fe3+ capturan radicales hidroxilo, lo cual puede ser relevante para 

disminuir el daño por estrés oxidante (Guobao, et al., 2011). Mediante ensayos de pérdida 

de actividad enzimática de enzimas sensibles a ciclos de congelamiento-descongelamiento 

(como la citrato sintasa) se ha podido estimar la capacidad proteo-protectora de ciertas 

proteínas LEA. Lo anterior ha permitido proponer que las proteínas LEA actúan de manera 

diferente a las chaperonas y a los agentes químicos osmoprotectores como la glicina 

betaína y en cambio, razón por la que se propone que se consideren escudos moleculares 

(Goyal, et al., 2005; Chakrabortee, et al., 2012). Quizá lo que más apoya la idea de su 

participación como moléculas de respuesta a estrés, son las conclusiones de los numerosos 

trabajos de genética funcional en los que han sobre-expresado o silenciado genes LEA, 

logrando  de esta forma incrementar o disminuir la resistencia a la sequía y salinidad, tal 

como en los trabajos de Xu et al., 1996,   Xiong, et al., 2007 y Olvera et al., 2010. En A. 

thaliana también se han sobre-expresado otras proteínas LEA como la RAB 17 y la RAB 18 

ambas de maíz, la COR47 (pTP9), LTI29, LTI30 (pTP10) de A. thaliana o la WsS19 (LEA 

3) de trigo y en todos los casos han aumentado la tolerancia a déficit hídrico, salino o frío 

(Ndong et al., 2002). En un trabajo reciente, se sobre-expresó el gen OsLEA3-2 y se 

encontró que generó tolerancia a estrés osmótico en A. thaliana, S. cerevisiae y O. sativa 

(Duan, et al., 2012). No obstante, estos trabajos, fuera de asociar su innegable participación 

en la respuesta a estrés abiótico, no han aportado más detalles sobre su función molecular.  

 

2.5. CLASIFICACIÓN DE PROTEÍNAS LEA 
Por diversas razones, la tarea de clasificar estas proteínas no ha sido sencilla, en principio, 

debido a la falta de conocimiento sobre su función exacta. El nombre asignado de proteínas 

LEA refleja el hecho de que originalmente se describieron proteínas  acumuladas en altos 
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niveles durante las últimas etapas del desarrollo embrionario (post-abscisión) en semillas. 

Como en esta etapa de desarrollo las semillas ortodoxas adquieren tolerancia a la 

desecación, estas proteínas se asociaron con esta característica (Tunnacliffe y Wise, 2007). 

Como resultado de los estudios llevados a cabo en organismos diferentes a las plantas, el 

concepto de qué constituye una proteína LEA ha llegado a ser incierto y ha generado que 

la clasificación de las proteínas solamente con base al perfil de expresión sea arriesgada y 

refutada cada vez que se descubre una excepción. Tan sólo en plantas, muchas proteínas 

LEA se inducen no sólo en tejidos embrionarios o en respuesta a estrés hídrico; inclusive 

algunos genes que codifican proteínas LEA son expresados constitutivamente (Wise, 

2003). Mientras que la nomenclatura es insatisfactoria en plantas, su categorización es 

incluso más problemática cuando se trata de proteínas semejantes a LEA en organismos 

no vegetales. Claramente, la idea de definir una proteína de nemátodo, por ejemplo, en 

referencia a la expresión de proteínas de semillas de plantas, es absurda (Tunnacliffe y 

Wise, 2007). Otra dificultad  radica en la heterogeneidad de las secuencias de las proteínas 

catalogadas como LEA (Battaglia et al., 2008), lo que ha provocado la creación de diferentes 

clasificaciones con base a diferentes estrategias (Cuadro 1). 

 
Cuadro 1. Nomenclaturas creadas para los grupos de proteínas LEA (tomado de He, et al., 2012). 

 

Pfam 
no. 

Pfam Dure Battaglia Bray 
Bies-Ethéve Proteína 

representativa 

PF00477 LEA_5 D-19 Grupo 1 Grupo 1 Grupo 1 TaEm de trigo 

PF00257 Dehidrina D-11 Grupo 2 Grupo 2 Grupo 2 DhnI de trigo, PMI2 de 

soya 

PF02987 LEA_4 D-7 o D-

29 

Grupo 3 Grupo 3 o 5 Grupo 3 EcP63 de zanahoria, 

HvAI  de cebada 

PF03760 LEA_1 D-113 Grupo 4 Grupo 4 Grupo 4 Le25 de tomate 

PF04927 SMP D-34 Grupo 5A Grupo 6 Grupo 5 EcP31 de zanahoria 

PF03242 LEA_3 D-73 Grupo 5B - Grupo 6 AtDI21 Arabidopsis 

PF03168 LEA_2 D-95 Grupo 

5C 

- Grupo 7 LEA 14-A de algodón 

PF10714 LEA_6 - Grupo 6 - Grupo 8 PvLEA18 de frijol 

PF02496 ABA_WDS - Grupo 7 - - Asr1 de tomate, Lp3-3 

de pino 
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En el presente trabajo, la descripción de las características generales de estas proteínas se 

hizo con base  a la clasificación de Battaglia et al., 2008, por considerarla la más completa 

con respecto a las previamente propuestas. 

 

2.6. PROTEÍNAS LEA DEL GRUPO 1              
Estas proteínas (también conocidas como proteínas Em) contienen una gran proporción de 

residuos cargados que, junto con su alto contenido de residuos de glicina 

(aproximadamente 18%), contribuye a su alta hidrofilia. Además, se caracterizan por poseer 

gran similitud de secuencia, especialmente en el motivo 20-mer 

(TRKEQ[L/M]G[T/E]EGY[Q/K]EMGRKGG[L/E]), el cual puede estar en varias copias en 

tándem (de una a cuatro en especies vegetales, hasta más de ocho en otros organismos) 

(Battaglia et al., 2008). Se han caracterizado más de 100 proteínas de este grupo en 

plantas, bacterias y animales (Ming-Der et al., 2010). 

 

2.7. PROTEÍNAS LEA DEL GRUPO 2 
Debido a que estas proteínas se inducen en respuesta  a deshidratación, también se les 

conocen con el nombre de dehidrinas (DHNs, dehydration-induced proteins; Close et al., 

1989). Sin embargo, este término es arbitrario, en tanto que puede ser aplicado a cualquier 

otro grupo de proteínas LEA (Tunnacliffe y Wise, 2007). Las LEA 2 poseen un dominio Pfam 

PF00257 y son las proteínas LEA más ampliamente estudiadas. La característica distintiva 

de todas las DHNs es la presencia de un dominio conservado, rico en lisinas, de 15 

aminoácidos (EKKGIMDKIKEKLPG) llamado segmento K, el cual está usualmente cerca 

del C-terminal. Otras de las características típicas de las DHNs, pero que no están 

presentes en todas, son: un conjunto de residuos de serina, el segmento S (el cual actúa 

como sitio de fosforilación), el motivo consenso T/VDEYGNP, llamado segmento Y, 

localizado cerca del N-terminal y finalmente una región menos conservada denominada 

segmento Phi, usualmente rica en aminoácidos polares. El número y orden de los 

segmentos Y-, S- y K-, se emplean para definir las diferentes subclases de DHNs: 

Y(n)SK(n), Y(n)Kn, SK(n), K(n) y K(n)S. Las dehidrinas se distribuyen en un amplio rango 

de organismos incluyendo plantas superiores, algas, levaduras y cianobacterias. En 

plantas, se acumulan en la embriogénesis tardía y en casi todos  los tejidos vegetativos en 

condiciones normales y en respuesta a estreses que conlleva a la deshidratación, tales 

como sequía, bajas temperaturas y salinidad (Villardert et al., 1990; Rorat, 2006). 
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2.8. PROTEÍNAS LEA DEL GRUPO 3 
La estructura primaria de las proteínas de este grupo se compone principalmente de 

unidades repetidas de un motivo 11-mer pobremente conservado, el cual está constituido 

en general, de residuos polares, tales como K, D o E. Estas proteínas son altamente 

hidrofílicas participan en la respuesta a desecación y se han encontrado en diversos 

organismos como en Pisivum sativum, Thypha latifolia y Polypedilum vanderplanki 

(Shimizu, et al., 2010; Furuki et al., 2012). 
 

2.9. PROTEÍNAS LEA DEL GRUPO 4 
Las proteínas tipo D113, son un grupo de proteínas LEA con peso molecular pequeño, que 

corresponden al grupo 4 en las clasificaciones de Battaglia, Bray  y Bies-Ethéve (Battaglia 

et al., 2008). Las proteínas LEA del grupo 4 (PFAM 03760) comparten con las demás 

proteínas LEA, las características de ser hidrofílicas, permanecer solubles con el calor y 

tener una elevada proporción de aminoácidos pequeños, tales como glicina o alanina y 

aminoácidos cargados como D, E, K o R (Dure, 1993; Wise, 2003). Existe escasa 

información respecto a la distribución de las proteínas pertenecientes a este grupo en 

diferentes tejidos de plantas (Battaglia et al., 2008). 

 

2.10. PROTEÍNAS LEA DEL GRUPO 5 
Las proteínas LEA del grupo 5 (PFAM 04927) son distintas de las demás debido a que 

contienen una mayor proporción de residuos hidrofóbicos y poseen por ello una estructura  

más bien anfipática (Shih et al., 2008; Tunnacliffe y Wise, 2007). Como grupo, el  grupo 5 

carece de motivos o secuencias consenso, y comparado con el resto de los grupos 

categóricos, este es un grupo más vago y laxo, ya que no posee proteínas homólogas. Este 

grupo puede ser dividido en los subgrupos 5A (SMP), 5B (LEA_3) y 5C (LEA_2). Algunos 

ejemplos son  D34 de algodón, GmPM25 de soya, EMB11 de Picea glauca y ER5 de 

tomate. Además, éstas proteínas no permanecen solubles después de hervir, pues no son 

termoestables (He et al., 2012). Como hecho sobresaliente, las proteínas LEA 5 son 

nativamente plegadas (Hundertmark e Hincha, 2008). La FTIR muestra que estas proteínas 

presentan más láminas β-plegadas que estructuras α hélices (Boudet et al., 2006). De 

hecho, la proteína AtLEA14-A  es la única proteína LEA en la que se ha observado 

estructura secundaria y terciaria en solución (Singh et al., 2005). Todas estas diferencias 

indican que probablemente son funcionalmente diferentes a las proteínas LEA típicas. De 

ahí la pregunta si merecen o no ser consideradas proteínas LEA (Boucher et al., 2010). 
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2.11. PROTEÍNAS LEA DEL GRUPO 6 
Las proteínas de este grupo se caracterizan por su pequeño tamaño (7–14 kD) y su gran 

conservación en secuencia. Se pueden distinguir 4 motivos conservados. En general, estas 

proteínas carecen de residuos de C y W y al igual que el resto de los grupos (sin incluir al 

grupo 5), no coagulan en condiciones de temperatura elevada. Además, poseen migración 

aberrante en geles de SDS-PAGE (Garay-Arroyo et al., 2000). 

 
2.12. PROTEÍNAS LEA DEL GRUPO 7 

Las proteínas ASR son consideradas miembros de las hidrofilinas, son proteínas 

termoestables e intrínsecamente inestructuradas (Frankel et al., 2006; Goldgur et al., 2007). 

Comparten características fisicoquímicas con los otros grupos y se acumulan en las etapas 

tardías de la embriogénesis en semillas y en respuesta a condiciones de falta de agua 

(Maskin et al., 2008). 

 

      2.13. PROTEÍNAS LEA DEL GRUPO 4 Y SU RELACIÓN CON EL ESTRÉS 

Las proteínas LEA del grupo 4 juegan un papel relevante en la adquisición de tolerancia a 

diferentes tipos de insultos ambientales. Por ejemplo, existen reportes en los que la 

sobreexpresión de las proteínas LEA de este grupo, incrementa la tolerancia a estrés por 

sequía en A. thalaina  (Olvera-Carrillo et al., 2010). Por otra parte, dos genes LEA 4 de 

Boea hygrometrica  (BhLEA1 y BhLEA2) fueron capaces de inducir resistencia a la 

desecación en tabacos transgénicos, reducir la pérdida general de agua y el decremento 

en la actividad del fotosistema II, elevar el contenido de enzimas desintoxicadoras de ROS 

y estabilizar membranas y proteínas (Liu et al., 2009). El mecanismo de acción de estas 

proteínas, además, parece ser muy general, tal como lo indica la adquisición de tolerancia 

a diversos insultos ambientales (tales como temperaturas, sal, radiación UV, etc.) en 

bacterias y levaduras como resultado de la expresión heteróloga de proteínas LEA 4 de 

plantas. Por ejemplo, expresión de la proteína BnLEA4-1 de Brassica napus en E. coli 

incrementa su tolerancia a la temperatura y a estrés salino (Dalal et al., 2009).  
 

A pesar de todo lo anterior, las proteínas LEA 4, hasta la fecha no han sido estudiadas en 

especies de importancia agronómica como el maíz, el trigo y el sorgo. Por ello, se decidió 

analizar un nuevo miembro del grupo 4 de las proteínas LEA de maíz. 
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3. HIPÓTESIS 
Hay al menos una proteína LEA 4 de maíz asociada a la tolerancia a estrés hídrico 

 

4. OBJETIVOS 
4.1. GENERAL 

 Caracterizar a una proteína LEA del grupo 4 de maíz para evaluar su papel en la 

tolerancia a estrés hídrico. 
 

4.2. ESPECÍFICOS 

 Caracterizar in sílico las propiedades de la proteína LEA 4 de maíz.  

 Generar anticuerpos policlonales contra la proteína LEA 4 recombinante. 

 Analizar la presencia de la proteína LEA 4 en tejidos de maíz bajo estrés hídrico y 

en diferentes estados de desarrollo. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

5.1. ESQUEMA GENERAL DE LA ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 
La estrategia experimental del trabajo realizado se describe a continuación:  
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

5.2. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 

Con BLASTp se buscaron las proteínas de maíz presuntamente ortólogas a la LEA 4-5 de 

A. thaliana (accesión: NP_196294.1). A la secuencia ortóloga más probable, se le predijeron 

propiedades fisicoquímicas consideradas relevantes para proteínas desordenadas. La 

globularidad, se estimó con GLOBE (Rost, 1998),  el pI y el PM se analizaron con Compute 

pI/Mw (Bjellqvist et al., 1993; Bjellqvist et al., 1994; Gasteiger,  et al., 2005) y la presencia 

de puentes disulfuro con DISULFIND (Ceroni et al., 2004). La composición de aminoácidos, 

hidropatía, estructura secundaria y dominio Pfam se analizaron con PROFphd (Rost, 1996), 

ProtScale (Gasteiger et al., 2005), PELE y HMMPFAM (Bateman et al., 2004), 

respectivamente. Con ProtParam se calculó el promedio de hidropaticidad (GRAVY) 

(Stothard, 2000), la distribución de residuos cargados se investigó con Colorseq (Combet 

et al., 2000), mientras que la inestructura se predijo con PONDR-FIT (Xue, et al., 2010). 

Para asignar un nombre a la proteína (Olvera et al., 2010), se buscó en Ensamble Plants la 

ubicación cromosómica del gen que codifica para la proteína. MEGA 5.2 (Tamura et al., 

CARACTERIZACIÓN DE UNA LEA 4 DE MAÍZ
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2011) se usó para construir un árbol filogenético con secuencias no redundantes obtenidas 

por BLASTp en el GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank),                                     

EnsamblePlants (http://plants.ensembl.org/index.html) y UniPro, junto con las secuencias 

con motivo Pfam 03760 del Instituto Sanger (https://www.sanger.ac.uk/)  y con motivo 

PR005513 de InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/), además de algunas secuencias 

encontradas por Battaglia et al., 2008 que no se encontraron en los análisis anteriores. El 

criterio de  discriminación de las  secuencias empleado fue uno tal en el que las secuencias 

incluidas cumplieron con con los siguientes requisitos: un valor de E menor a 1 x 10-6 en las 

búsquedas BLASTp, con un motivo Pfam 03760 significativo y no poseer regiones con una 

probabilidad menor a 0.5 en la predicción de inestructura  de PONDR-FIT. Para la 

construcción del árbol, las secuencias se alinearon con Muscle (Edgar, 2004) y se hizo una 

matriz de identidad (PIM), para escoger todas las secuencias con <25% de similitud 

respecto a la LEA D113 de Gossypium hirsitum y la LEA 4-2 de A. thaliana. Para construir 

el árbol filogenético, se estimó el mejor modelo de sustitución con base al menor valor de 

criterio de información bayesiano (BIC) obtenido para estas secuencias. De este análisis, 

se escogió la matriz de sustitución de Jones-Tylor-Thornton con cinco distribuciones 

discretas gamma y con 500 Boostraps como prueba estadística. Para analizar la región 

probable del promotor, se seleccionó en Ensemble Plants la región de 2 Kb río arriba (10: 

70 646 218- 70 648 218) del 5`UTR de la LEA 4, la cual se tomó como región promotora 

probable. Esta se analizó con New PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) para 

predecir elementos de unión a factores de transcripción de respuesta a estrés predichos. 
 

5.3. OBTENCIÓN  DE  ANTICUERPOS  POLICLONALES  ANTI-LEA 4 
5.3.1. OPTIMIZACIÓN DE CODONES Y SÍNTESIS DE LA SECUENCIA 

Los codones de la secuencia LEA 4 se optimizaron con Optimum Gene™ para eliminar 

sitios de restricción frecuentes, reducir el contenido de GC y optimizar la traducción en E. 

coli, aumentando el número de codones frecuentes. Posteriormente, la secuencia se 

sintetizó en la compañía GenScript®, quienes la clonaron en el vector pUC57. Con esta 

construcción se transformaron por choque térmico células de E. coli cepa DH5α. 

5.3.2.  PREPARACIÓN DE CÉLULAS Ca++ COMPETENTES 

Se inocularon 10 mL de medio Luria-Bertani  (LB, 10 g·L-1 de bactotriptona, 5 g·L-1 de 

extracto de levadura y 10 g·L-1 NaCl) con células de E. coli cepas DH5α o BL21 y se 

cultivaron a 200 rpm, 37ºC y con 5 volúmenes de aire por volumen de cultivo (condiciones 
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estándar de crecimiento) hasta 0.6-0.7 de DO600nm (aproximadamente 12-16 h). Después, 

los cultivos se incubaron por 20 min en hielo y se centrifugaron 7 min a  8 000 g  a 4ºC. La 

pastilla se resuspendió en 5 mL de CaCl2 0.1 M frío y se mantuvo 10 min en hielo. Se 

centrifugó 5 min a 2 500 g. La pastilla se resuspendió en 1 mL de CaCl2 0.1 M frío y se 

separó en alícuotas de 100 µL (80 µL de células en CaCl2 0.1 M y 20 µL de glicerol, 

mezcladas por agitación vigorosa). Para conservarlas, se ultracongelaron en N2 líquido y 

se guardaron a -72°C (cepario). 

5.3.3. TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS Ca++ COMPETENTES POR CHOQUE 
TÉRMICO 

Las células Ca++ competentes se descongelaron en hielo por 30 min en presencia de 100-

300 ng del plásmido. Se les aplicó un choque térmico de 1 min a 42°C, seguido de 5 min 

de incubación en hielo. Se agregó medio LB hasta 1/5 del vial y se incubó  1 h a 37°C y 200 

rpm. Se inocularon 50-100 µL de este cultivo en placas con medio LB semi-sólido con              

1 µg·mL-1  de ampicilina. Las placas se incubaron 12-16 h a 37ºC. 

 

5.3.4. TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS ELECTROCOMPETENTES  
Para la electrotransformación se usaron 50 µL de células electrocompetentes OneShot Top 

ten®  de Invitrogen™. Las células se descongelaron 10 min en hielo y se pasaron a celdas 

de electroporación de 100 µL enfriadas a 4°C. Se agregó 100-300 ng del plásmido deseado. 

Se transformaron con un electroporador Eppendorf 2510® a 1 800 V. Luego, se adicionó 

0.5 mL de medio  SOC (peptona de caseína 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, 

KCl 10 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM y glucosa 1 M) y la mezcla se trasvasó a un vial 

de 1.5 mL y se incubó 1 h a 37°C y 200 rpm. Finalmente, con 10 µL del cultivo se inocularon 

placas con medio LB más ampicilina y se incubaron 17 h a 37ºC. 

 

5.3.5. MINIPREPARACIONES DE PLÁSMIDO POR LISIS ALCALINA 
El aislamiento de plásmido a pequeña escala se hizo por el método de lisis alcalina 

(Sambrook et al., 1989). Se cultivaron células de  E. coli en 3 mL en medio LB más el 

antibiótico adecuado, por 13-16 h en condiciones estándar. Este cultivo se centrifugó en 

viales de 2  mL y la pastilla se resuspendió con agitación vigorosa en 100 µL de solución 

de lisis I (50 mM de glucosa, 25 mM de Tris-HCl pH 8.0 y 10 mM de EDTA pH 8.0). Luego, 

se agregó 200 µL de solución de lisis II recién preparada (0.2 N de NaOH y 1% de SDS 

w/v),  mezclando por inversión  5 veces. Se mantuvo 3-5 min en hielo. Se agregó 150 µL 
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de solución de lisis alcalina III (5 M de acetato de potasio y 11.5 % de ácido acético glacial) 

y se mezcló nuevamente. Se centrifugó 5 min a 21 000 g y 4°C y el sobrenadante se 

transvasó, añadiendo 1 volumen de fenol-cloroformo 1:1 (fenol pH 8.0). Se agitó 30 s y se 

centrifugó 2 min a 21 000 g y 4°C. La fase acuosa se trasvasó, se le agregó 2.5 volúmenes 

de isopropanol absoluto frío, se mezcló y se dejó precipitar 30 min a -72°C. Se centrifugó 

10 min a 21 000 g y 4°C. La pastilla se lavó con etanol al 70%, se centrifugó y se dejó secar 

al ambiente. Se resuspendió en 20 µL de H2O estéril, se agregó 0.1 U de RNAsa A y se 

incubó 30 min a 37°C y se almacenó a -20°C. 

5.3.6. CLONACIÓN DEL MARCO ABIERTO DE LECTURA DE LA LEA 4  
Para producir la proteína GST::LEA 4, se hizo la construcción lac:gst::lea 4::term. El ORF 

de lea 4 se insertó en el pGEX 4T2. Para ello, se inocularon 2 cultivos de 3 mL de medio 

LB+Amp, uno con E. coli DH5α pGEX 4T2 y otro con E. coli cepa DH5α pUC57-lea 4.  

Ambos se cultivaron por 13-17h en condiciones estándar y los plásmidos se extrajeron por 

lisis alcalina. Con el pUC57-lea 4 se amplificó el ORF de la lea 4 con los oligonucleótidos 

PGL4F BamHI F 5´-ATAATTGGATCCATGCAGGCGGGCAAGACAGC-3´ y PGL4R EcoRI 

5´-GAATGTGAATTCTTACTGATACTGGCCGCCCGT-3´ con la reacción: 

 

 
 

 

 

                                * de Fermentas® 

Para la PCR se usó una temperatura  desnaturalización inicial de 30 s  a 98°C y 30 ciclos 

de 98°C y 10s de desnaturalización, 63°C y 30 s de alineamiento y 72°C y 30s de 

amplificación y 10 min a 72°C de extensión final. Se corrieron 20 µL del producto en un gel 

de agarosa al 1 %. Se purificó con el paquete GFX™PCR DNA and Gel Band Purification 

de GE Healthcare™. El fragmento se eluyó con 13 µL de dH20 estéril y se digirió con BamHI 

y EcoRI, de la siguiente forma: 

 

COMPONENTE µL 
Oligonucleótidos PGL4F y  PGL4R (10 µM) 1 
dNTPs 10 mM 1 
Solución amortiguadora HF 5x 10 
Templado de DNA (450 µg/µL) 0.8 
Phusion® High Fidelity DNA polymerase* 0.4 
H2O 36.8 
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          * de Fermentas® 

Lo mismo se hizo con el pGEX 4T2: 

 

 

  

           

                           * de Fermentas® 

Ambas reacciones se incubaron 1 h a 37 °C, se analizaron en un gel de agarosa al 1%. Los 

fragmentos se mezclaron y purificaron con el paquete GFX™PCR DNA and Gel Band 

Purification de GE Healthcare™. El DNA total se eluyó con 17 µL H2O y se ligó de la 

siguiente forma: 

COMPONENTE µL 
Solución amortiguadora de T4 DNA ligasa 
10x * 

2 

T4 DNA ligasa  400 u/µL* 1 
Eluato (DNA) 17 

          * de New England Biolabs® 

La reacción se incubó por 16 h a 16 °C y con ella se transformaron células de E. coli 

electrocompetentes One shot Top ten® de Invitrogen™. Las células transformadas se 

cultivaron por 13-17 h en placas con medio LB semi-sólido a 37°C y se seleccionaron con 

ampicilina (1µg∙mL de medio). Posteriormente, se tomaron 2 colonias al azar, con las que 

se iniciaron cultivos en 3 mL de medio LB+amp (1 µg·mL-1). Cada colonia se respaldó en 

una placa con medio LB+Amp semisólido, mientras que con los cultivos líquidos se 

obtuvieron los plásmidos por lisis alcalina. Se analizaron por PCR, mediante los 

oligonucleótidos PGL4F y PGL4R. Se localizó la colonia recombinante. El cultivo de esa 

colonia se preservó en cepario. Para esto, se mezcló vigorosamente 800 µL del cultivo con 

200 µL de glicerol estéril, se ultracongeló  con N2 líquido y almacenó a -72°C. Finalmente, 

COMPONENTE µL 
BamHI (10 u/µL)* 2 
EcoRI (10 u/µL)* 1 
Solución amortiguadora Tango 10 x* 4 
Eluato 13 

COMPONENTE µL 
BamHI (10 u/µL) * 2 
EcoRI (10 u/µL)* 1 
Solución amortiguadora Tango* 10x 4 
pGEX 4T2 3 
H2O 10 
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se transformaron células de E. coli cepa BL21 codón plus Ca++ competentes con el pGEX 

4T2-lea 4. Se sembraron en medio LB semisólido + ampicilina (1 µg·mL-1) y se incubaron 

13-17h a 37°C. Las cepas transformadas se confirmaron por PCR y se incluyeron en el 

cepario. 

5.3.7.   INDUCCIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE CON IPTG 
Las condiciones  de inducción se estandarizaron con el vector pGEX 4T2 vacío. Dos 

matraces, cada uno con 100 mL de medio TB+Amp (24.0 g·L-1 de extracto de levadura, 

12.0 g·L-1 de peptona de caseína, K2HPO4  54.0 mM, KH2PO4 16.2 mM, glicerol 8.0 mL·L-1, 

pH 7.2 ± 0.2 y 1 µg·mL-1  ampicilina),  se inocularon con 3 mL de pre-cultivo de células  E. 

coli cepa BL21 codón plus transformadas con el vector pGEX 4T2 y se cultivaron en 

condiciones estándar hasta una DO600nm de 0.5-0.8. A uno de ellos se le agregó IPTG hasta 

1 mM de concentración final y el otro se usó como control negativo.  De cada cultivo se 

tomaron muestras de 2 mL a  0, 1 y 3 h post-inducción, las cuales se centrifugaron 30 s a 

12 000 g y las pastillas bacterianas se lisaron con 200 µL de SDS al 2%. Para resolver las 

proteínas de los lisados por SDS-PAGE al 16%, se tomó  20 µL de cada uno, se les agregó 

15 µL de solución amortiguadora de carga de proteínas 6x, se calentaron 7 min a 95 °C y 

se prosiguió de acuerdo a la sección 5.3.8.  

 

5.3.8.  RESOLUCIÓN DE PROTEÍNAS EN GELES DE SDS-PAGE  
El análisis de todas las proteínas por SDS-PAGE al 16%  se hizo de acuerdo  a Laemmli, 

1970. El gel separador se preparó con una mezcla de 58% de solución I (30% de acrilamida 

y 0.8% de Bis-acrilamida), con 42% de solución II (0.75 M de Tris-HCl, 0.2% de SDS y pH 

final de 8.8). Para la polimerización, se usaron 7.5 µL de Temed  y 75 µL de APS al 20 % 

por cada 10 mL de la mezcla. Para el gel separador, se hizo una mezcla de 16.5% de   

solución I, 50% de solución III (0.25 M de Tris-HCl, 0.2% de SDS y pH final de 6.8) y 33.5% 

de H2O. Para la polimerización se utilizaron 3.5 µL de Temed y 35 µL de APS al 20% por 

cada 10 mL de la mezcla. Previo a la electroforesis, las muestras se  mezclaron con solución 

amortiguadora de carga 2X (4% de SDS,  20% de glicerol, 10% de 2-mercaptoetanol, 

0.004% azul de bromofenol y 125 mM de Tris-HCl) y se hirvieron a 96°C por 5 min. Todas 

las corridas se hicieron con solución amortiguadora de corrida (Tris 25 mM, glicina 190 mM 

y SDS 3.47 mM), por 2.5 h a 115 V constantes. Para teñir los geles, se incubaron con 

solución de azul de Coomassie CBB (200 mL·L-1 de etanol al 96%, 0.8 g·L-1 azul brillante 
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G-250, 16 mL·L-1 de ácido fosfórico, 80 g·L-1 de sulfato de amonio) por 14 h. Para 

desteñirlos, se pusieron 1 h en etanol al 40 %.  

5.3.9. PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE GST-LEA 4 

Se inocularon 150 mL de medio TB+Amp con 3 mL de cultivo de células E. coli BL21 codón 

plus transformadas con pGEX 4T2-lea 4 crecidas en condiciones estándar por 13-17 h, 

hasta una OD600nm de 0.5. Se agregó 150 µL de ampicilina (1 µg·mL-1) e IPTG hasta un 1 

mM. Se  crecieron por 3 h más en condiciones estándar. Luego, el cultivo se centrifugó por 

15 min a 5 000 g y 4°C. La pastilla se resuspendió en 15 mL de solución amortiguadora de 

extracción (120 mM Tris-HCl pH 8.1, 400 mM de NaCl, 5 mM de EDTA y 1 mM de DTT). Se 

agregó 1 mg de lisozima, 2 µL de PMSF 100 mM y Cocktail complete 20 de Roche®. Se 

incubó 1 h a 4°C con rotación ligera y, tras la adición de 0.3% de sarcosina, se mezcló por 

inversión. Luego, se agregó 1% de Tritón X-100 y 10 mM de CHAPS, se incubó 15 min a 

4°C con rotación ligera. Se centrifugó 10 min a 15 000 g y 4°C. El sobrenadante se filtró al 

vacío con papel Whatman® # 12. La proteína de fusión se purificó mediante el paquete de 

Pierce GST Spin Purification de ThermoScientific®, siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. El eluato se liofilizó hasta ≈400 µL. La concentración total de proteína contenida 

en esta fracción se cuantificó por Bradford y se analizó en geles de SDS-PAGE al 16%. 

Luego se tiñeron con solución Coomassie CBB, se cortaron las bandas de interés, se 

extruyeron haciendo pasar las bandas de poliacrilamida por un tubo de 0.6 mL con una 

perforación muy fina en el fondo, dispuesto en un tubo de 2 mL a 16 000 g por 15 min. La 

proteína se liberó de la matriz, por difusión pasiva en solución amortiguadora de Tris 100 

mM, SDS 0.4%, DTT 50 mM y cocktail complete® 1X por 12 h. La proteína se precipitó con 

acetona al 80% y se resuspendió en 100 µL de solución amortiguadora E (tricina 100 mM, 

MgCl2 5 mM, NaHCO3 10 mM, EDTA 5 mM, DTT 10 mM, PMSF 1 mM, benzamidina 1 mM, 

cocktail complete de Roche® 1X), se cuantificó por Bradford y la pureza se evaluó en geles 

SDS-PAGE al 16% teñidos con Coomassie CBB. 

5.3.10. PROTOCOLO DE INMUNIZACIÓN DE LOS CONEJOS CON LA LEA 4                    
Las manipulaciones de los conejos usados para producir los anticuerpos se hicieron según 

las recomendaciones del  Consejo Interno para el Cuidado de Animales de Laboratorio 

(CICUAL) de la Facultad de Química de la UNAM. Para la inmunización se usaron 2 conejas 

neozelandesas paridas de 8 meses de edad.  Al día 0 se realizó una sangría de prueba en 

la arteria central del pabellón auricular. Para obtener el suero, la sangre se dejó coagular a 

4°C por 5 h, se centrifugó a 5 000 g, por 10 min a 4°C. La reactividad del suero pre-inmune, 
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se analizó por WB frente un gradiente de proteína total de ejes embrionarios quiescente de 

maíz. Para obtener esta proteína, se extrajeron manualmente 100 mg de ejes quiescentes 

de maíz var. Tuxpeño. Este material se pulverizó con mortero y N2 líquido. El polvo se 

transfirió a un vial de 2 mL y se agregó 700 µL de solución amortiguadora E (tricina 100 

mM, MgCl2 5 mM, NaHCO3 10 mM, EDTA 5 mM, DTT 10 mM, PMSF 1 mM, benzamidina 1 

mM, cocktail complete de Roche® 1X). La mezcla se agitó vigorosamente por 30 s, se 

centrifugó 10 min a 21,000 g y se recuperó el sobrenadante, al cual se le determinó la 

concentración de proteínas  por el método de Bradford y se corrieron 3 geles de SDS-PAGE 

con un gradiente de proteínas totales de 5, 10, 20, 30, 40 y 50 µg. Uno de estos geles fue 

usado para corroborar el patrón de integridad de las proteínas, mientras que los otros se 

transfirieron a membranas de PVDF para hacer el WB (de acuerdo a la sección 3.3.11), con 

una dilución de suero pre-inmune de 1: 500. Luego de constatar que no existiese 

inmunoreactividad entre las proteínas de eje quiescente de maíz con los anticuerpos 

basales de conejo, se prosiguió con el protocolo de inmunización. Primero, los conejos se 

inmunizaron con 0.5 mg de proteína recombinante en 1.4 mL de solución inyectable de 

PISA® más 1.4 mL de adyuvante completo de Freud vía subcutánea, colocados en un sitio 

único en el lomo. Después de 7 d se les aplicó 0.5 mg de proteína recombinante en 0.4 ml 

de suero PISA® en la glándula poplítea. A los 21 d se inmunizaron con 0.5 mg de proteína 

recombinante en 0.5 mL de solución inyectable de PISA® vía intramuscular y a los 27 d se 

hizo una sangría de prueba de 5 mL a cada conejo para obtener el suero. Al día 34, se 

inyectó  intraperitonealmente 1 mg de proteína recombinante a cada conejo y a los 7 d, los 

animales se anestesiaron  con ketamina vía intramuscular (35 mg·Kg-1), para luego realizar 

la punción cardiaca de sacrificio y extraer la sangre total. El suero obtenido de los dos 

animales se mezcló y se empleó para hacer un dot-blot contra 200, 100, 50, 20 y 5 ng de 

proteína recombinante, con diluciones de 1: 2000, 1: 4000 y 1: 6000 (ver sección 5.3.13). 

Este suero se separó en alícuotas de 50 uL, se ultracongeló en N2 líquido y se guardó a        

-70°C.        

 

5.3.11. INMUNODETECCIÓN DE LA PROTEÍNA LEA   
Los análisis de inmuno-detección tipo Western-blot llevados a cabo con el anticuerpo anti-

LEA4, en este estudio, se realizaron como se describen a continuación. Las proteínas 

resueltas en geles SDS-PAGE se transfirieron a membranas de PVDF. Para ello, las 

membranas se reactivaron con metanol por 30 s y se equilibraron con solución 

amortiguadora de transferencia (Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 3.47 mM, metanol al 
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20%)  por 5 min. Las proteínas se transfirieron por transferencia húmeda por 1 h a 100 V. 

Las membranas de PVDF con las proteínas transferidas, se reactivaron 30 s con metanol y 

se rehidrataron en H2O por 1-2 min. Los sitios libres de esta superficie se bloquearon 1 h 

con 40 mL de solución de bloqueo (TBS-T 0.15 M: 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM, NaCl 

y 0.1% Tween 20) y 5% de leche semidescremada Svelty® en agitación constante a 

temperatura ambiente. Después, el primer anticuerpo se incubó con 5 mL de solución de 

bloqueo a una dilución de 1: 6 000 por 2 h. Luego se realizaron 3 lavados de 5 min con 

TBS-T 0.15 M. Se incubó 1 h  con el segundo anticuerpo (de cabra anti-conejo acoplado a 

peroxidasa, Santa Cruz®) a una dilución de  1: 10 000. La membrana se lavó 3 veces más 

y se reveló con el sustrato de Inmobilon Western de Millipore®. La reacción se 

fotodocumentó con el equipo ChemiDoc® de Biorad™. 

5.3.12. ELIMINACIÓN DE GST DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE 
Para analizar las características fisicoquímicas de la proteína recombinante, se hizo una 

escisión proteolítica de la GST::LEA 4 con trombina. Primero con Peptide Cutter 

(http://web.expasy.org/peptide_cutter/) se corroboró la ausencia de sitios de corte para 

trombina en la LEA 4, para luego iniciar la purificación y remoción de la etiqueta de glutatión 

S-transferasa (GST) de LEA 4. La inducción y purificación de la proteína de fusión se hizo 

con la estrategia mencionada en la sección 5.3.9., pero en vez de eluirla de la matriz de 

glutatión-sefarosa, ésta se lavó exhaustivamente con la solución amortiguadora del 

fabricante, se depositó en un vial de 2 mL y se agregaron 4 volúmenes de solución 

amortiguadora PBS (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, NaHPO4 10 mM, KH2PO4 2mM, pH a 7.4) 

por volumen de glutatión sefarosa, se adicionaron 8 U de trombina (Sigma®) por cada 2 mL 

de la mezcla y se incubó en agitación a 25ºC por 16 h. La fase móvil se separó de la sefarosa 

por centrifugación a 1 500 g, se recuperó y se consideró como proteína LEA 4 digerida 

(tratamiento 1). Adicionalmente, la LEA 4 digerida, se  calentó 10 min a  96°C y se centrifugó 

15 min a 21 000 g. El sobrenadante se denominó proteína LEA 4 digerida y tratada 

térmicamente (tratamiento 2). La proteína total resultante de los tratamientos os 

tratamientos 1 y 2, debido a su composición, no se pudieron cuantificar por Bradford o por 

A280nm, por lo que se cuantificó con la ecuación: µg·mL-1 = 144 (A215-A225).  Como control de 

la digestión, se analizaron los patrones electroforéticos en geles de acrilamida al 16% de la 

GST digerida y de GST inducida a partir del vector pGEX 4T2 y purificada por cromatografía 

de afinidad. Para confirmar la naturaleza de las bandas observadas, se hizo un WB contra 

la LEA 4. Como control positivo, se usó proteína total de ejes quiescentes de maíz 
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cuantificada por Bradford. Tanto para los geles de SDS-PAGE como para el WB se corrieron 

350 ng de proteína de los tratamientos 1 y 2, 200 ng de la GST y 1 µg de eje quiescente de 

maíz.  

5.3.13. EVALUACIÓN DEL TÍTULO, INMUNOSELECTIVIDAD E 
INMUNOESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS  

Para analizar el título de los anticuerpos, se hizo un dot blot con la proteína recombinante. 

Las cantidades de proteína del ensayo fueron 200, 100, 50, 20 y 5 ng de proteína pura, 

contra 3 diluciones de suero de conejo (1: 2 000, 1: 4 000 y 1: 6 000), mientras que la 

selectividad de la interacción de los anticuerpos anti-LEA 4 se evaluó empleando estos 

anticuerpos en un WB contra un gradiente de proteína total de ejes quiescentes de maíz (1, 

10, 15, 20, 25, 30 y 35 µg). Por otra parte, la inmunoespecificidad del anticuerpo, se 

estableció mediante un ensayo de competencia de péptido. Primero, se corrieron y 

transfirieron en paralelo 2 gradientes de proteína total de ejes quiescentes de maíz de 5, 10 

y 20 µg. Con esta membrana se realizaron sendos WB. Sin embargo, en una de ellas se 

titularon los anticuerpos anti-LEA 4 con la LEA 4 recombinante generada en el tratamiento 

2  de la sección 3.3.12 (competidor). La competencia se hizo poniendo a competir 5 partes 

de la LEA 4 pura por  cada parte de proteína total de suero. La cantidad de la recombinante 

se calculó con la ecuación  µg·mL-1 = 144 (A215-A225), en tanto, la proteína total del suero se 

cuantificó por Bradford. La otra membrana se usó como control positivo. En todos los casos, 

la inmunodetección de la LEA 4 se hizo de acuerdo a la sección 5.3.11. 

5.3.14. CLONACIÓN DEL GEN lea 4 EN pTrc99a 
Para obtener la proteína recombinante sin etiqueta, se clonó el ORF del gen lea 4 en el 

vector pTrc99a. Para esta clonación, se aislaron los plásmidos pTrc99a y pUC57-lea 4 y se 

digirió con las enzimas BamHI y EcoRI, con las siguientes condiciones: 

 

 
 

 

 

 
                   * de Thermo Scientific® 
 

Las reacciones se incubaron 1 h a 37°C y se corrieron en un gel de agarosa 1%. Los 

amplicones de ambas reacciones se cortaron y mezclaron y su purificación se hizo con el 

COMPONENTE µL 
BamHI (10 u/µL)* 2 
EcoRI (10 u/µL)* 1 
Solución amortiguadora Tango  10x* 2.0 
Plásmido  (pTrc99a y/o pUC57-lea 4  (50 ng/µL) 9.0 
H2O estéril 9.5 
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paquete GFX™PCR DNA and Gel Band Purification de GE Healthcare™. El DNA se eluyó 

con 17 µL dH20 estéril y se ligaron como se ligó el inserto con el pGEX 4T2 (sección 5.3.6.). 

Con esta  ligación se transformaron por choque térmico células DH5α Ca++ competentes. 

El escrutinio de transformantes se hizo igual que para el pGEX 4T2-lea 4.  

5.3.15. TRANSFORMACIÓN Y ESCRUTINIO DE E. coli BL21 CODÓN PLUS CON 
pTrc99a-lea 4 E INDUCCIÓN DE LEA 4 RECOMBINANTE                                                                                     

La transformación y escrutinio por PCR de cepas de E. coli BL21 codón plus se realizó de 

la misma forma que para el plásmido pGEX 4T2. De la misma manera se procedió para la 

inducción de la recombinante LEA 4, para la cual se puso un pre-cultivo de 5 mL de E. coli 

BL21 transformadas con pTrc99a-lea 4 en medio Terrific-Broth+amp crecidas por 12-16h 

en condiciones estándar. Con este  pre-cultivo se inocularon 3 tubos con 5 mL de medio 

Terrific-Broth+amp hasta una OD600 nm de 0.1. Se dejaron crecer hasta una OD600 nm de 0.6 

y en este punto, dos de los cultivos se indujeron por 3 h con IPTG hasta una concentración 

1 mM, mientras que el otro sirvió como control negativo. 

 

5.3.16. PURIFICACIÓN DE LA LEA 4 RECOMBINANTE CON CALOR Y TCA                                                
La proteína LEA 4 recombinante se purificó por el método de Campos et al., 2011. 

Brevemente, las células de uno de los cultivos de 5 mL (sección 5.3.15.) se centrifugaron 1 

min a 10 000 g, se resuspendieron en 1 mL de solución amortiguadora A (Tris 20 mM y 

NaCl 10 mM), se hirvieron 10 min y se pasaron a hielo por 25 min. Los restos celulares se 

separaron de la fase acuosa por centrifugación a 12 000 g por 15 min. Se separó el 

sobrenadante al que se le agregó TCA lentamente hasta una concentración de 3% en 

agitación constante, se dejó 10 min en hielo, se centrifugó 15 min a 10 000 g. La pastilla se 

lavó con acetona fría al 100%, se centrifugó 15 min a 10 000 g. Lo anterior se repitió 3 veces 

más. Finalmente, la acetona se dejó evaporar, la pastilla se resuspendió en SDS al 2% y 

se consideró como proteína insoluble en TCA al 3% (I3%). Por su parte, el sobrenadante 

se trasvasó, se agregó TCA hasta 25%, se centrifugó 15 min a 15 000 g y 4°C. La pastilla 

se lavó con acetona al 100% y se repitió la centrifugación. Lo anterior se repitió 3 veces. 

Finalmente, la acetona se dejó evaporar y la pastilla se resuspendió en PBS 1x + cocktail 

complete 20 (Roche®), lo cual se consideró como proteína soluble al 3% de TCA (S3%). 

Esta última, se cuantificó mediante la ecuación  µg·mL-1 =144(A215-A225). Para obtener las 

proteínas totales de los controles (+ y -), se tomó 1.5 mL del cultivo inducido y no inducido, 

respectivamente y se centrifugaron 1 min a 10 000 g. El sobrenadante de cada muestra se 
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desechó y las bacterias empastilladas se lisaron con 200 µL de SDS al 2%. Para resolver 

las proteínas por SDS-PAGE, se cargaron 15 µL cada lisado bacteriano, 20µL de I3% y 80 

ng de la S3%. De ésta última, se tomó una cantidad equivalente, con la que se realizó un 

WB contra la LEA 4. 

 

5.4. CARACTERIZACIÓN DE LA PROTEÍNA LEA 4 EN DIFERENTES ETAPAS DE 
DESARROLLO Y EN RESPUESTA A ESTÍMULOS AMBIENTALES 

 

5.4.1. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES DE EJES DE MAÍZ 

Para extraer la proteína de cada muestra, primero se maceraron 100 mg de ejes de maíz 

disectados manualmente con N2 líquido. El macerado se mezcló vigorosamente por 30 s 

con 700 µL de solución amortiguadora E (tricinia 100 mM, MgCl2 5 mM, NaHCO3 10 mM, 

EDTA 5 mM, DTT 10 mM, PMSF 1 mM, benzamidina 1 mM, cocktail complete de Roche® 

1X). Se centrifugó 5 min a 10 000 g y se obtuvo el sobrenadante (proteínas solubles totales). 

Este sobrenadante se calentó 15 min a 95ºC, se puso 30 min en hielo y se centrifugó en las 

mismas condiciones. La pastilla se desechó (proteínas totales termoinsolubles, PTI) y el 

sobrenadante se conservó (proteínas totales termosolubles, PTS) y se cuantificaron por el 

método de Bradford. 

 

5.4.2. SOLUBILIDAD DE LA PROTEÍNA LEA 4 DE MAÍZ CON CALOR Y TCA                                                                                                                                       
Se extrajeron proteínas solubles totales de ejes quiescentes de maíz (sección 5.4.1). Las 

PTI se solubilizaron con solución de solubilización (Tris 0.1 M, urea 8 M,  SDS 0.1 % y β-

mercaptoetanol 2%), se centrifugaron 5 min a 16 000 g y se conservó el sobrenadante. Las 

PTS se fraccionaron con TCA hasta una concentración de 3% de acuerdo con Campos et 

al., 2011. La mezcla se incubó 15 min en hielo y se centrifugó 10 min a 16 000 g. Se separó 

el sobrenadante (proteínas solubles con TCA al 3%, S3%) de la pastilla proteica (proteínas 

insolubles con TCA al 3%, I3%). Para retirar el TCA, las fracciones se lavaron 3 veces con 

acetona al 100 % fría, se resuspendieron con solución de solubilización. Todas las 

fracciones (PT, PTI, PTS, I3% y S3%) se cuantificaron por Bradford. De cada fracción, se 

tomaron 3 µg de proteínas y se resolvieron en geles de Tris-tricina al 15%. Para preparar 

el gel separador, se mezcló 36.2% de solución acrilamida/bisacrilamida 29:1, 33.3% de Tris-

Cl/SDS (3M Tris-Cl, 0.3% SDS, pH 8.5), 19.9% de H2O y 13.3% p/v de glicerol; para el gel 

apilador, se mezcló 9.68% de solución de acrilamida/bisacrilamida 29:1, 24.8% de Tris-

Cl/SDS (3M Tris-Cl, 0.3% SDS, pH 8.5), 65.5% de H2O. Ambas mezclas se degasificaron 
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15 min al vacío y para gelificarlas se usó 100 µL de persulfato de amonio al 10% y 30 µL 

de TEMED por cada 30 mL de solución, respectivamente. Para correr las proteínas, se 

empleó una solución amortiguadora anódica (0.2M Tris-Cl pH 8.9) y una catódica (0.1M 

Tris, 0.1M Tricina y 0.1% SDS, sin ajustar pH). A las muestras de se les agregó solución 

amortiguadora de carga y se resolvieron a 100 V hasta que el frente alcanzó el borde del 

gel. Se corrieron dos geles en paralelo, uno se tiñó con Coomassie y con el otro se 

inmunodectó la LEA 4 (ver sección 5.3.11.). 

5.4.3. EVALUACIÓN DE LA PROTEÍNA LEA 4 EN LA EMBRIOGÉNESIS ZIGÓTICA 
Para probar que esta proteína se acumula en la embriogénesis zigótica como una LEA 

canónica, se obtuvieron embriones de maíz de mazorcas de 21, 28, 37, 47, 57 y 65 días 

post-polinización (dpp) de plantas del campo experimental del INIFAP de Zacatepec, 

Morelos. Estos embriones se disectaron, ultracongelaron con N2 líquido y almacenaron a     

-72°C. De ellos se extrajo proteína total  (sección 3.4.1.), se cuantificaron por Bradford y de 

estas muestras, se resolvieron 20 µg de  proteína en geles de SDS-PAGE al 16%, se 

transfirieron a membranas de PVDF y  se inmunodetectó la LEA 4. Para comparar el perfil 

de acumulación de la LEA 4 con una LEA de referencia, a esta membrana se le retiraron 

los anticuerpos, para lo cual primero se reactivó en metanol por 30 s y luego se lavó por 15 

min con solución desnudadora (glicina 100 mM y SDS 2%). Después, se inmunodetectaron 

las LEAs 2 con anticuerpos anti-segmento k (Agrisera®), con una dilución de 1:3 000. Para 

visualizar las proteínas en la membrana, ésta se tiñó con rojo de Ponceau. Para estimar el 

contenido porcentual de agua, se midió el peso fresco de 25 endospermos y su peso seco 

(obtenido al desecarlos a 60°C por 7 d) y se calculó como: 

𝐶𝑜𝑛𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜 𝑝𝑜𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑢𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑎𝑔𝑢𝑎 =
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑟𝑒𝑠𝑐𝑜 − 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑟𝑒𝑠𝑐𝑜
× 100 

 
5.4.4. EXPRESIÓN E INDUCCIÓN DE LA LEA 4 EN LA  POST-IMBIBICIÓN 

Se determinó la cinética de acumulación de la proteína LEA 4 en la semilla al salir de la 

quiescencia. Se germinaron semillas en tapetes de algodón humedecidos a capacidad de 

campo con H2O y se incubaron en oscuridad a 28 ± 2°C. De estas semillas se extrajeron 

los ejes embrionarios a las 0, 12, 24, 36 y 48 h post-imbibición. Para extraer RNA total, se 

partió de 100 mg de ejes embrionarios, disectados manualmente y pulverizados con N2 

líquido. Se adicionó 200 µL de solución amortiguadora de extracción (50 mM de Tris -pH 

8.0-, 150 mM de LiCl, 5 mM de EDTA pH 8.0 y 1% de SDS –filtrado con filtros de 0.22 µm-
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). Se agitó 30 s y se agregó 200 µL de fenol:cloroformo 1:1, se agitó y se puso 5 min en 

hielo. Se centrifugó 10 min a 10 000 g y 4°C. La fase acusa se trasvasó, se adicionó 200 

µL de fenol:cloroformo 1:1, se mezcló y se centrifugó de igual forma. La fase acuosa se 

trasvasó y se agregó 200 µL de cloroformo, se puso 5 min en hielo y se centrifugó de igual 

forma. La fase acuosa se trasvasó, se agregó 1 mL de reactivo de Trizol® (Invitrogen™), 

se mezcló 15 s y se agregó  200 µL de cloroformo. La mezcla se agitó e incubó 3 min a 

25ºC. Se centrifugó 10 min a 10 000 g y 4°C. La fase acuosa se trasvasó y se le adicionó 

0.5 mL de isopropanol frío, se incubó 10 min en hielo y se centrifugó de igual forma. La 

pastilla, se lavó con 1 mL de etanol al 70 % ultrafiltrado y se centrifugó en iguales 

condiciones. La pastilla se desecó y se resuspendió en 50 µL de agua inyectable estéril. La 

concentración de RNA se calculó con la ecuación: µg·mL-1 de RNA = 40 x Abs260 x factor 

de dilución. La integridad se analizó en un gel de agarosa al 1%. Para retrotranscribirlo, se 

usó el paquete High Capacity cDNA Reverse Transcription® (Applied Biosystem™) según 

las instrucciones del fabricante: 

 

 

 

 

 

El programa de reacción fue: 10 min a 25°C,  120 min a 37°C y 5 min  a 85°C. El cDNA se 

almacenó a -20°C. Para la PCR se emplearon los oligonucleótidos RTL4F 5´-

ATGCAGAAGACCCGTGCCGC-3´ y RTL4R 5´-CTGGTACTGTCCGCCGGTGC-3’, que 

amplifican el marco abierto de lectura del gen (480 pb). 

 
 

 
 

 

 

 

*de Fermentas® 

COMPONENTE µL 
Solución amortiguadora RT 2.0 10x 2.0 
Mezcla de dNTP (100 mM) 25x 0.8 
RT Random Primers10x 2.0 
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1.0 
RNA total 2 µg 
H2O libre de RNAsas Hasta 20 µL 

COMPONENTE µL 
Oligonucleótidos RTL4F y RTL4R 10 µM 1 
dNTPs 10 mM 1 
Solución amortiguadora  GC 5x* 10 
cDNA 1 
DMSO 100% 2.5 
Phusion® High Fidelity DNA polymerase* 0.4 
H2O 33.1 
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Se usó una desnaturalización inicial de 1 min a 98°C y 30 ciclos de 98°C y 10 s de 

desnaturalización y 72°C y 25 s de alineamiento-amplificación, con 10 min a 72°C de 

extensión final. Como control positivo se amplificaron 240 pb del 18 S con los 

oligonucleótidos  18 SF 5´-GGAAACTTACCAGGTCCAGACATAG-3´ y 18 SR 

GTGGCCTAAACGGCCATAGTCCCTC-3´. Los componentes  de la PCR fueron: 

 

 

 

 

 

 
                         *de Fermentas® 

Se usó una desnaturalización inicial de 1 min a 98°C y 30 ciclos de 98°C y 10s de 

desnaturalización, 60°C y 15 s de alineamiento y 72°C de amplificación y 10 min a 72°C de 

extensión final. De cada reacción se corrieron 10 µL en un gel de agarosa al 1.5 %. 

 

5.4.5. INDUCCIÓN DE LA LEA 4 EN LA POST-IMBIBICIÓN EN REPUESTA A AG3 
Y ABA 

Se evaluó el perfil de inducción de la proteína LEA 4 en respuesta a AG3 y ABA en las 

primeras horas post-imbibición. Las semillas se establecieron sobre tapetes de algodón 

humedecidos a capacidad de campo con AG3 a 577.4 µM o ABA 100 µM (según el 

tratamiento), se incubaron a 28 ± 2°C en oscuridad y se tomaron muestras de ejes (≈0.1 

µg) a 0, 12, 24, 36 y 48 h post-imbibición y con los endospermos (3 grupos de 25 

endospermos por punto de muestreo), se estimó el contenido porcentual de agua: 

 

       𝐶𝑜𝑛𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜 𝑝𝑜𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑢𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑎𝑔𝑢𝑎 =
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑟𝑒𝑠𝑐𝑜 − 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑟𝑒𝑠𝑐𝑜
𝑥 100% 

 

5.4.6. INDUCCIÓN DE LA LEA 4 EN LA EMBRIOGÉNESIS EN RESPUESTA A 
ÁCIDO ABSÍSICO (ABA)  

Dado que muchos de los genes que participan en la respuesta a la falta de agua son 

regulados por ABA, es posible que la expresión del gen de la LEA 4 también lo esté. Para 

probarlo, se obtuvieron mazorcas de 21 dpp de las que se disectó la porción anatómica de 

la semilla que involucra al embrión, escutelo y cotiledón (lo que comúnmente se denomina 

COMPONENTE µL 
Oligonucleótidos 18 S F y 18 S R 10 µM 1 
dNTPs 10 mM 1 
Solución amortiguadora GC 5X 10 
cDNA 1 
Phusion® High Fidelity DNA polymerase* 0.4 
H2O 35.6 
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gérmen). Como control, se pusieron ≈45 gérmenes en placas Petri con H2O a 28ºC por 6 h, 

sin sumergirlos completamente. Como tratamiento, se sumergieron en una solución de ABA 

0.25 µM. De ambos grupos se extrajo proteína total (sección 5.4.1.) y se cuantificó por 

Bradford. Para inmunodetectar la LEA 4 (sección 5.3.11.), se empleó 35 µg de proteína total 

de cada grupo y 2 µg de proteína total de ejes secos de maíz (control positivo). Se tiñeron 

las proteínas en la membrana mediante la tinción de rojo de Ponceau. 

 

5.4.7. LOCALIZACIÓN DE LA PROTEÍNA LEA 4 EN LOS DIFERENTES TEJIDOS 
DE LA CARIÓPSIDE 

La localización de la proteína LEA 4 en las diferentes partes de la cariópside es relevante 

para conocer el lugar específico de la semilla donde desempeña su función. Además, este 

dato se desconoce para la mayor parte de las LEA 4 citadas en la literatura. Por ello, se 

disectaron las diferentes partes que componen la semilla (eje embrionario, cotiledón, 

endospermo y pericarpo), de cada estructura se extrajo la proteína total (sección 5.4.1.), la 

cual se cuantificó por Bradford. Para inmunodetectar la LEA 4 (sección 5.3.11.), se empleó 

15 µg de proteína de cada extracto. 

5.4.8.    ANÁLISIS DE LA PROTEÍNA LEA 4 EN TEJIDOS VEGETATIVOS 

Se sembraron 20 plantas de maíz var. Tuxpeño cultivar costeño mejorado, crecidas en 

semilleros de unicel de 4 cm de diámetro x 12 cm profundidad, con mezcla 3 Sunshine ® 

como sustrato, a temperatura de 24-28 °C, fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad y 

mantenidas a capacidad de campo con solución de sales N6 al 50% (Sigma®). La sequía 

se inició con 12 plántulas con 2 hojas desplegadas (2do. estadío) y físicamente 

homogéneas. Las plántulas se transfirieron junto con su sustrato a un recipiente de 

polietileno de 10 cm de diámetro x 15 cm de profundidad y el espacio entre las paredes del 

recipiente y el sustrato se rellenó con PEG 8 000 granular. Para evaluar la respuesta al 

estrés se usaron plantas de 48 y 72 h posteriores a la aplicación del PEG y como control 

negativo se usaron tres plantas sin este tratamiento. Por cada punto se tomaron 3 plantas, 

se dividieron en dos secciones: aérea (porción foliar y el pseudotallo hasta la corona) y 

radicular (todas las raíces a partir de la corona), se ultracongelaron con N2 líquido y se 

almacenaron a -72ºC. Se extrajo la proteína total (sección 5.4.1.), y se cuantificaron por 

Bradford. Para inmunodetectar la LEA 4 por WB (sección 5.3.11.), se usó 35 µg de proteína 

total de cada muestra y 1 µg de proteína de eje quiescente de maíz (control positivo). El 
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contenido relativo de agua (RWC) se estimó en las hojas desplegadas de cada planta 

mediante la ecuación de Schonfeld et al., 1988: 

 

𝑅𝑊𝐶 =
peso fresco − peso seco

peso turgente − peso seco
× 100 

El peso fresco se midió 15 min después de remover la hoja; el peso turgente, después de 

rehidratarlas 12 h a 25°C, poniendo el envés de cada hoja sobre H2O. El peso seco, se 

obtuvo después de haberlos llevado a peso constante (3 días a 60°C). Para el cálculo del 

RWC de cada tratamiento, se integraron los datos obtenidos para cada planta, se calcularon 

por separado y se promediaron. Los valores se graficaron con sus desviaciones estándar. 

5.4.9. EVALUACIÓN DE LA PRESENCIA DE LA LEA 4 EN LA EMBRIOGÉNESIS 
SOMÁTICA  

El callo embriogénico se obtuvo de ejes inmaduros de maíz  de mazorcas de 15 días post-

polinización. Estos embriones se desinfectaron por 30 min sumergiendo 10 elotes en 900 

mL de solución de hipoclorito de sodio marca Clorox® al 2.6%, con 2 gotas de Tritón X-100 

y 2 gotas de Tween 20.  Luego, se pasaron a etanol al 70% por 15 min y finalmente se 

hicieron 3 lavados con agua estéril desionizada. Posteriormente, los embriones se 

disectaron manualmente y se establecieron en medio de inducción, sales N6 (Chu, et al., 

1975), 2,4-D 9 µM, inositol 5.5 µM, prolina 2 µM, niacina  0.8 µM, tiamina 0.06 µM, piridoxina 

0.05 µM,  caseína hidrolizada 0.200 g·L-1, sacarosa 3%, pH 5.7 y 3.3 g·L-1 de Phytagel ®), 

poniendo el eje embrionario en contacto con la superficie del medio (con el escutelo hacia 

arriba). En este medio permanecieron en oscuridad por 21 d a 25 ±2°C. Luego, se pasaron 

a medio de proliferación (N6, 2,4-D 0.45 µM, BAP 0.45 µM, inositol 5.5 µM, prolina 2 µM, 

niacina 0.8 µM, tiamina 0.06 µM, piridoxina 0.05 µM,  caseína hidrolizada 0.200 g·L-1, 

sacarosa 3%, pH 5.7 y 3.3 g·L-1 de Phytagel®) y permaneció en las mismas condiciones 

ambientales durante 3 meses con subcultivos constantes en el mismo medio cada dos 

semanas. En este estado, se tomó una muestra de 2 g de callo. Posteriormente, los callos 

se continuaron a subcultivar en medio de diferenciación (igual que el anterior, pero con 50% 

de 2,4-D) y se pusieron en fotoperiodo de 16/8h luz/oscuridad a 25 ±2°C por 9 d y en este 

estado se tomó una muestra de 2 g de callo. Así mismo, se seleccionaron grupos de 2 g de 

callos con los que se probaron los siguientes tratamientos de 8 h cada uno: a) sequía (los 

callos se pusieron en un desecador con CaCl2),  b) ABA (5 µM),  c) NaCl (100 mM en el 

medio de cultivo,) d) frío (4°C). Las muestras se ultracongelaron en N2 líquido, se 
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homogeneizaron y de ≈ 0.2 g se extrajo la proteína total (sección 5.4.1.), se cuantificó por 

Bradford. Para inmunodetectar la LEA 4 por WB (sección 5.3.11.),  se cargaron 30 µg de 

proteína y 2 µg de proteína total de eje quiescente (control positivo).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

6. RESULTADOS 
6.1. ANÁLISIS in silico 

Para encontrar una proteína ortóloga putativa de maíz del grupo de las LEA 4, se realizó un 

análisis BLASTp contra la base de secuencias de Zea mays del NCBI empleando la LEA 4-

5 de Arabidopsis thaliana (accesión: NP_196294.1) como secuencia de entrada. Se 

encontró la siguiente secuencia:  
mqpamqagktaveatkeaaanvgasanagmqktraavqgqvekatarnasdkaaaeerqrervraa

elqkqdavranaaakeratggaatyqhqhpsqgapgigaqqhygggrvapagghveagvgetrpva

rgtgtarpsaahnplvgsdfsqargtggqyq 

 
La localización en el MGDB es 10:70645289-70646218. El valor  E arrojado por el BLAST 

respecto a la secuencia LEA 4-5 de Arabidopsis thaliana es de  6 e-18,  con una identidad 

máxima del 36% y 98% de cobertura total. A la secuencia se le determinó el perfil  de 

hidropatía para determinar zonas hidrofílicas e hidrofóbicas a lo largo de la secuencia, todo 

bajo el supuesto que las LEAs 4 son muy hidrofílicas y con PNDOR FIT (Xue et al., 2010) 

se predijo el desorden intrínseco (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 1. Perfil de hidropatía y predicción del desorden de la proteína LEA 4 de maíz. 
Prácticamente toda la proteína es hidrofílica e intrínsecamente desordenada. El desorden se 
estimó con PONDOR-FIT y el perfil de hidropatía mediante ProtScale, empleando el algoritmo 
de Kyte y Doolitle, 1982. En ambos casos se empleó  un valor de ventana de 7 aa.  
 

También se predijo que esta proteína no es globular, no  tiene puentes disulfuro y en la 

región N-terminal, posee un motivo Pfam No.: F03760 (Pfam: LEA_1), estas características 

se predijeron con GLOBE (Rost, 1998), DISULFIND (Ceroni,  et al., 2004) y HMMPFAM 

(Bateman et al., 2004), respectivamente. Por otra parte, el pI y peso molecular son de 10.38 
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y 16.55 KDa, ambos calculados con Compute pI/Mw  (Bjellqvist, et al.,  1994; Bjellqvist, et 

al., 1993; Bjellqvist, et al., 1994; Gasteiger,  et al., 2005). Con PROFphd se predijo que 

hasta el 98.11% de los residuos interactúan con el solvente (Rost, 1996). Con ProtParam 

se determinó que el gran promedio de hidrofobicidad (GRAVY) es de -0.754 (Stothard, 

2000). Por otra parte, aunque las proteínas LEA 4 son intrínsecamente desordenadas (a 

excepción de las LEA 5), en ciertas condiciones se estructuran formando α hélices 

anfipáticas. Por ello, con PELE se predijo la estructura secundaria de la proteína. Además, 

aunque se desconoce su significado, en ciertas proteínas LEA 4 la distribución de los 

residuos cargados en la secuencia no es homogénea. Por ello, con Colorseq se analizó la 

distribución de los residuos cargados (E, D, K, R y H) en la LEA 4 (Figura 2). 

Figura 2. Predicción de la estructura secundaria de la proteína LEA 4, localización del motivo 
pFam03760 y distribución de aminoácidos cargados. Los números se refieren al número de 
aminoácido.  H  (hélices alfa), E (láminas beta), C (coil). La mitad de la proteína hacia el N 
terminal forma estructura secundaria, mientras que la otra mitad no se estructura. Se enmarca 
la región en la que cae el motivo pFam03760. En color, se muestran los residuos cargados. 
En rojo los residuos cargados positivamente; en azul, los cargados negativamente. La 
mayoría de los residuos cargados se encuentran en la la región pFam con un 28% 
aminoácidos cargados. 
 
Adicionalmente, con EnsemblePlants se mapearon los genes de maíz que contienen el 

motivo Pfam No.: F03760 (Pfam: LEA_1) y determinar así su ubicación cromosómica.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Mapeo de los genes que codifican para proteínas que contienen el Pfam No.: F03760 
(Pfam: LEA_1) en el genoma del maíz B73 En rojo se marca la posición y el código del gen 
que codifica para la LEA 4 caracterizada en este trabajo; en azul, los otros dos genes que 

>GRMZM2G448627 
   Cromosoma 10: 70632831-
70633760   
>GRMZM2G473960 
   Cromosoma 10: 
135507418-135508395 
>GRMZM2G177084  
   Cromosoma 9: 45091771-
45092716 
>GRMZM6G192875 
   Scaffold:AGPv3:scaffold_49 

1        10        20        30        40        50        60        70        80          

|       |         |         |         |         |         | |         |

MQPAMQAGKTAVEATKEAAANVGASANAGMQKTRAAVQGQVEKATARNASDKAAAEERQRERVRAAELQKQDAVRANAAA

CCCHCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH                        

1 90       100       110       120       130       140       150      160                 

| |         | |         |         |         |         | |

KERATGGAATYQHQHPSQGAPGIGAQQHYGGGRVAPAGGHVEAGVGETRPVARGTGTARPSAAHNPLVGSDFSQARGTGGQYQ

HHHHHHCCCCEECCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC
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también presentan este motivo. Además, un último que está en un scaffold 
(scaffold:AGPv3:scaffold_49). 
 

Por otro lado, para averiguar la presencia de posibles elementos en cis regulatorios en el 

promotor del gen GRMZM2G448627, se  seleccionó el promotor putativo (la región 2 Kb, 

localizada río arriba del ORF de la LEA 4)  y a esta región se le predijeron elementos de 

unión a factores de transcripción, empleando para ello la base New PLACE. 

Cuadro 2. Predicción con New PLACE de los elementos de unión a factores de transcripción 
en la región promotora putativa del gen que codifica para la LEA 4 en maíz. Hay diferentes 
sitios putativos de unión a factores de transcripción de respuesta a estrés abiótico (marcados 
en rojo); en negrita se resaltan el ROOTMOTIFTAPOX1 que es específico para raíz. 

 

Para encontrar el subgrupo al que pertenece la LEA 4 (NP_001150746.1) y asignar una 

nomenclatura más específica (de acuerdo a Battaglia, et al., 2010), se construyó un árbol 

filogenético con secuencias LEA 4 de diferentes especies (Figura 4). 

 

 

 
 
 

ELEMENTO UBICACIÓN SECUENCIA 

DREHVCBF2 24 (+), 24 (-) GTCGAC 

ABREMOTIF 27 (-) ACGTGKC 

GADOWNAT 27 (-) ACGTGTC 

RHERPATEXPA7 40 (+),107 (-),1544 (-) KCACGW 

BFCORE 41(-), 52(+), 70(+), 745(-), 1005(+),1490(-) ACACNNG 

MYCCONSENSUS 
41(+,-), 106(+,-), 145(+,-), 745(+,-), 1006(+,-), 1106 (+,-), 

1447(+,-), 1490(+,-), 1549(+,-), 1685(+,-) 

CANNTG, 

CACATG 

GRAZMRAB28 76 (-) CATGCCGCC 

MYBCORE 132 (+) CNGTTR 

ROOTMOTIFTAPOX1 
157 (+), 338 (-), 389 (+), 411 (+), 436 (-),458 (+), 815 (-), 

1019 (+),1029 (-), 1203 (-),1204 (+),1464 (+), 1483 

(+),1611 (-), 1669 (-), 1770 (-), 1876 (-) ATATT 

MYB1 658 (+) WAACCA 

PROXB 667 (+) CAAACACC 
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Figura 4. Árbol filogenético de las proteínas LEA 4. Las secuencias fueron tomadas del NCBI 
y EnsemblePlants, Unipro, Pfam y otras del trabajo de Battaglia et al., 2010. Con flechas rojas 
se indican las secuencias de maíz que codifican para LEAs 4, con flechas negras, la secuencia 
de maíz caracterizada en este trabajo y en flechas blancas están indicadas las secuencias de 
A. thaliana evaluadas en el trabajo de Olvera-Carrillo et al., en 2010. Las secuencias fueron 
analizadas con MEGA 5.2 empleando la matriz de sustitución de Jones-Tylor-Thorton, con 500 
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boostrap. Las ramas con valores de boostrap <70 se colapsaron. La LEA caracterizada 
pertenece al subgrupo B. 

Por otro lado, para producir los anticuerpos anti LEA 4, se obtuvo una proteína 

recombinante de GST::LEA 4. Para ello, primero se optimizaron los codones del ORF de la 

LEA 4 (del mRNA reportado en el NCBI que codifica para la NP_001150746.1), con la 

finalidad de reducir el contenido de GC de 77.56% a 66.57, eliminar codones raros y  

modificar el índice de adaptación de codones (CAI) de 0.73 a 0.89 para E. coli y facilitar de 

esta forma, la  manipulación de la secuencia y mejorar la traducción de la recombinante en 

este modelo. Tratada así la secuencia, se envió a sintetizar y clonar en el pUC 57 a la 

compañía Genescript®. 

6.2. PRODUCCIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE GST-LEA 4 Y 
OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES ANTI-LEA 4 

El ORF de la LEA 4 se amplificó a partir del vector pUC 57-lea 4 con los oligonucleótidos 

PGL4F BamHI F 5´-ATAATTGGATCCATGCAGGCGGGCAAGACAGC-3´ y PGL4R EcoRI 

R 5´-GAATGTGAATTCTTACTGATACTGGCCGCCCGT-3´ y se subclonó en el vector 

pGEX 4T2 entre los sitios BamHI-EcoRI, para producir la fusión GST::LEA 4 (Figura 5).  

 

  

 

 

 

 

 

Figura 5. Construcción del vector pGEX 4T2-lea 4. A la izquierda, escrutinio de 
transformantes. CP: Control positivo pUC57-lea 4. +: clona con el inserto. A la derecha, 
representación del CDS de la construcción. 

Con este, se transformaron células E. coli  BL21 codón plus y las clonas transformantes  se 

identificaron por PCR con los oligonucleótidos PGL4F BamHI F y PGL4R EcoRI R (Figura 

6). 
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Figura 6. Escrutinio de transformantes de E. coli cepa BL21 codón plus con el pGEX 4T2-lea 
4. Cp: Control positivo pUC 57-lea 4. Clona+: Clona transformada con pGEX 4T2-lea 4. 

Por otro lado, para estimar el tiempo de óptimo de inducción de la proteína recombinante 

se realizó una cinética de crecimiento celular de células E. coli cepa BL21 transformadas 

con el pGEX 4T2 y se monitoreó la producción de la proteína recombinante a la  0, 1 y 3 h, 

post-inducción con IPTG 1 mM. Las células del cultivo se empastillaron, lisaron y el extracto 

total se analizó en geles de SDS-PAGE al 16%. A 1 h hay inducción, pero a las 3 h es más 

abundante, por lo que para los ensayos siguientes se usó éste último tiempo (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Lisados de E. coli BL21 transformadas con pGEX 4T2, inducidas con IPTG 1 mM y 
resueltas en SDS-PAGE al 16%. SI: sin inductor. I: con inductor. La flecha indica la GST al 
peso molecular esperado. 
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Estas condiciones de inducción se emplearon con la E. coli BL21 codón plus transformadas 

con  pGEX 4T2-LEA 4. El tamaño del producto es ≈ 43 KDa (Figura 8). 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 8. Evaluación de las condiciones de inducción de la proteína de fusión. Vv: vector vacío 
pGEX 4T2. Vi: vector inserto (pGEX 4T2-lea 4). En estas condiciones, se observa una 
acumulación importante de la proteína de fusión. 

Posteriormente, se procedió a la purificación de la GST-LEA 4 por cromatografía de afinidad 

a glutatión sefarosa. 
 

 

 

 

 

 

Figura 9. Purificación de la proteína de fusión GST-LEA 4 resuelta por SDS-PAGE al 16 %. A) 
purificación por glutatión sefarosa. B) purificación a partir del corte y elución de la banda 
correspondiente de SDS-PAGE en geles. En cada caso se cargó 0.3 µg de proteína.  

Con la proteína GST::LEA 4 pura se inmunizaron conejos. Primero se obtuvieron muestras 

de suero pre-inmune de los conejos para cerciorarse que los anticuerpos basales no 

reaccionaran frente a las proteínas totales de eje de maíz quiescente. Esto se evaluó por 

WB. No se observó ninguna interacción (Figura 10). 

PM  Vv Vi 

       25 KDa  

       37 KDa  

       50 KDa  

GST,  27 kDa 

LEA 4::GST, 43 kDa 

Vv Vi 

3 h 

IPTG: - - + + 

PR PM  PM  PRP 

       37KDa  
       50 KDa  

A B 



36 

 

  A B                                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Reactividad de anticuerpos endógenos de conejo frente a proteína total de ejes 
secos de maíz. Se probaron cantidades de 5 a 50 µg de proteína total. a) Tinción con 
Coomassie de las proteínas en los geles de poliacrilamida-SDS al 16%. b) Ensayo WB con 
suero pre-inmune de los conejos (dilución 1: 500). No hay interacción de los anticuerpos del 
suero y las proteínas de maíz.   

 

Se intentó cortar la etiqueta de GST para obtener la LEA 4 pura y usarla para realizar 

ensayos de competencia de péptidos. Para esto, la GST::LEA 4 se purificó y digirió con 

trombina. Luego al eluato se le aplicó un choque térmico. Sin embargo, la trombina realizó 

cortes inespecíficos a lo largo de la LEA 4. Por otro lado, para analizar si sucedió lo mismo 

con el tag de GST, se eluyó la GST unida a la resina y mediante un SDS PAGE se comparó 

con GST recombinante producida por la cepa de E. coli BL21 transformada con el pGEX 

4T2 y aislada con el mismo paquete. Además, para corroborar que las bandas adicionales 

observadas, son fragmentos de la LEA 4 digerida y no proteínas contaminantes, se realizó 

un WB con los anticuerpos anti-LEA 4 y se comprobó que las bandas adicionales 

fragmentos de la LEA 4. Como control positivo se empleó 1 µg de proteínas totales de ejes 

de maíz quiescentes. En la comparación se observa que la banda del control positivo de 

maíz corresponde a la banda más grande identificada en el eluato (Figura 11).  
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Figura 11. Eliminación del tag de GST con trombina. A) CP: control positivo (proteína total de 
ejes quiescentes de maíz). E: proteína LEA recombinante purificada, cortada con trombina y 
eluida de la glutatión sefarosa. E+C: lo mismo que en E, pero tratada con calor como paso 
adicional. Las bandas contaminantes señaladas con flechas desaparecen. B) CP: control 
positivo (GST inducida y purificada). E+Tro: GST eluida después de digerir la recombinante 
GST-LEA 4. C) WB de extracto de maíz y las bandas obtenidas en A (E+C). En el CP se observa 
una banda a la misma altura que la banda más alta de E+C.  

Realizado esto, se evaluó el título de anticuerpos mediante dot blot, usando a la proteína 

recombinante obtenida con trombina y tratada con choque térmico -E+C-, (Figura 12). 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Reactividad del anticuerpo frente a proteína recombinante purificada. Se probó la 
reactividad de un gradiente de proteína de 200 a 5 ng contra tres diluciones de anti-LEA 4     
(1:2 000, 1:4 000 y 1: 6 000). Dilución anticuerpo secundario, 1:10 000.  
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La inmunoespecificidad de los anticuerpos anti-LEA 4, se evaluó por WB, con un gradiente  

(de 5-35 µg) de proteínas totales de ejes quiescentes de maíz (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Ensayo de inmunodetección de LEA 4 en un gradiente de proteínas de eje 
quiescente de maíz resueltas en SDS-PAGE al 16%. Se distingue una banda única a una altura 
semejante a la que se espera a la LEA 4. La dilución del anticuerpo empleada fue de 1: 5 000. 

Además, para evaluar la inmunoselectividad, se realizó un  ensayo de competencia de 

péptido empleando los péptidos producidos por la acción de la trombina sobre la LEA 4 y 

tratados con choque térmico (E+C, Figura 11), usando un gradiente de proteína total de 

ejes secos de maíz y como competidor, la proteína recombinante liberada de la GST, 

empleando una relación de 5:1 competidor: proteína total de suero inmuno-reactivo (Figura 

14). 

 

 

 

 

 

Figura 14. Ensayo de competencia con un gradiente de 5 a 20 µg de proteína total de eje 
quiescente de maíz. El competidor titula al anticuerpo y abate la señal.  
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6.3. DETERMINACIÓN DE LA TERMOACIDOSOLUBILIDAD DE LA LEA 4 
EN EJES DE MAÍZ QUIESCENTES 

Una vez comprobada la fiabilidad de los anticuerpos, se evaluó indirectamente la 

inestructura de la LEA 4. Para ello, se probó la solubilidad de la LEA en condiciones 

agregantes, esto es, tratando extractos crudos de proteína total de ejes secos de maíz con 

choque térmico (96°C, 15 min y hielo, 30 min), seguido de la adición del TCA al 3%. Las 

proteínas solubles e insolubles de cada etapa se resolvieron SDS-PAGE y la proteína LEA 

4 se inmunodetectó por WB. Bajo las condiciones probadas, la LEA 4 permanece soluble y 

además se enriquece (Figura 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Termoacidosolubilidad de la LEA. A) Perfil de proteínas totales (PT) y de la proteína 
soluble (PS) e insoluble (PI) tras el choque térmico; de la proteína insoluble y soluble (S 3%) 
tras agregar TCA al 3%. B) WB del gel corrido en paralelo. La proteína LEA 4 se enriquece en 
cada fraccionamiento.  

6.4. OBTENCIÓN DE LA LEA 4 RECOMBINANTE 
 

Debido a que no fue posible liberar a LEA 4 de la etiqueta de GST sin proteolizarse, se 

clonó el marco abierto de lectura de LEA sin etiquetas en el vector pTrc99a (Figura 16), 

para así poder caracterizar las propiedades de solubilidad de la recombinante.  
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Figura 16. Esquema general de la construcción pTrc99a-lea 4. El marco abierto de lectura que 
codifica para LEA 4 se clonó entre los sitios EcoRI en el flanco 5´ y BamHI en el 3´ y bajo el 
promotor trc, el cual es inducible por IPTG. 

Los escrutinios de células de E. coli cepas DH5α y BL21 transformadas con el vector 

pTrc99a-lea 4, se hicieron por PCR con los oligonucleótidos PGL4F BamHI F 5´-

ATAATTGGATCCATGCAGGCGGGCAAGACAGC-3´ y PGL4R EcoRI 5´-

GAATGTGAATTCTTACTGATACTGGCCGCCCGT-3´ (Figura 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Escrutinio de transformantes por PCR. EcoRI R de clonas recombinantes de la 
clonación pTrc99a-lea 4. A) clonas recombinantes de la cepa DH5α. B) clonas recombinantes 
BL21. CP: control positivo (pUC 57-lea 4). 

Se indujo la proteína recombinante sin etiquetas en E. coli  cepa BL21 y se purificó por 

choque térmico, seguido de la adición de TCA al 3%, corroborando que la recombinante 

posee características fisicoquímicas similares a la proteína inmunodetectada en los 

extractos de maíz (Figura 18). 
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Figura 18. Inducción de la proteína LEA 4 recombinante y purificación mediante choque 
térmico y TCA al 3%. A la derecha se muestra un gel de Coomassie de las diferentes etapas 
de purificación. PNI: proteína total de E. coli transformada con el pTrc99a-lea 4 sin IPTG. PTI: 
lo mismo que en PNI pero con IPTG. I 3%: proteína insoluble después de tratar con 3% de TCA 
la fracción termosoluble del extracto PTI. S3%: proteína soluble (LEA 4 pura) después de tratar 
con 3% de TCA la fracción termosoluble del extracto PTI. A la izquierda, inmunodetección de 
la fracción S3% con anticuerpos anti-LEA 4.  

 

6.5. PERFIL DE LA EXPRESIÓN DE LA LEA 4 DURANTE LA EMBRIOGÉNESIS 
ZIGÓTICA Y LA GERMINACIÓN 

Las LEA son proteínas que son abundantes en la embriogénesis, por lo que se analizó la 

cinética de acumulación de la LEA 4 en el embrión en la embriogénesis zigótica y durante 

la imbibición. Además, se comparó su patrón de aparición con el de una LEA 2 (empleando 

para esto anticuerpos contra el segmento K -una región conservada de estas proteínas-). 

Se encontró que ambas proteínas presentan una cinética de aparición semejante y que este 

perfil de proteínas, está relacionado con el contenido de agua del endospermo (Figura 19). 
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Figura 19. Perfil de la proteína LEA 4 en el desarrollo de la cariópside y la imbibición. A) 
Contenido de agua de los endospermos de las cariópsides empleadas para los WB, 
construida con tres grupos de aproximadamente 25 endospermos cada uno.  Las barras son 
las desviaciones estándar de las lecturas. B) Inmunodetección de la LEA 4 en extractos de 
proteína total (20 µg) de ejes de diferentes días post-polinización. B) inmunodetección del 
segmento K de las dehidrinas (LEAs 2) usado como comparativo. Abajo de las inmunoréplicas 
se muestran las proteínas teñidas en la membrana. 

Además, se encontró que el mRNA  de la LEA 4 se mantiene a niveles coordinados con la 
cantidad de proteína.  

 
 

 

Figura 20. Expresión  del mRNA de la LEA 4 a diferentes horas post-imbibición evaluada por 
RT-PCR a partir del RNA total de ejes de maíz de 0, 12, 24, 36 y 48 h post-imbibición. Como 
control de carga se usó el 18 S.  
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6.6. EFECTO DEL GA3 Y ABA SOBRE LA  EXPRESIÓN DE LA LEA 4 DURANTE 
LA GERMINACIÓN 

Los resultados anteriores respaldan la idea de que ésta proteína es una LEA 4 y dado que 

el ABA es un fitoregulador importante de la expresión de genes lea y a que el promotor 

putativo del gen lea 4 tiene sitios de unión a factores de transcripción que son coordinados 

por esta hormona y por el AG3 (Cuadro 3, sección 6.1), se decidió analizar el papel de estas 

hormonas en la acumulación de la LEA 4 en semillas durante la imbibición. Se encontró 

que la acumulación de la LEA 4 en la germinación responde negativamente a AG3 y 

positivamente a ABA y se correlaciona con el contenido de agua y el desarrollo de las 

cariópsides (Figura 21). 
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Figura 21. Acumulación de la LEA 4 a diferentes horas post-imbibición y su relación con el 
contenido de agua de cariópsides expuestas a AG3 y/o ABA. A: WB de proteína extraída de 
ejes de cariópsides expuestas a AG3 (577.4 µM). B) WB de proteína extraída de ejes de 
cariópsides expuestas a ABA (100 µM). C) contenido de agua de endospermos de los ejes 
usados para extraer proteína, expresado como contenido porcentual de agua. Las barras de 
error son las desviaciones estándar de las lecturas hechas por triplicado.  
 
 

6.7. INDUCCIÓN DE LA LEA 4 POR ABA EN EMBRIONES INMADUROS 

La acumulación paulatina durante las últimas etapas de la embriogénesis zigótica y la 

observación de que los niveles de la proteína disminuyen toda vez que avanza la 

germinación y desaparecen de forma precoz y retardada en respuesta a AG3 y ABA, 

respectivamente, da las bases suficientes para pensar que la regulación del gen LEA 4 está 

mediada por el ABA, razón por la que se decidió probar el efecto de la aplicación de ABA 

sobre la acumulación de la LEA 4 en embriones inmaduros de maíz de 21 dap (es decir, en 

una etapa en la que no se detecta señal en condiciones normales) y confirman que el gen 

lea 4 es regulado por ABA (Figura 22). Estos resultados son acordes a los presentados en 

las Figuras 19, 20 y 21. 
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Figura 22. Inducción de la proteína LEA 4 en embriones de 21 dpp en respuesta a ABA. A: gel 
teñido con Coomassie de las proteínas termosolubles de ejes de maíz. Proteínas de eje 
quiescente de maíz (CP: control positivo), proteínas de eje inmaduro de maíz tratadas con 
ABA (+) y sin ABA (-). B: WB de las proteínas de A. Aparece una banda cuando al peso 
aproximado de la LEA 4 cuando se aplica ABA a los embriones de 21 dpp. Finalmente, como 
control de carga, la tinción con rojo de Ponceau de la membrana usada para el WB. 

6.8. LOCALIZACIÓN DE LA LEA 4 EN DIFERENTES TEJIDOS DE LA 
CARIÓPSIDE QUIESCENTE 

Para determinar en qué tejidos de la cariópside se localiza la proteína LEA 4, se disectaron 

cariópsides de maíz para separar el embrión, el endospermo, el pericarpo y el cotiledón. De 

estas estructuras, se obtuvo la proteína total y se inmunodetectó la LEA 4 en cada una. 

Esto es relevante en el sentido que permite discernir si la función de esta proteína se da a 

nivel de la cariópside en su conjunto o sólo se encuentra limitada a uno o un grupo 
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determinado de tejidos. Este último caso parece ser el que ocurre, ya que sólo se pudo 

detectar en embriones de semillas y en ningún otro tejido (Figura 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Acumulación de la LEA en diferentes secciones de la cariópside de maíz 15 horas 
posteriores a la imbibición. En A, se muestran gráficamente los elementos que se analizaron, 
mientras que en B, se aprecia el WB de los extractos obtenidos de cada fracción. Por carril se 
cargaron 15 µg de proteína total. Debajo, se muestra la tinción con rojo de Ponceau como 
control de carga. 
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6.9. EVALUACIÓN DE LA PROTEÍNA LEA 4 EN LA EMBRIOGÉNESIS 
SOMÁTICA 

La presencia de la LEA 4 en los embriones zigóticos de maíz, planteó la posibilidad de que 

esta proteína también participa en la embriogénesis somática. Este no parece ser el caso, 

ya que no se detectó la presencia de la LEA en callos de maíz durante la etapa de inducción 

de embriones somáticos y tampoco cuando éstos son sometidos a diferentes tipos de estrés 

(Figura 23).  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. LEA 4 en callos embriogénicos de maíz. A: morfología del callo en medio de 
proliferación y después de 9 días en medio de diferenciación. B) WB en el que no se detecta 
señal bajo las condiciones evaluadas. CP: control positivo (proteína total de ejes quiescentes 
de maíz). Callo en medio de proliferación. Callo en medio de diferenciación (Cd). Cd, tratado 
con ABA (0.25 µM), sequía (8 h), NaCl (100 mM, 8 h) y 4ºC (8 h).  
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6.10. ANÁLISIS DE LA PROTEÍNA LEA 4 EN TEJIDOS VEGETATIVOS EN 
RESPUESTA A ESTRÉS HÍDRICO 

 

Finalmente, para probar que esta proteína está involucrada en la respuesta a estrés hídrico, 

se evaluó por WB su inducción en tejidos vegetativos deshidratados,  tanto en la porción 

aérea (tallo+hojas), como en raíz (Figura 25 C) y para validar la señal se realizaron ensayos 

de competencia de péptidos (Figura 25 D). Como medida fisiológica de estrés se estimó el 

RWC en hojas (Figura 25 B). 
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Figura 25. Análisis de LEA en tejidos vegetativos de plantas de maíz sometidas a estrés 
hídrico. A) ejemplo representativo del aspecto físico de plantas control y estresadas por falta 
de agua al momento del muestreo. B) determinación del RWC en tres muestras 
independientes. Las barras representan las desviaciones estándar de las lecturas. C: 
evaluación de la inducción de la proteína LEA 4 en la porción aérea y radicular a 0, 48 y 72 h 
post-aplicación del PEG 8000. CP: control positivo (proteína total de ejes de maíz 
quiescentes). Se usaron anticuerpos anti-segmento K de las dehidrinas como control de 
estrés. D: ensayo de competencia de péptido de LEA 4 empleando la proteína recombinante 
purificada de E. coli por calor y TCA. La señal del anticuerpo se abate con el competidor. 
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7. DISCUSIÓN 

 7.1 LA LEA 4 ES APARENTEMENTE INTRÍNSECAMENTE DESORDENADA 

La idea de estructura-función, es un cuasi-dogma generalmente aceptado para proteínas 

tales como enzimas, anticuerpos, receptores hormonales y neurotransmisores, para las que 

se considera, existen como estructuras compactas en las que el esqueleto polipeptídico y 

sus cadenas laterales se pliegan en una conformación única que es crucial para la función 

de la proteína. Sin embargo, se ha visto que algunas secuencias de aminoácidos (aa) que 

se caracterizan por tener cargas netas elevadas y poca hidrofobicidad, adoptan, en 

solución, ensamblados extendidos, conformaciones flexibles con poca o ninguna tendencia 

a la estructuración. Este fenómeno se conoce como desorden intrínseco (aDunker et al., 

2008). 

 

Las proteínas intrínsecamente desordenadas (IDPs), esto es, proteínas que contienen 

regiones intrínsecamente desordenadas (IDRs) o que carecen completamente de 

estructura a lo largo  de toda su longitud, son abundantes, especialmente en eucariontes 

(Uversky et al., 2000; Suskiewicz, et al., 2011). Dado que la secuencia de aminoácidos 

contiene la información del plegamiento proteico, resulta razonable pensar que la falta de 

estructura tridimensional también esté contenida a este nivel. De hecho, se sabe que la 

tendencia al desorden intrínseco está dado por particularidades a nivel de composición de 

aminoácidos. Por ejemplo, hay residuos que actúan como residuos promotores de orden 

(ej. W, C, F, I, Y, V, L, H, T y N), de entre estos residuos destacan los que además son 

hidrofóbicos  (W, F, Y y T). En general, estos residuos promotores de orden son poco 

abundantes en la mayoría de las IDPs, mientras que los residuos polares y cargados, los 

cuales son abundantes en este tipo de proteínas, funcionan como  residuos promotores del 

desorden-, (ej.  K, E, S, Q, R y M, además de P). Los aminoácidos A y G se consideran 

neutrales (Sun et al., 2013). Estas observaciones hacen posible que las predicciones de 

desorden sean significativamente mejores que las predicciones de estructura 

tridimensional, esto a pesar de que ambas son inherentes a la secuencia de aminoácidos 

(bDunker et al., 2008). De ahí que los programas de predicción de desorden sean 

herramientas confiables y en general se consideran argumentos claves sobre la existencia  

y distinción de IDR (Radijovac et al., 2007).  



52 

 

Dentro de las IDPs se encuentran las proteínas LEAs,  las cuales son proteínas altamente 

hidrofílicas (con un índice de hidrofilicidad >1), que tienen escasos residuos de C y W,  pero 

son ricas en G, A, Q, K, R y T (con más del 6% de G), tienen baja complejidad, poseen una 

carga neta relativamente alta,  carecen de una estructura definida aparente y son solubles 

bajo condiciones desnaturalizantes como el calor (Cuming, 1999; Garay-Arroyo et al., 2000; 

Uversky et al., 2000; Romero et al., 2001; Wise y Tunnacliffe, 2004; Battaglia et al., 2010). 

Estas características se evaluaron para la proteína LEA 4 en este trabajo con el fin de 

validar si  la proteína en cuestión cumple estos criterios. De acuerdo con la  predicción 

bioinformática, no hay regiones ordenadas a lo largo de la secuencia de LEA 4 (Figura 2). 

Además, carece de cisteínas y tiene pocos aminoácidos aromáticos grandes como F (0.6 

%), Y (1.9%) y W (0%) (Cuadro 2). En cambio, es rica en aa hidrofílicos (43% de D, E, K, 

N, R, S, T y Q) y cargados (24% de D, E, K, H y R) y  G (13.9%), por lo que no resulta 

extraño que el perfil  hidropático muestre que toda la secuencia es homogéneamente 

hidrofílica, lo que indica que esta proteína no es transmembranal, pues carece de los 

aminoácidos hidrofóbicos necesarios para cruzar la membrana (Lodish, et al., 2000). Este 

aspecto hace que la accesibilidad predicha al solvente de la mayoría de los residuos  sea 

elevada y la estructura globular sea prácticamente nula. El promedio de hidropaticidad 

(GRAVY) es de -0.754, menor a 0 como el de todas las proteínas hidrofílicas (Kyte  y 

Doolittle, 1982). A su vez, los residuos de la región N-terminal, tienden a formar una 

estructura secundaria de α hélice, mientras que el resto son regiones tipo coils (Figura 1). 

De hecho, los ≈ 70-80 aa que conforman la región N-terminal, están  relativamente 

conservados  en las proteínas LEA 4 y dan lugar al motivo Pfam PF03760, los cuales 

tienden a formar α hélices anfipáticas, mientras que el C-terminal está menos conservado, 

lo cual es una característica descrita en la literatura pero que hasta el momento carece de 

significado biológico (Dure et al., 1993; Battaglia et al., 2008). La región N-terminal es rica 

en aminoácidos cargados, de tal forma que la proporción de residuos cargados de la región 

N terminal respecto a los residuos cargados de región C-terminal es aproximadamente de 

2:1. Aunque tal observación no ha sido todavía asociada a una función específica, lo mismo 

se ha observado para otras LEA 4, como PM16 (NP_001237410.1 de Glycine max), PM29 

(Q9XES9 de Glycine max) y PAP260 (Q39138 de Arabidopsis thaliana) que tienen la 

mayoría de sus residuos cargados en la mitad de la secuencia hacia el N-terminal del 

polipéptido, mientras que otras como D113 (P09441 de G. hirsutum) y PM1 

(NP_001238562.1 de G. max) (Chen et al., 1992; Baker et al., 1988; Shih et al., 2004), los 

tienen distribuidos de manera homogénea a lo largo de la secuencia.  El hecho de que en 
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esa región la predicción indique que la secuencia tiende a formar α hélices, es congruente 

con lo reportado para otras LEAs 4, por ejemplo, la LEA 14 y la D113  (Shao et al., 2005). 

Análisis espectroscópicos de la PM16 (LEA 4) de Glycine soja, confirman parcialmente 

estas predicciones. En solución acuosa, esta proteína es principalmente desordenada, 

aunque se detectaron ciertas estructuras helicoides. Además, la presencia de compuestos 

capaces de inducir estructuras ordenadas, tales como 1% SDS, 50% trifluoretanol (TFE, 

agente desolvatador), o en el estado seco, esta proteína adopta casi 90% de conformación 

α hélice (Shih et al., 2004). Otro ejemplo es LEAM, una LEA 3 de chícharo. Con esta 

proteína se hicieron experimentos de filtración en gel que sugieren una estructura no 

globular y además su espectro CD en solución acuosa  es típico de una estructura tipo 

random coil. Sin embargo, posee una alta probabilidad de plegarse en motivos α hélices, 

de acuerdo con predicciones bioinformáticas de la estructura secundaria (Grelet et al., 

2005), y en presencia de TFE o SDS, se indujo un cambio reversible en su espectro de CD, 

al pasar de uno de IDP a uno de proteínas con regiones de α hélices (Tolleter, et al., 2007). 

Con lo que se confirma que bajo ciertas condiciones estas proteínas pueden plegarse 

parcialmente.  

 

Experimentalmente, la falta de estructura de la proteína se determinó indirectamente 

mediante los ensayos de solubilidad en calor y en presencia de TCA. Este tipo de ensayos 

se usa para separar al conjunto de proteínas estructuradas de las no estructuradas, ya que 

sus propiedades fisicoquímicas contribuyen a su solubilidad en este tipo de medio y se usa 

para enriquecer proteínas LEA en extractos proteicos (Oliveira et al.,  2007; Campos et al., 

2011; Amara et al., 2012; Burrieza et al., 2012). De hecho, se sugiere que una de las 

propiedades distintivas de las IUPs es su habilidad de permanecer soluble después de 

aplicar calor y en presencia de ácido tricloroacético (TCA) (Campos et al., 2011). La razón 

de lo anterior, radica en que las proteínas globulares se pliegan alrededor de núcleos 

hidrofóbicos y su plegamiento está, al menos, dirigido por el efecto hidrofóbico (Scheef y 

Fink, 2003). Esto provoca que las proteínas globulares posean regiones hidrofóbicas fuera 

del alcance de las interacciones polares del solvente. Cuando este tipo de proteínas se 

someten a cambios de temperatura, estas regiones quedan expuestas. Al exponerse 

regiones hidrofóbicas de moléculas diferentes, también se favorecen las colisiones 

hidrofóbicas intermoleculares, con las que se forman agregados moleculares de mayor 

tamaño. Cuando estos agregados alcanzan una masa crítica, precipitan. Las UIPs en 

cambio, no precipitan por el mismo hecho de que carecen de regiones hidrofóbicas (Tompa, 
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2002), de tal forma que cuando ocurre cambios en el medio que obligan a modificar la 

disposición de sus residuos en el espacio, al no haber regiones hidrofóbicas que puedan 

dar lugar a esos agregados, simplemente no precipitan. Por su parte, a pesar de su amplio 

uso, el mecanismo por el cual el TCA induce la precipitación de las proteínas no se 

comprende del todo. Un mecanismo plausible es que a bajas concentraciones, los iones de 

tricloroacetato promueven la pérdida de estructura, mediante la ruptura de interacciones 

electrostáticas que desestabilizan la conformación nativa  de las proteínas. El 

desplegamiento parcial de las proteínas da lugar a la exposición de la cara no polar al 

solvente, lo que resulta en la coalescencia intermolecular de moléculas de proteínas 

proximales, lo que permite su precipitación (Rajalingam, et al., 2009). Por otra parte, la 

composición de aa de las proteínas inestructuradas explica por qué las proteínas IUP 

resisten más a la precipitación por TCA, apoyados en que su alta proporción de residuos 

hidrofílicos favorece amplias zonas de interacción con el solvente y probablemente, pocas 

zonas de interacción intra e intermoleculares que contribuyan al colapso intermolecular, la 

coalescencia y finalmente, la precipitación de la proteína. El modelo anterior, sin embargo, 

no es suficiente para explicar el hecho de que algunas proteínas LEA con pI ácido y que 

son capaces de permanecer solubles después del choque térmico, se insolubilizan en 

presencia de TCA (Campos et al., 2011). Sin embargo, se completa, si se toma en cuenta 

que el TCA, por tratarse de un ácido, también induce la precipitación isoeléctrica de 

proteínas, es decir, cuando al cambiar el pH, la carga neta de las proteínas tienden a cero 

y las fuerzas de repulsión electrostáticas se anulan, haciendo que las proteínas se agreguen 

y precipiten (Rajalingam, et al., 2009). De esta manera, esta prueba permitió determinar 

que la proteína en cuestión se comporta como una IDP. 

 

La navegación genómica es una estrategia que se ha empleado para descubrir genes LEA 

de otros grupos de maíz (Amara et al., 2011). Mediante esta estrategia, se encontró que en 

el genoma de maíz B73, el gen que codifica la LEA que se caracterizó en este trabajo se 

ubica en el cromosoma 10, por lo que se puede denominar LEA 4-10 de acuerdo con la 

nomenclatura propuesta en el trabajo de Olvera et al., en el 2010. Por otro lado, también se 

encontraron otras 2 secuencias génicas anotadas que codifican proteínas con un Pfam 

PF03760. La secuencia génica GRMZM2G473960 en el marco +1 codifica para una LEA 4 

putativa de 112 aa y entre los 7 y 23 DAP se expresa en endospermo y en embrión (de 

acuerdo con la aproximación de EST del NCBI) (Lai et al., 2004). Sin embargo, no hay datos 

disponibles sobre su expresión en otros tejidos en condiciones de estrés. La secuencia  
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GRMZM2G177084 en el marco -1 codifica para otra LEA putativa. En este caso, esta 

secuencia se obtuvo de una biblioteca obtenida de raíces y brotes que fueron sometidos a 

sequía (Alexandrov et al., 2009), pero tampoco hay datos sobre su presencia en embriones. 

Además, existe un tercer gen putativo, el cual se localiza en un scaffold, por lo que no 

aparece en el genoma ensamblado (Figura 3).  

 

Además, Olvera et al., en el 2010 encontró que el grupo 4 de las proteínas LEA divergió en 

dos subgrupos, el subgrupo A y el subgrupo B. En el árbol filogenético de la Figura 6, se 

observa que LEA 4 pertenece al subgrupo B.  

 

Por otro lado, una de las características comúnmente asociada a las IDPs, es su 

susceptibilidad a la proteólisis (Tompa y Fuxreiter, 2008). De hecho, la proteólisis limitada 

es usada como herramienta para detectar desorden (Fontana, et al., 2010), a raíz que la 

proteólisis enzimática está influenciada por características estructurales superiores a la 

interacción entre el sustrato y la proteasa, además de las restricciones impuestas por la 

especificidad primara de la enzima (Wu et al., 1999) y explica que la mayor sensibilidad 

proteolítica de las IUPs resulte del hecho de que las proteasas rompen en sitios  que poseen 

accesibilidad estérica y flexibilidad suficiente para hacer contactos productivos, los cuales 

son mayores en estas proteínas debido a la falta de un estado de equilibrio estructural. De 

esta forma, los dominios globulares muestran una resistencia significativa a la proteólisis, 

mientras que las UIPs son muy sensibles a lo largo de toda su secuencia (Tompa, 2002). 

Lo anterior puede explicar, por qué la proteína recombinante fue cortada por la trombina en 

sitios donde  aparentemente no debía cortar según el análisis in silico  hecho con 

PeptideCutter. Se descarta que las bandas adicionales encontradas se deban a la 

contaminación de la preparación con otras proteínas, debido a que es reconocido 

consistentemente por el anticuerpo y son termosolubles. La integridad de la GST retenida 

en la columna (que funciona como control interno, Figura 14B) refleja que ésta no se 

hidroliza inespecíficamente por la trombina bajo esas mismas condiciones, lo cual puede 

deberse a que esta proteína es completamente estructurada y carece de sitios de corte para 

trombina. Por otra parte, las IUPs unen menos SDS que lo usual  esto debido a su 

composición de aminoácidos y su peso aparente es frecuentemente de 1.2 a 1.8 veces más 

elevado que el calculado a partir de los análisis de secuencia o las mediciones por 

espectrometría de masas (Tompa, 2002). Para el caso de la LEA 4, el peso nominal es de 

16.09 kDa, (peso promedio considerando que las LEA tienen un peso molecular, 
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normalmente entre 11 y 30 kDa, Tingzhang, et al., 2012) el cual difiere ligeramente de los 

18.5 KDa, estimados mediante la determinación del Rf en SDS-PAGE. Esto es 1.15 veces 

aparentemente mayor que el peso molecular nominal, lo cual no es debido a modificaciones 

postraduccionales, ya que lo mismo sucede con la proteína recombinante producida en E. 

coli. Con  Rab28 (LEA 5) sucede un fenómeno semejante, ya que su peso nominal es de 

27.7 kDa, pero su peso aparente es de 30 KDa (Niogret et al., 1996). No obstante, para 

determinar con contundencia esta determinación, convendría emplear métodos 

hidrodinámicos más exactos tales como la filtración en gel o métodos espectroscópicos. 

 

7.2. LA LEA 4 PRESENTA UN PATRÓN DE ACUMULACIÓN CANÓNICO Y 
RESPONDE A SEQUÍA  
 

Mientras tanto, las funciones individuales de las proteínas LEA permanecen a la 

expectativa, como resultado del escaso entendimiento de sus mecanismos moleculares de 

acción (Tolleter, et al. 2007; Hunault y Jaspard, 2011) y a falta de este conocimiento, la 

designación estricta de una LEA puede realizarse a través de diversas vías. Y es que a 

pesar de que todas las evidencias anteriormente presentadas dan soporte suficiente para 

pensar que la proteína analizada en este estudio es efectivamente una IDP, solamente con 

estos datos no se puede concluir contundentemente que la proteína en cuestión es una 

LEA. Al respecto, la definición original de las proteínas LEA, involucra al menos dos 

características: la similitud de secuencia con proteínas LEA canónicas y la acumulación de 

la proteína en la semilla durante la embriogénesis zigótica (Tunnaclife y Wise, 2007). 

Además de esto, Hughes y Galau (1989) propusieron reservar la designación de LEA 

solamente a proteínas que se expresan en periodos post-abscisión. Aunque lógica, la 

propuesta nunca fue aceptada. Sin embargo, la inducción por ABA es otra característica 

sobresaliente para los genes de proteínas LEA, así como lo es la respuesta diversos tipos 

de estreses abióticos (ej., estrés hídrico, estrés salino y estrés por frío) (Wise, 2003). 

Contrario a lo anterior, no obstante, existen proteínas consideradas proteínas LEA que 

poseen un perfil de expresión probado que difiere de los prototipos originales. Por ejemplo,   

Xero 1 (XERO1_ARATH; P25863), incluida frecuentemente dentro de las LEA del grupo 2, 

no se encuentra en semillas y no es inducible por desecación o estrés por frío o por 

aplicación de ABA. Más aún, se expresa constitutivamente (Welin et al., 1994). Por otro 

lado, la fiabilidad de la similitud de secuencia como característica discriminativa debe ser 

tomada con cautela, ya que la tasa de cambio de los residuos de las IDPs y de las IDRs 
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tienden a ser más elevadas que las de los residuos de las proteínas estructuradas, debido 

a que en éstas últimas, las sustituciones funcionales de los residuos está limitada por la 

estructura de la proteína y se ha encontrado que los cambios en los residuos ocurren más 

rápido en las regiones ricas en aminoácidos expuestos al solvente. Además, las regiones 

no estructuradas de una proteína dada, en general, exhibe menor grado de conservación 

relativa respecto a regiones estructuradas en la misma proteína y este caso parece ser 

mantenido para gran parte de las proteínas estudiadas (Brown et al., 2002; a,bDunker et al., 

2008). Todo lo anterior, es suficiente para justificar el hecho de que la proteína LEA 4 de 

maíz y sus ortólogos de algodón y A. thaliana, guarden niveles de similitud en secuencia 

bajos entre sí, además del efecto de la distancia evolutiva que separa a estas especies. Por 

otra parte, las secuencias de baja complejidad (como es el caso de la proteína LEA 4 de 

maíz) representan un problema particular para las herramientas de alineamiento local tales 

como BLAST (Altschul et al., 2006), lo que hace menos confiables la asignación de 

homologías putativas basadas en esta estrategia. Todo lo anterior dio pauta a evaluar la 

acumulación de LEA 4 en diferentes tejidos bajo determinadas condiciones para soportar y 

validar experimentalmente la asignación conceptual de esta proteína, como proteína LEA 

4, esto a pesar de la existencia en la literatura de casos que escapan a los esquemas 

generales propuestos como necesarios para considerar a una proteína LEA como tal (ej. 

XERO1_ARATH; P25863).  

 

De esta forma, basados en que las proteínas LEA, en sentido estricto, se caracterizan por 

tener un patrón de acumulación característico durante la embriogénesis zigótica, se 

esperaba que la proteína LEA 4 comenzara a acumularse alrededor del día 20 después de 

la polinización en maíz (al final de la etapa 4 según la clasificación de Ritchie et al., 1992), 

justo cuando comienzan a acumularse las proteínas LEA y ocurre la adquisición de la 

tolerancia a la desecación (Thomann  et al., 1992). Sin embargo, en la realidad esto no 

ocurrió al menos hasta el día 38, mostrando un patrón de acumulación semejante al de las 

dehidrinas (Wise, 2003). Por otra parte, la regulación de diversos genes lea se  relacionan 

con la actividad del ABA en determinadas etapas del desarrollo o en respuesta a 

condiciones de estrés (Zimmermann et al., 2004; Grelet et al., 2005). Aunado a lo anterior, 

el contenido de la proteína LEA 4 disminuye rápidamente en la germinación y desaparece 

durante la emergencia de la radícula (lo que para esta variedad de maíz ocurre entre las 24 

y las 36 horas post-imbibición) y esta acumulación guarda una relación inversa con el 

contenido porcentual de agua presente en el endospermo. Por ejemplo, en 2006, Boudet et 
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al., observaron asociación entre la pérdida de resistencia a la desecación y la disminución 

paulatina en el contenido de diferentes proteínas LEA en semillas de Medicago truncatula. 

Más específicamente, compararon el patrón de acumulación de MtPM25 (LEA 5) y MtEm6 

(LEA 1) y hallaron que MtPM25 desaparece a las 24 h post-imbibición, mientras que la 

MtEm6, a las 48 h. En 2004, Ming-der et al., reportaron que la proteína GmPM16 permanece 

hasta las 72 h post-imbibición. Otro ejemplo es el de LEA 3 mitocondrial de guisante, cuyo 

mensajero se pierde a las 22 h post-imbibición, pero hasta las 66 h si se aplica ABA. 

Mediante ensayos de transgénesis diseñados para evaluar la regulación del promotor del 

gen D-113 en tabaco vía expresión del gen reportero GUS, en las plántulas  se observó que 

este gen responde a ABA, deshidratación y alta salinidad en tejidos vegetativos y su 

expresión es específica de las últimas etapas del desarrollo de la semilla (Luo et al., 2008). 

Por otra parte, ciertas LEAs pueden acumularse prematuramente en embriones inmaduros 

disectados (como los de soya o los de maíz) mediante la aplicación de ABA (Blackman et 

al., 1995; Ming-der, et al., 2008; Amara, et al., 2013). Por ejemplo, la Rab17 (LEA 3) y la 

Rab 28 (LEA 5), se inducen prematuramente en respuesta a ABA exógeno en embriones 

inmaduros, aunque la inducción de éste último es más importante (Niogret  et al., 1996). 

Una respuesta semejante ocurre para las LEAs 1 (Galau et al., 1986; Ming-Der et al., 2010). 

En el caso de LEA 4 sucede lo mismo (Figura 27), lo cual refleja la importancia que el ABA 

representa en la regulación de este gen. Además, si se aplica GA3 durante la germinación, 

la proteína  desaparece a las 12 h, contrario a lo que pasa cuando se aplica ABA, en cuyo 

caso la proteína está presente incluso a las 48 h (Figura 25). El desarrollo de la semilla es 

dirigido primordialmente por el balance de estas dos hormonas, controlando la dormancia 

y la germinación y que pueden estar participando mediante la regulación transcripcional del 

gen lea 4 a través de factores transcripcionales regulados hormonalmente, ya que en el 

promotor putativo, se predice la existencia de motivos de unión a factores de transcripción, 

regulados por ABA, tales como ABRE, DREB y DRE  y que también son punto de anclaje 

a factores de transcripción que reprimen la expresión de genes en respuesta a GA  (Busk 

y Pages, 1998; Ogawa, et al.,  2003; Dubouzet et al., 2003; Vicente-Carbajosa y Carbonero, 

2005; Nakashima et al., 2006; Gutiérrez et al., 2007). También se predijo la presencia de 

una secuencia KCACGW, que es el núcleo de los motivos de unión a los factores DPBF-1 

y 2 de la clase bZIP (ABI5 es de esta clase). Este motivo ha sido caracterizado en el gen 

Dc3 de zanahoria, el cual codifica para una proteína LEA 4 que es embrión-específica y 

que se induce en respuesta a ABA (Kim et al., 1997; Finkelstein y Lynch, 2000). Otra 

secuencia (CAAACACC), también presente en los promotores de genes que codifican 
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muchas proteínas de almacenamiento  de semillas, como napA de Brassica napus y 

corresponde con una región conocida como prox B (proximal portion of B-box) de este 

mismo gen (Stalberg et al., 1996; Ellerstrom et al., 1996; Ezcurra et al., 1999; Ezcurra, et 

al., 2000). El ABA reprime la germinación y se presume que estabiliza el estado dormante 

(Himmelbach et al., 2003; Kermode, 2005) mediante vías de señalización que usualmente 

incluyen redes regulatorias de factores de transcripción que se unen en regiones 

promotoras que regulan sus genes blancos y sus niveles de expresión (Nakabayash et al., 

2005). Así, en términos generales, la germinación, se retrasa con la aplicación de ABA y se 

acelera con GA3, como por ejemplo la emergencia de la punta de la radícula a través de las 

capas de la cubierta de la semilla (Manz et al., 2005). Este proceso se inicia y completa 

gracias a la entrada de agua a la semilla (imbibición) en condiciones ambientales que la 

favorecen y depende de la expansión del embrión, proceso dirigido por la toma de agua y 

la pérdida de pared celular (Bewley, 1997; Obroucheva y Antipova, 1997; Koornneef et al., 

2002).  

 

Por otro lado, hasta la fecha existen pocos datos en la literatura respecto a la localización 

de las proteínas LEA 4 en los diferentes tejidos de la semilla. En lo que respecta a la 

proteína LEA 4, ésta se ubica únicamente en el embrión (Figura 27). La proteína D-113 de 

algodón, al igual que Rab 28 (LEA 5) de maíz, se distribuyen homogéneamente en todos 

los tejidos embrionarios (Roberts et al., 1993; Niogret et al., 1996), mientras que HvAI (LEA 

3) de Hordeum vulgare se acumula en la capa de células de la aleurona (Xu et al., 1996). 

Es de hacer notar que está bien establecido que la expresión de Vp1 es abundante en la 

aleurona y el embrión y débil en el endospermo durante la fase de maduración de la semilla 

y que este es un factor de transcripción muy importante en la regulación de genes LEA 

mediada por ABA y (Vicente-Carbajosa y Carbonero, 2005). 

 

En estudios con callos embriogénicos se encontró que las dehidrinas están implicadas en 

el desarrollo del programa morfogenético de la embriogénesis somática en caña de azúcar 

(Burieza et al., 2012), de forma semejante a lo encontrado para estas proteínas en la 

embriogénesis somática de zanahoria y avena (Tan y Kamada, 2000; Ko et al., 2006). Sin 

embargo, parece no ser el caso de la proteína LEA 4, ya que bajo ninguna de las 

condiciones evaluadas se observó señal alguna de esta proteína en callos embriogénicos 

de maíz. Por otra parte, muchos estudios de caracterización de proteínas LEA en diferentes 

organismos han encontrado que las proteínas LEA son inducidas por estrés osmótico, ABA 
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exógeno o frío (Wise y Tunnacliffe, 2004; Battaglia, et al., 2008; Olvera et al., 2010; Tolleter, 

et al., 2010; Duan y Cai, 2012; Amara, et al., 2013) e incluso en respuestas a estrés biótico 

(Liu, et al., en 2013). La Figura 29, indica que LEA 4, participa en la respuesta a estrés 

hídrico y es específica de raíz. Es interesante que su acumulación ocurra sólo en raíz. 

Aunque no igual, Mgl3 (LEA 3 de maíz) se induce en repuesta a deshidratación tanto en 

raíz como en hoja, pero su acumulación es más abundante en raíz (Thomann et al., 1992). 

Además de los sitios de unión de factores de transcripción antes discutidos, es de destacar 

la presencia de sitios predichos que ayudan a explicar el patrón de acumulación encontrado. 

Por ejemplo, se predijeron los motivos RHE (Root Hair-specific cis-Elements) y el 

ROOTMOTIFTAPOX1. El primero se encuentra conservado en el promotor del gen de la 

expansina 7 de A. thaliana, sus ortólogos y parálogos de diferentes especies de 

angiospermas (Kim, et al., 2006) y es específico de genes que se expresan en raíz, mientras 

que el segundo, se encuentra en el gen rolD de A. rizhogenes  (Elmayan y Tepfer, 1995). 

Además, se encontraron otros sitios, como una región DREB (dehydration-responsive 

element binding proteins), involucrada en la respuesta a la falta de agua y a bajas 

temperaturas (Xue, 2002; Svensson et al., 2006); el motivo A (ACGTABREMOTIFA2OSEM) 

importante en la unión de factores de transcripción DRE y ABRE, los cuales son 

interdependientes del ABA y está bien caracterizado en genes como rd29A de A. thaliana  

y son importantes para la activación de genes de respuesta a sequía  y salinidad como 

rab28, erd1, clpA y LEA 3  (Niogret et al., 1996; Hattori, et al., 2002; Narusaka et al., 2003; 

Simpson et al., 2003, Xiao, et al., 2007). También se encontró la secuencia consenso del 

motivo de unión a MYC, común en regiones promotoras de genes de respuesta a 

deshidratación  como rd22, CBF3 e ICE1 (inducer of CBF expresión 1) (Abe, et al., 1997; 

Abe, et al., 2003; Chinnusamy, et al., 2003; Lee, et al., 2005) y erd1 (early responsive to 

dehydration) de  Arabidopsis thaliana y que también funciona como sitio de unión a  NAC 

(Simpson et al., 2003; Tran et al., 2004). También hay una secuencia de unión a GRA (GC-

rich rab activator), presente en la región promotora del gen rab28 y de la rab17, ambos de 

maíz  (Busk y Pagés, 1997; Busk y Pages 1998). Finalmente, también hay un sitio de unión 

a MYB. Los MYB 1 y 2 de A. thaliana están involucrados en la regulación de genes de 

respuesta a deshidratación (como rd22), vía señalización por ABA (Urao et al., 1993; Abe 

et al., 1993). Todo ello da pauta a plantear diversos mecanismos que expliquen la 

especificidad en la acumulación de esta proteína. Sin embargo, hacen falta análisis para 

explicar detallada y experimentalmente los mecanismos de regulación  que dan lugar al 

patrón de acumulación característico de esta proteína. Así como también se requiere 
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evaluar el papel que esta proteína realiza en la respuesta a la deshidratación. Ambos puntos 

son relevantes y  quedan a la expectativa para ser aclarados. 

8. CONCLUSIÓN 

Los datos bioinformáticos y experimentales presentados en este trabajo indican que la 

proteína que se caracterizó es una LEA 4 canónica. Su expresión es abundante en el eje 

quiescente, siendo, aparentemente, exclusiva de esta estructura, y durante las últimas 

etapas del llenado de grano, su acumulación aumenta progresivamente en la medida en 

que avanza la maduración y con ella, la desecación del grano. En presencia de ABA 

exógeno, esta proteína se acumula en el eje inmaduro. En contraste, desaparece 

paulatinamente durante la imbibición, respondiendo durante esta etapa, de manera positiva 

a ABA y negativamente a GA3. Finalmente, la LEA 4 se induce en la raíz en respuesta a la 

deshidratación.   

9. PERSPECTIVAS 

Dentro del trabajo a continuar, se propone: 

-Evaluar mediante genética reversa, la función de este gen, tanto por sobre-expresión como 

por silenciamiento, empleando para ello construcciones en las que tanto el CDS de la lea 4 

como su antisentido se pongan bajo el promotor de ubiquitina (promotor fuerte). Estas 

construcciones se podrían usar para transformar maíz mediante biobalística.  

-Diseñar experimentos de fraccionamiento subcelular y de inmunohistoquímica para poder 

localizar la ubicación compartamental de la LEA bajo estudio. Esto podría sugerir probables 

mecanismos de acción. 

-Establecer el interactoma de la LEA 4 mediante ensayos de foto entrecruzamiento 

acoplado a inmunoprecipitación y análisis de espectrometría de masas. Esto podría generar 

información valiosa, ya que se desconocen los blancos moleculares de las proteínas LEA y 

en general se sabe muy poco respecto a los interactores moleculares de las proteínas 

desordenadas. 

-Generar líneas transgénicas de maíz en las que se prueben la expresión de la proteína 

roja fluorescente bajo el promotor putativo de la LEA 4, para determinar los factores 
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ambientales que lo regulan. Paralelamente se proponen  desarrollar ensayos tipo EMSA 

para poder describir experimentalmente los factores de transcipción que participan en la 

regulación transcripcional del gen lea 4. 

-Aplicar técnicas fisicoquímicas para el análisis estructural de la LEA 4, tales como FTIR, 

NMR y CD, para confirmar experimentalmente la inestructura sugerida de la LEA 4, así 

como evaluar si cumple algún papel como escudo molecular. Esto último mediante ensayos 

de protección a enzimas termolábiles como la citrato sintasa. 
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