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RESUMEN

Las proteinas abundantes de la embriogénesis tardia o proteinas LEA (por sus
siglas en inglés Late Embryogenesis Abundant) constituyen un amplio y diverso grupo de
proteinas que en su mayoria se acumulan en los diferentes tejidos de las plantas ante
condiciones en las que existe baja disponibilidad de agua. Debido a su elevada abundancia
en condiciones de extrema deshidratacion o desecacion, como la que ocurre en las semillas
y el polen durante su desarrollo, se han asociado a la tolerancia al déficit hidrico, condicion
presente bajo diferentes ambientes estresantes, como lo son la sequia, la alta salinidad y
las altas y bajas temperaturas. Las proteinas LEA presentan una composicion y secuencia
de aminoacidos particular que las agrupa como proteinas intrinsecamente desordenadas;
es decir, proteinas con alta flexibilidad estructural. Las proteinas LEA descritas a la fecha
se agrupan en siete familias, de acuerdo con motivos conservados propios de cada grupo.
Arabidopsis thaliana, uno de los modelos experimentales mas utilizados en el estudio de
las plantas, posee representantes de la mayoria de las familias de las proteinas LEA. En
este trabajo me enfoqué en el estudio de la familia LEA4, que en A. thaliana contiene tres
miembros, cuyos genes se han denominadoo AtLEA4-1, AtLEA4-2 y AtLEA4-5 (el dltimo
digito se refiere al cromosoma en el que se encuentran). El trabajo previo del laboratorio en
el que desarollé esta tesis ha demostrado que las proteinas LEA en este grupo tienen la
capacidad de prevenir la desnaturalizacién de enzimas reporteras bajo condiciones de
deshidrataciéon parcial o ante tratamientos de congelamiento-descongelamiento in vitro.
Estos resultados se sumaron a otros que sugirieron que bajo condiciones de baja
disponibilidad de agua las proteinas LEA podrian prevenir la desnaturalizacién/inactivacién
de otras proteinas al interaccionar con ellas. Debido a que un incremento en la relacién
proteina LEA y proteina blanco permitia obtener proteccién aln en condiciones muy
severas de deshidratacion, se propuso que en estas condiciones serian necesarias mas
moléculas de proteinas LEA por proteina cliente (blanco) para hacer efectiva tal actividad.
Al analizar la interaccion de las proteinas AtLEA4 con una proteina cliente se observo la
formacion de posibles hetero-oligémeros con su blanco, pero también se detectaron bandas
en el gel que migraban con la masa molecular esperada para homo-oligdbmeros de AtLEA4,
un resultado que podria estar relacionado con su mecanismo de acciéon. En esta tesis nos
planteamos la pregunta de si estas observaciones realmente reflejaban la capacidad de
estas proteinas para formar oligbmeros. Para abordar esta pregunta, mi trabajo de tesis

siguid una estrategia de andlisis in vivo, utilizando la técnica de complementacion



bimolecular de la fluorescencia o BiFC (por sus siglas del inglés Bimolecular Fluorescence
Complementation). Esta técnica fusiona a las proteinas o fragmentos de proteinas entre las
que se sospecha existe una asociacion con fragmentos de la proteina amarillo fluorescente
(YFP), los cuales no generan fluorescencia por si solos, pero al encontrarse cerca
regeneran su capacidad de emitir fluorescencia. Esto sélo ocurrira si los fragmentos de
proteinas a los que estan fusionados, cada uno por separado, interaccionan. Para ello, se
generaron construcciones con las secuencias que codifican para las proteinas AtLEA4-2,
AtLEA4-5, AtLEA4-51.77 (regidbn amino capaz de estructurarse de la AtLEA4-5) y AtLEA4-
57s.158 (region carboxilo de la AtLEA4-5) en dos vectores distintos que permitieran expresar
y analizar el efecto de generar fusiones en los extremos amino- o carboxilo-terminal de cada
una de las proteinas de interés con las regiones de la YFP. Las diferentes construcciones
generadas se introdujeron en células de hojas de Nicotiana benthamiana por infiltracion,
para transformar algunas de estas células con los pares de plasmidos apropiados que
permitiran entonces la expresion transitoria de las proteinas de fusion, cuya interaccion se
quiere determinar. Este tipo de experimentos con las diferentes construcciones generadas
permitié6 demostrar interacciones homotipicas, es decir, entre si mismas, para las proteinas
AtLEA4-5 y AtLEA4-2 de A. thaliana. Asimismo, se obtuvieron resultados que indican que
tanto la regibn amino- como la carboxilo-terminal de la proteina LEA4-5 presentan
interacciones homotipicas; sin embargo, los datos sugieren que la regiébn amino terminal
posee una mayor capacidad de asociacién entre si que la region carboxilo-terminal.
Sugiriendo, a su vez, que la capacidad de la regién amino-terminal para formar alfa-hélices

pudiera estar implicada en esta interaccion.



INTRODUCCION

Las leyes fisicas que rigen la existencia como la conocemos mantienen en
constante cambio a los seres vivos, obligdndolos a responder a diversos estimulos
internos y externos. En el caso de las plantas, tales estimulos pueden promover una
condicion fisiologica que altera el equilibrio y es potencialmente desfavorable,
condicion que se conoce como estrés. Bajo esta condicion adversa, el crecimiento,
desarrollo, productividad y/o supervivencia de la planta estan comprometidos. Entre
las estrategias de ajuste al estrés, las plantas recurren a la aclimatacion, lo que les
permite responder molecular, metabdlica y fisiologicamente, lo méas rapido posible,
a cualquier tipo de estrés. Dependiendo de las caracteristicas genéticas y la historia
adaptativa de cada especie o variedad, ésta responderd eficazmente o no de
acuerdo con la severidad y al tiempo de duracion de la condicion estresante.
(Lichtenthaler, 1996; Shao, et al., 2008). En la naturaleza las plantas se pueden
enfrentar a dos tipos de estrés: el que involucra interacciones con otros organismos
conocido como estrés hiédtico, y el que generan diversos agentes ambientales como
la cantidad de nutrientes, la temperatura, el pH, las sales en el suelo, la
disponibilidad de agua, la luz, entre otros, a éste se le conoce como estrés abidtico
(Buchanan et al., 2015).

El estrés hidrico (cambios en la disponibilidad de agua) en los cultivares es un
problema al que se enfrentan los agricultores por la disminucion que éste provoca
en la productividad de los cultivos y, consecuentemente, la pérdida econémica que
esto genera, siendo las sequias una de las principales condiciones con estas
consecuencias (Kogan & Guo, 2016). No obstante, las plantas contienden con el
estrés hidrico a través de diferentes estrategias y mecanismos fisiolégicos o
anatdémicos como el cierre de estomas, control del turgor celular, disminucion en el
tamafio de las hojas, reduccion en la velocidad de crecimiento, estrategias de
absorcion y acumulacion de agua. También ocurren ajustes bioquimicos como la
acumulacion de osmolitos, poliaminas y azucares en las células para mantener el
volumen celular funcional, la disminucion en la actividad fotosintética, la reduccién

en la actividad de Rubisco y otras enzimas del metabolismo de carbono. Entre los



ajustes moleculares se encuentran la activacion de la expresion de los genes
implicados en la biosintesis de ABA, en la sintesis de enzimas antioxidantes, en la
produccion de canales de agua, en la biosintesis de chaperonas y de otras proteinas
protectoras, como las proteinas abundantes de la embriogénesis tardia (PLEAS)
(Shao, et al., 2008; Buchanan, et al.,2015). A continuacién, se muestran dos
esquemas simplificando las respuestas de las plantas ante baja disponibilidad de

agua.
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Fig. 1 Respuesta de las plantas ante estrés hidrico. De izquierda a derecha. En la primera imagen se ilustra
la respuesta de los estomas y la actividad metabdlica asi como la actividad fotosintetica ante un estrés hidrico
(Modificado de Osakabe, et al., 2014). En la segunda imagen se muestra la posible participacion de algunos
proteinas ante estrés hidrico (tomado de Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

Las proteinas LEA

Las proteinas LEA fueron descritas por primera vez en la década de los 80 del siglo
pasado (Dure & Galau, 1981; et al.,1986; Ingram & Bartels, 1996) por
caracteristica de acumularse abundantemente en la etapa de maduracion de la
semilla, cuando ésta pierde la mayor parte del contenido de agua. Posteriormente,
se encontro que también se acumulaban ante condiciones de baja disponibilidad de
agua en cualquier tejido y durante cualquier estadio del ciclo de vida de las plantas
gue va desde el estado gamético (polen) a estructuras vegetativas (hojas, raices,
etc.). Estas proteinas estan presentes en todas las especies vegetales hasta ahora

analizadas, y en todas ellas responden ante las condiciones de limitacion de agua,



por lo que se piensa que son ubicuas en el reino vegetal y que estan intimamente
ligadas a condiciones de estrés hidrico. Aunque la mayoria de las PLEA se
consideran parte de un nuevo grupo conocido como “hidrofilinas” debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas (i.e. alta hidrofilicidad y elevado contendio de
aminoacidos pequefios), entre ellas se han agrupado en diferentes familias de
acuerdo con su similitud de secuencia (Galau et al., 1986; Dure et al., 1989; Ingram

& Bartels, 1996; Colmenero-Flores, et al., 1997; Garay-Arroyo, et. al., 2000).
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Fig. 2 Clasificacién de las proteinas LEA de acuerdo a sus motivos conservados. Se muestran con etiqueta
de color y numero los motivos conservados de cada familia, excepto la familia 5. No hay relacién entre motivos
de diferentes familias. Tomado de Battaglia et al. (2008).

La clasificacion utilizada en el presente trabajo corresponde a la propuesta por
Battaglia, et al. (2008), que las agrupa en siete familias (Fig. 2). Las propiedades

fisicoquimicas compartidas entre las familias, (alto contenido de glicina, alto indice



de hidrofilicidad y ausencia de residuos muy hidrofébicos), exceptuando a la
familiab, favorecen una organizacion estructural poco definida o flexible, por lo que
se reconoce a la mayoria de las PLEAs como proteinas intrinsecamente
desordenadas. A las PLEA con estas propiedades también se les conoce como
PLEAs tipicas, de las cuales mas adelante se mencionaran algunas de las

caracteristicas que mantienen al ser proteinas intrinsecamente desordenadas.

A estas proteinas se las ha relacionado con la proteccion in vitro de enzimas
reporteras (e. g. LDH, MDH, ADH, citrato sintasa, etc.) al prevenir su inactivacion
cuando se someten a tratamientos de congelamiento-descongelamiento o a
deshidratacion parcial, sin embargo, se ha reportado que la mayoria de las PLEASs
no son capaces de renaturalizar proteinas previamente afectadas. También se ha
demostrado que confieren estabilidad a membranas artificiales y que son capaces
de unir cationes divalentes (e. g. Ca?*, Zn?**, Cu?**, etc.) (Artus, et al, 1996;
Battaglia, et al., 2008; French-Pacheco, et at., 2018) sumando los antecedentes en
las familias de proteinas LEA 2, 4, 6 y 7 donde se ha reportado la capacidad de
formar oligbmeros in vitro o in vivo ante baja disponibilidad de agua o debido a la
presencia de ciertos iones. Tales precedentes suponen una actividad multifuncional
de las PLEA debido a su interaccion con iones, a la proteccion obtenida ante
diferentes métodos que simulan poca agua y al cambio de estado monomérico a
oligomérico, sin olvidar la flexibilidad estructural al ser proteinas intrinsecamente
desordenadas con capacidad de estructurarse ante cambios ambientales (Goldgur,
et al., 2007; Rivera-Najera, et al., 2008; Hernandez-Sanchez, et al., 2017; Liu, et al.,

2017; Romero, et al., en preparacion).

Ademas, se puede hipotetizar un mecanismo de accion si se considera la formacion
de coacervados o separacion de fases liquido-liquido reportados en proteinas
intrinsecamente desordenadas o con regiones intrinsecamente desordenadas ante
diversas condiciones, favoreceria la creacion de microdominios y la estimulacion de
funciones biolégicas importantes en diferentes estadios de las plantas, por ejemplo,

durante la desecacién de la semilla el fenobmeno de separacion de fases podria



formar compartimientos con moléculas blanco sensibles a la desecacion y/o facilitar
las interacciones transitorias multivalentes con componentes poco disponibles en
condiciones normales de disponibilidad de agua (Cuevas-Velazquez, et al., 2018;
Dignon, et al., 2019; Belott, et al., 2020).

Propuesta de mecanismo

De acuerdo con los resultados de proteccion que se han reportado para proteinas
LEA de diferentes grupos, se han propuesto dos mecanismos de accion: uno similar
al realizado por las chaperonas, en la que estas proteinas protegen a su blanco por
interaccién directa, en tanto el otro sugiere la formacién de un ‘escudo molecular’
en el que las proteinas LEA no interaccionan de forma directa sino a través de
formar un ambiente acuoso alrededor de la proteina blanco (Cuevas-Veladzquez, et
al., 2014). El primer mecanismo (Fig. 3) propone la interaccion proteina-proteina por
parte de la PLEA Yy la proteina cliente a través de sitios de unidn, con una proporcién
1:1, tal como se muestra en los ensayos de proteccion de Reyes 2005; las proteinas
chaperonas al ser intrinsecamente desordenadas o al tener regiones desordenadas,
pueden experimentar cambios conformacionales de desorden a orden y viceversa
para efectuar su actividad, un ejemplo es la chaperona HdeA que en pH 7 se
encuentra en forma de dimeros, pero en un pH &cido se separa en monémeros y
ejerce su actividad de chaperona donde la region que interactda con la proteina
cliente se convierte en una regioén intrinsecamente desordenada (Tapley et al., 2009;
Tompa & Kovacs, 2010)).

La hipotesis de escudo molecular se basa en que las proteinas LEA provocan una
interferencia fisica que reduce los agregados de proteinas sin formar complejos que
interactan con las proteinas cliente; en otras palabras, ya sea formando una
barrera alrededor de las proteinas u ocupando espacio en el medio, que evitaria las
colisiones entre moléculas de proteinas, reduciendo la agregacion y pérdida de
funcidén (Chakrabortee et al., 2012). En ensayos de crioproteccion se ha observado
que las proteinas LEA son capaces de proteger al desplegarse o tener un radio

hidrodindmico grande y de requerir grandes concentraciones, de lo contrario no se



protegeria a la proteina blanco (Hughes et al.,, 2013). Ambos modelos no

necesariamente son excluyentes (Cuevas-Velazquez, et al., 2014).
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Fig. 3 Modelo hipotético tipo chaperona como mecanismo de accién las PLEAs. Se ilustra el efecto que
tiene la baja disponibilidad de agua en una enzima reportera ante la presencia o ausencia de PLEAs. En la parte
superior de la imagen se representa la desnaturalizacion de la enzima, mientras en la regién inmediata inferior
la enzima no sufre dafio al interactuar con la proteina LEA. En la parte inferior de la imagen se ilustra una pLEA
gue adquiere cierto grado de estructuracion ante la baja disponibilidad de agua. Tomado de Olvera-Carrillo et
al. (2011).

Proteinas intrinsecamente desordenadas

En el siglo pasado se consideraba que las proteinas mantenian una estructura
tridimensional mas bien estatica, incluso al interaccionar con sus sustratos, dando
lugar al modelo de llave y cerradura; posteriormente, se reportaron proteinas con
notable dinamismo conformacional, en muchos casos asociado a su funcién dando
lugar a interacciones dinamicas. En el primer caso, se partia de una estructura bien
definida, sin cambios notorios; en tanto que, en el segundo, se considera la
existencia de proteinas con mayor flexibilidad estructural. Sin embargo, es hasta



finales de siglo XX cuando se empez6 a reconocer que no necesariamente se
requiere de una estructura estatica para que una proteina pueda realizar una funcion
determinada, y con ello se acelerd el estudio de aquellas proteinas con mayor grado
de flexibilidad estructural que no cumplian con los cdnones de la relacion estructura-
funcion, en los que se preveia un plegamiento como el de las proteinas globulares
(Tompa, 2009).

Ahora a estas proteinas con estructuras flexibles se les ha llamado de diversas
maneras, como proteinas desplegadas, proteinas intrinsecamente no estructuradas
y proteinas intrinsecamente desordenadas (PID), siendo esta Ultima la mas popular.
También hay quienes prefieren el término de proteinas flexibles. Estas proteinas se
caracterizan por tener una secuencia de baja complejidad (i.e. presencia de
secuencias repetidas), un sesgo en la composicion de residuos de aminoacidos
flexibles o cargados, una baja abundancia de residuos hidrofébicos, todas ellas
propiedades que favorecen la flexibilidad estructural. Ademas, estas caracteristicas
también confieren resistencia a condiciones desnaturalizantes, tanto quimicas (e.g.
SDS, urea, etc.) como ambientales (e.g. el aumento de temperatura o la baja
disponibilidad de agua) (Wright, 1999; Dunker, 2001). También es posible que las
proteinas globulares (también llamadas estructuradas u ordenadas) contengan
regiones con desorden estructural, a las que se les conoce como regiones
intrinsecamente desordenadas (RID), las cuales pueden tener diferente longitud y
se han asociado a propiedades funcionales o estructurales en este tipo de proteinas
(Tompa, 2009).

Algunas funciones descritas para las PID son: presencia en las vias metabdlicas al
encontrarse una gran cantidad de PID o RID como factores transcripcionales
propios del metabolismo, en elementos de sefializacién de cascadas de respuesta
o en proteinas ribosomales (funciones bioldgicas); flexibilidad en sitios de
fosforilacion, actividad de chaperonas o en ensamblaje de complejos (funciones
moleculares); y, siendo de gran importancia médica, la presencia de desorden en

priones, involucrando cancer, neurodegeneracion, enfermedades cardiovasculares,



entre otras (Tompa, 2012). Si bien ya se mencionaron algunas categorias de PID
de acuerdo con Tompa, se les ha relacionado también de acuerdo con sus
propiedades biofisicas, elementos funcionales o secuencias entre otras, con la

finalidad de entender su mecanismo de accion (Van Der Lee, et al., 2014).

Al ser proteinas con la capacidad de relacionarse simultaneamente con mas de un
blanco, a la capacidad de ordenarse y desordenarse ante variaciones ambientales,
se le suma la caracteristica de separacion de fases liquido-liquido, es decir, la
creaciéon de microdominios ante cambios ambientales propiciando otro tipo de
interacciones moleculares dinamicas especificas y transitorias (siendo un ejemplo
los granulos de estrés) dando gran importancia a las PID e RID en los procesos
celulares a diferentes niveles (Cuevas-Velazquez & Dinneny, 2018; Bellot, et al.,
2020).

Debido a su flexibilidad no es posible cristalizarlas, por lo que las técnicas mas
usadas para evaluar sus caracteristicas y dinamicas estructurales son la resonancia
magnética nuclear (RMN) o el dicroismo circular (DC). La aplicacion de
herramientas bioinforméticas también ha permitido acercarse a sus caracteristicas
estructurales, tanto para predecir su grado de desorden como su propension hacia
el orden (Oldfield & Dunker, 2014; Na, et al., 2018).



ANTECEDENTES

Las proteinas LEA del grupo 4 (PLEA4)

En el caso de la planta modelo utilizada para analisis moleculares y genéticos, A.
thaliana, se han descrito 51 genes que codifican para proteinas LEA; siendo el grupo
4 uno de los mas pequefios, al contar con solo tres genes (AtLEA4-5, AtLEA4-2 y
AtLEA4-1, en donde el dltimo numero corresponde al cromosoma en donde se
ubica). Esta caracteristica facilita su estudio, sobre todo a nivel genético y funcional,
ya que se presta para la obtencion de mutantes sencillas o mdltiples para su
posterior analisis fenotipico (Hundertmark & Hincha, 2008; Battaglia, et al., 2008). A
pesar de que las tres PLEA4 tienen una alta conservacion de motivos en la region
amino (los primeros 70-80 aminoé&cidos), existe gran variabilidad de tamafio y baja
similitud en la region carboxilo, por lo que la familia se clasifica en dos subgrupos:
el sub-grupo A conformado por las proteinas AtLEA4-1 y AtLEA4-2, con 134 y 97
residuos, respectivamente; y el sub-grupo B con la proteina AtLEA4-5 conformada
por 158 amino&cidos (Battaglia, et al., 2008; Olvera-Carrillo, et al., 2010). En la
siguiente tabla se muestran algunas caracteristicas de dos proteinas LEA del grupo
4 y de dos regiones independientes de la AtLEA 4-5 cuyo subindice indica los
residuos de aminoacidos correspondientes a la AtLEA4-5 que seran utilizadas a lo

largo de este trabajo.

Proteina # Residuos | Peso molecular (kD) pl Motivos

AtLEA4-5 158 16.17 9.43
AtLEA4-5;.77 77 8.48 9.52 | [z namHER
AtLEA4-575.158 81 7.73 7.21 CEHE—-

AtLEA4-2 97 10.48 9.66 | [z HInamHE—

Tabla. 1 Parametros fisicoquimicos de las PLEAs de A. thaliana. Se muestran las caracteristicas de las
PLEA del grupo 4 de A. thaliana que se utilizaron en el presente trabajo. Los motivos hacen referencia a
secuencias de aminoacidos conservados propios de la familia 4. Los esquemas fueron tomados de Battaglia,
et al. (2008). Datos recopilados de https://web.expasy.org/protparam/.




Se ha propuesto que estas proteinas juegan un papel en la proteccién celular ante
una disminucion en la disponibilidad de agua, ya que se acumulan en el embrion
seco y en distintos tejidos vegetativos de plantas sometidas a estas condiciones.
También se han reportado datos que muestran que las proteinas de esta familia
realizan una funcion protectora en las plantas ante el déficit hidrico: mutantes en
estos genes producen un fenotipo de sensibilidad a este ambiente estresante
durante la germinacion, y también en la fase reproductiva, mostrando un menor
namero de botones florales y de semillas (Olvera-Carrillo, et al., 2010; Olvera-
Carrillo, et al. 2011). Puesto que los fenotipos de sensibilidad se evidenciaron en
las mutantes sencilla y doble del gen AtLEA4-5, se infiere que las proteinas LEA,
aun las de la misma familia, no son redundantes; es decir, que no llevan a cabo la
misma funcién, o bien, que se expresan diferencialmente. Estos datos sumados con
los obtenidos para otras mutantes en genes para proteinas LEA de otros grupos,
refutan la reiterada afirmacion de que estas proteinas realizan las mismas o
similares funciones con posible diversidad de blancos, la cual se fundamentaba en

los resultados obtenidos in vitro.

Propiedades estructurales de las LEA4

La caracterizacion estructural de dos proteinas LEA4 de A. thaliana, AtLEA4-2 y
AtLEA4-5, por RMN y por DC, demostré que son mayoritariamente desordenadas
en solucion acuosa. Sin embargo, si se disminuye progresivamente el agua
disponible con algun soluto como glicerol o se incrementa el amontonamiento
macromolecular, se observé que estas proteinas adquieren estructura tipo alfa-
hélice y disminuye el desorden, también de manera gradual (Cuevas-Velazquez, et
al., 2016). Llam¢ la atencion que los andlisis bioinforméticos de las secuencias de
aminoacidos de estas proteinas (Fig. 4A) sugieren que sus regiones amino tienen
propensién a formar estructuras tipo alfa — hélice, y que ésta es mayor que la
predicha para las regiones carboxilo (Fig. 4C) las cuales mantienen tendencia al
desorden (Fig. 4B). Ante el hecho de que estas proteinas se acumulan
mayoritariamente bajo condiciones de baja disponibilidad de agua sugiere que estas

proteinas pudieran ganar orden en forma de alfa-hélices, en estas condiciones. Un



andlisis por DC més detallado en el que se probaron por separado las regiones
amino (aminoacidos 1-77) y carboxilo (aminoacidos 78-158) terminales de la
proteina AtLEA4-5, manteniéndolas en soluciones con glicerol (para disminuir el
agua disponible) o con poli-etilen-glicol (PEG) (para simular amontonamiento
macromolecular), demostré que la region amino adquiere mas alfa hélices conforme
se incrementan las concentraciones de glicerol, en tanto que la region carboxilo se
mantiene con un alto grado de desorden. Ambas regiones mostraron un
comportamiento similar en presencia de PEG (Fig. 5) (Cuevas-Velazquez, et al.,
2016).

Aln mas interesante resulté el descubrimiento de que la regién amino de la proteina
(AtLEA4-5 1-77) protege la actividad de la enzima LDH, ante condiciones de
deshidratacion y de congelamiento-descongelamiento, con una eficiencia similar a
la de la proteina AtLEA4-5 completa; mientras que la region carboxilo mostré una

eficiencia protectora notablemente menor (Fig.6) (Cuevas-Velazquez, et. al., 2016).

Estos datos han sugerido que la actividad protectora de la regién amino de la
proteina AtLEA4-5 estd relacionada a su capacidad de plegarse en bajas
concentraciones de agua libre, propuesta que podria generalizarse a otras proteinas
LEA (Cuevas-Velazquez, et. al., 2016; Battaglia, et al., 2008; Dure, 1993; Shih, et
al., 2010).
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Figura 4. Experimentos in silico con las proteinas AtLEA4. A)Alineamiento de secuencias de los tres
miembros de proteinas AtLEA4. B) Prediccion de desorden de los miembros del AtLEA4. C) Prediccion de
formar alfa hélice de las proteinas AtLEA4. Tomado de Cuevas-Velazquez et al. (2016).
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Figura 6. Actividad enzimatica de la LDH ante deshidratacion parcial. Grafica que muestra el porcentaje de
protecion que hay hacia la actividad de la LDH de acuerdo a la PLEA o a la region de PLEA utilizada comparando
con la LDH sola (control). Tomado de Cuevas-Velazquez et al. (2016).

Deteccién de oligomerizaciéon de las PLEAA.

Para determinar si la AtLEA4-5 interacciona in vitro con la enzima reportera cliente
LDH, se realizaron experimentos en los que las proteinas se entrecruzaron o no, en
presencia o no de LDH, usando la técnica de entrecruzamiento de proteinas no
modificadas fotoinducido (por sus siglas en inglés PICUP), en la que el
entrecruzador quimico, en este caso el complejo Ru(ll)Bpy3?*, se activa con luz por
algunos segundos, en presencia de un aceptor de electrones, y sin modificaciones
de las proteinas implicadas, por lo que los entrecruzamientos deben ocurrir entre
regiones muy cercanas entre las proteinas (Fancy, et al. 2000). Los datos obtenidos
de estos ensayos mostraron no sélo que la proteina AtLEA4-5 puede interactuar

con la LDH, sino que también forma homo-oligbmeros. Partiendo de estos



resultados, se realizaron entrecruzamientos con las proteinas AtLEA4-5, AtLEA4-2,
AtLEA4-51.77y AtLEA4-578.158 mostrando la formacion de homo-dimeros en todos los
casos, excepto en la region amino. La razén de este ultimo resultado es que el
método de PICUP requiere que los polipéptidos involucrados contengan tirosinas
como sustrato para la reaccion de entrecruzamiento, residuos que no estan
presentes en la region amino, pero si en la region carboxilo. Sin embargo, la
aplicacion del entrecruzamiento quimico a través de tirosinas mostré que la region
amino por si sola también es capaz de formar homo-oligémeros (Fig. 7) (Romero-
Pérez et al., tesis doctoral). Actualmente se estdn realizando experimentos
adicionales in vitro para verificar estas observaciones.

Cabe mencionar que cuando se determina la presencia de las proteinas AtLE4-2 y
AtLEA4-5 a partir de extractos totales de proteinas obtenidos de semilla seca
utilizando anticuerpos especificos para cada una, en experimentos tipo Western
blot, se detectan las formas monoméricas, pero también bandas que migran con
una masa molecular mayor, en el caso de la AtLEA4-5 corresponde a la masa
molecular esperada para el dimero, en tanto que para la AtLEA4-2, las bandas
presentan masas moleculares mayores (Olvera Carrillo, et al., 2010).
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Figura 7. Entrecruzamientos de proteinas AtLEA4. De izquierda a derecha se muestran los Western blot de
los entrecruzamientos de AtLEA4, AtLEA4-5, AtLEA4-2, AtLEA4-51.77y AtLEA4-578.158.Tomado de Romero
(Tesis doctoral).



JUSTIFICACION

Puesto que existen observaciones in vitro que apuntan hacia la posibilidad de que
las PLEA4 formen oligdmeros, surge la pregunta de si esta caracteristica también
ocurre in vivo y nos pueda brindar mayor informacion sobre su comportamiento en
el medio celular El modelo de trabajo propuesto por mi grupo de trabajo sugiere que
las proteinas LEA podrian formar oligdmeros que les permitieran aumentar su
capacidad protectora bajo condiciones muy severas de deshidratacion; por ejemplo,
aguellas que se presentan durante la desecacion de la semilla. Esto podria ocurrir
incluso a través de mecanismos de proteccion diferentes que involucren fenémenos
como la separacion de fase liquido-liquido o la formacion de geles o de estado
vitreo, como el que se presenta en las semillas secas. También es posible que la
asociacion entre ellas les permita protegerse de degradacién dada su flexibilidad
estructural, 0 que en esta organizacion pudiera realizar otra funcion, entre otras
opciones viables en el contexto celular. Estas diferentes observaciones nos llevaron

a proponer la siguiente hipétesis.

HIPOTESIS

Los mondmeros de las proteinas LEA del grupo 4 de Arabidopsis thaliana son

capaces de interaccionar in vivo, a través de sus regiones.

OBIJETIVO GENERAL

Analizar mediante la técnica de complementacion bimolecular de la fluorescencia
(BIFC) si existe interaccion entre mondémeros de las proteinas AtLEA4-5 6 AtLEA4-

2, y determinar cuales regiones de estas proteinas participan en esta asociacion.

Objetivos particulares
e Obtener construcciones en las que los marcos abiertos de lectura para

las proteinas AtLEA4-5 y AtLEA4-2, y para las regiones amino y
carboxilo de la proteina AtLEA4-5 se expresen en fusion con regiones

complementables de la proteina amarillo fluorescente en vectores



disefiados para realizar la técnica de complementacion de
fluorescencia bimolecular (BiFC).

Realizar transformaciones transitorias en Nicotiana benthamiana para
determinar si existe complementacion de la fluorescencia entre
monomeros de la proteina AtLEA4-5 o entre mondmeros de la
proteina AtLEA4-2.

Realizar transformaciones transitorias en Nicotiana benthamiana para
determinar si existe complementaciéon de la fluorescencia entre la
region amino de la proteina AtLEA4-5 6 entre la region carboxilo de la

misma proteina.



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Método para analizar la interaccion de proteinas in vivo

Para el estudio de interacciones de proteina-proteina in vivo existen diversas
técnicas, como el ensayo de doble hibrido (Fields & Sternglanz, 1994), la
‘Transferencia de Energia de Resonancia de Foster’ (FRET por sus siglas en inglés)
(Truong & lkura, 2001) y la ‘complementacion bimolecular de la fluorescencia’
(cuyas siglas en inglés son BiFC), esta ultima fue utilizada en el presente trabajo

por ser una técnica sencilla, econémica y rapida (Figura 8).

El sistema BiFC tiene como fundamento el uso de dos regiones de una proteina
fluorescente, en este caso la proteina amarillo fluorescente YFP, que al expresarse
independientemente no producen fluorescencia, a menos que se fusione con
proteinas o regiones de proteinas que interaccionan, de tal manera que esta
interaccion promueva el acercamiento de las regiones de la YFP lo suficiente para
‘complementarse’ y asi recuperar la fluorescencia (Hu et al., 2002). El sistema se
ha implementado en diferentes organismos, como es el caso de células vivas de
plantas donde se han desarrollado vectores especificos que contienen los
fragmentos truncados de YFP ya sea en la regién amino (SPYNE-SPYCE) o en la
region carboxilo (PYFN43-PYFC43) de las secuencias de interés insertadas (Belda-
Palazon, et al.,, 2012; Walter, et al., 2004). De modo que anteriormente se ha
empleado en busca de oligomerizacion in vivo de dehidrinas (grupo 2 de las PLEAS)
y PLEASs del grupo 6 (Rivera-Najera et al., 2014; Hernandez-Sanchez, et al., 2017).
Esta técnica es ampliamente utilizada debido a su bajo costo, a la rapidez y a la
sencillez con la que se realiza.
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Fig. 8 Sistema BiFC. llustracion de la complementacion de fluorescencia de la proteina amarillo fluorescente. Cuando
las proteinas de interés interactian X y Y, la region Ny C de la YFP se complementan y fluorescen. Tomado de
Kodama & Hu 2012.



MATERIALES Y METODOS

Obtencién de fragmentos relacionados con la familia AtLEA4 a partir de
PENTR

Antes de realizar las construcciones de plasmidos que se utilizarian para la
aplicacion de la complementacion de fluorescencia bimolecular, se verifico mediante
una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en colonia (Tabla 1) que las
secuencias correspondientes a los marcos abiertos de lectura para las proteinas
AtLEA4-2 y AtLEA4-5 y para las regiones AtLEA4-51-77 y AtLEA4-57s.158 fueran las
correctas en los vectores pENTR (donados por D. Renddn y C. Cuevas). Para ello
se utilizaron oligonucleotidos especificos para cada secuencia, de acuerdo con la
descripcion en el Apéndice 1. Los fragmentos obtenidos se enviaron a verificar por
secuenciacion a la Unidad de Sintesis de Oligonucle6tidos y Secuenciacion de DNA
del Instituto de Biotecnologia. Después de la corroboracion, se amplificaron los
fragmentos utilizando los oligonucle6tidos sentido (Fw) M13 y anti-sentido (Rv) M13

para, posteriormente, realizar los experimentos de recombinacion LR.

Tabla 1. Condiciones de PCR para verificar las secuencias AtLEA de interés
y para la amplificacion de los fragmentos correspondientes

Nombre Tamarfo del Condiciones Polimerasa
fragmento utilizada
(pb)

TRC*-TRC* 227-294 95°C por 5 min; 30 ciclos de Tag (Thermus

95°C por 30 s, 59°C por 30 s, aquaticus)
72°C por 30 s; se finaliza con
72°C por 5 min.

M13Fw- 573-640 98°C por 5 min; 30 ciclos de Pfu (Pyrococcus
M13RV 95°C por 1 min, 60°C por 30  furiosus)

s, 72°C por 30 s; se finaliza

con 72°C por 5 min.

*QOligonucledtidos especificos para cada secuencia de AtLEA, mas informacion en el Apéndice 1. El
tamafio del fragmento abarca un rango donde el menor niimero corresponde o es aproximado a los
fragmentos AtLEA4H, AtLEARC y AtLEA4-2, mientras el de mayor tamafio representa al fragmento
obtenido de AtLEA4-5.

Se utilizaron dos versiones de las secuencias de interés a insertar, una conteniendo

su codon de paro y otra sin éste. Al inicio del proyecto se contaba solamente con



las secuencias con codon de paro que se utilizaron para clonar en los vectores
PYFN43-PYFC43, mientras se obtenian las segundas (sin codon de paro) para
insertarse en los vectores SPYNE-SPYCE, debido a que su presencia interrumpe la

traduccion de la proteina amarillo fluorescente.

Los productos de PCR se separaron en geles con agarosa al 2% en una camara de
electroforesis durante 30 min a ~90 V. Posteriormente, se tomé fotografia del gel
con apoyo de un foto-documentador (ImageQuant, General Electric).

Siguiendo el protocolo del paquete GeneJET Gel Extraction (Thermo Fisher) se
purificaron los fragmentos amplificados por PCR con los oligonucle6tidos M13Fw y
M13Rv, se cuantificaron con apoyo de un nano-espectrofotometro (Nanodrop) y se

guardaron en un tubo de 1.5 mL a -20°C.

Disefio, construccion y verificacion de los plasmidos utilizados
Verificacion de los vectores destino

Se utilizaron dos versiones de vectores destino (Tabla 2). En ambos casos, los
vectores confieren resistencia a kanamicina y contienen al promotor 35S del virus
del mosaico de la cloriflor (CaMV), asi como al terminador R-Nos para su expresion
en plantas. Los vectores PYFN43 y PYFC43 contienen doble promotor 35S. Para
facilitar la visualizacion de las construcciones a obtener se muestra un esquema de

los esqueletos de los cassettes (Fig. 9)

Tabla 2: Vectores destino para expresién transitoria

Nombre del vector Posicién de YFP Regién de YFP
PYFN 43! Rio abajo del promotor 35S Amino

PYFC 43! Rio abajo del promotor 35S Carboxilo
SPYNE? Rio arriba del terminador R-NOS Amino

SPYCE? Rio arriba del terminador R-NOS Carboxilo

1 Primera version de vector destino. 2 segunda version de vector destino.
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Figura 9. Esquema de los vectores a utilizar. Se ilustran los esqueletos de los cuatro diferentes
vectores utilizados en el presente trabajo, en ambos se muestran las posiciones del promotor 35S,
el fragmento de la YFP, los sitios de recombinacion att, el terminador Nos y la regién donde se inserta
el gen de la proteina de interés. A) Cassette de los vectores SPYNE (arriba)/SPYCE (abajo) con el
fragmento de la YFP en la regién C-terminal. B) Cassettes de los vectores pYFN (arriba)/ pYFC
(abajo) con el fragmento de la YFP en la regién N-terminal.

Para verificar la autenticidad de los vectores destino, se realiz6 una PCR con el
juego de oligonucledtidos citados en la Tabla 3. En el caso de los vectores PYF se
realiz6 una reaccién con la enzima EcoRV (Eco321, Thermo Fisher), utilizando 1 pg
de DNA, 15 uL de agua estéril, 2 pL de Buffer R 10Xy 1 pL de enzima, incubado a
37° durante 16 horas; después del tiempo de incubacion, se inactivd la enzima a
80°C durante 20 min y los productos de la reaccion se separaron en un gel de
agarosa al 1%. Los fragmentos separados se fotografiaron con un foto-
documentador (ImageQuant 300, General Electrics)

Tabla 3. Condiciones de la PCR para confirmar la identidad del vector

Nombre Tamafo aprox. Condiciones
del fragmento
35S-RNos ~600 - 1000 95°C por 5 min; 30 ciclos a 95°C por 30 s,

59°C por 30 s, 72°C por 30 s; se finaliza
con 72°C por 5 min.

*El rango del tamafio de los fragmentos esperados abarca los correspondientes a los vectores
SPYNE, SPYCE, PYFN43 y PYFC43.

El DNA plasmidico (pDNA) de cada vector se introdujo por transformacion a células
de Escherichia coli cepa DB3.1, en la que se replican para su posterior purificacion,

cuando asi se requiera. El protocolo de transformacion se describe mas adelante.



Clonacidon de los fragmentos de DNA relacionados con la familia AtLEA4 en

los vectores destino.

Puesto que el vector de entrada (Entry clone) posee la misma resistencia de
antibiético que el vector destino, se opté por utilizar los productos de PCR obtenidos
en el apartado ‘Obtencion de fragmentos de AtLEA4 a partir de pLENTR’. Empleando
la enzima LR Clonase Il Enzyme (Invitrogen), se realiz6 la recombinacion entre los
productos de PCR correspondientes a las proteinas AtLEA4-5, AtLEA4-5:.77,
AtLEA4-578.158 y AtLEA4-2 (Entry clone) y los vectores destino SPYNE, SPYCE,
PYFN43 y PYFC43, dando lugar a 14 construcciones (vectores conocidos como
Expression clone) ya que se cuenta con 2 construcciones realizadas por la
estudiante Romero (AtLEA4-5 dentro de SPYNE y SPYCE) (Apéndice 2). Los
componentes de cada reaccion de recombinacion fueron: ~60 ng del producto del
PCR linearizado, ~150 ng del vector destino (relacion molar 1:1), 0.5 yL de LR
Clonase Il Enzyme y el Buffer TE (pH 8.0) necesario para alcanzar 4 uL de volumen
final. Las reacciones se incubaron a 25°C durante ~16 horas y, posteriormente, se
detuvieron con 0.5 pL de proteinasa K y se incubaron durante 10 minutos a 37°C.
Todo el producto de la reaccion se utilizé para transformar células quimio-

competentes de E. coli DH5a.

Protocolo de transformacién de las cepas de Escherichia coli DH5ay DB3.1

Las células quimiocompetentes de la cepa apropiada se descongelaron por 20 min
en hielo y se afadieron 1.5 pL del DNA plasmidico (~10 ng), posteriormente, se
sometieron a un choque térmico por 1 min a 42 °C y 1 min en hielo, este
procedimiento se repiti6 dos veces. Se recuperaron las células en 1 mL de LB
durante una hora a 37 °C con agitacién y luego se concentraron centrifugando a
7,000 rpm, desechando 300-500 pL del sobrenadante. La pastilla celular se
resuspendio en el sobrenadante restante, de esta suspension se plaquearon 150 y
300 pL en cajas Petri con medio LB sdlido conteniendo kanamicina [50ug/ulL], para
seleccionar a las células que se hubiesen transformado con los plasmidos en

cuestiéon. Por dltimo, las cajas se incubaron por 12-24 h a 37° C.



Confirmacion de la transformacioén

Ademas de verificar el crecimiento de las bacterias transformantes en el medio de
seleccidn, se realiz6 PCR de colonias utilizando los oligonucleotidos que flanquean
la secuencia insertada en combinacion con el terminador R-NOS presente en el
vector destino (Tabla 4). En el caso de las construcciones en los vectores PYF,
adicionalmente se realizaron digestiones con enzimas de restriccion, como se
describio para la verificacion del vector. Las colonias seleccionadas para realizar la
PCR se resembraron sobre medio solido fresco en caja Petri, para conservarlas. Se
purifico pDNA en pequefia escala utilizando el paquete GeneJET Plasmid Miniprep
de Thermo Fisher, el pDNA obtenido se cuantific6 con apoyo de un nano-
espectrofotometro (Nanodrop) y se guardé en un tubo de 1.5 mL a -20 °C.

Tabla 4. Condiciones de PCR para verificar la transformacion

Nombre Tamaro del Condiciones
fragmento
TRC*-R-NOS ~400-1000 95°C por 5 min; 30 ciclos de 95°C por

30 s, 59°C por 30 s, 72°C por 30 s; se
finaliza con 72°C por 5 min.

*Oligonucledtidos especificos para cada secuencia de AtLEA, mas informacién en el Anexol.

Los fragmentos se verificaron por electroforesis en gel de agarosa al 2%, en tanto
gue los productos de digestion con enzimas de restriccion se separaron en geles de
agarosa al 1%. En ambos casos la electroforesis se corrio por 30 min a ~90 V.

Posteriormente, se tomo fotografia del gel con apoyo de un fotodocumentador.

Protocolo para las reacciones de polimerizacion en cadena (PCR)

Los componentes de las PCR para cada uno de los fragmentos de DNA
amplificados con la enzima Taq fueron: 2 pL de buffer 10x, 0.4 pL de dNTPs 10 mM,
0.24 pL del oligonucleodtido Fw 10 ng/pL, 0.24 pL del oligonucledétido Rv 10 ng/uL, 1
UL de enzima, 1 pL de la muestra 10 ng/pL, o la cantidad de colonia obtenida con

la punta de un palillo estéril, y 15.12-16.12 pL de agua libre de nucleasas. Para las



PCR realizadas con la enzima Pfu la mezcla fue como sigue: 5 pL de buffer con
MgSOa4 10x, 1 pL de dNTPs 10 mM, 1 pL del oligonucleétido Fw 10 ng/ul, 1 pL del
oligonucledtido Rv 10 ng/uL, 1 pL de la muestra de DNA 10 ng/uL, 1 pL de enzima

y 39 pL de agua libre de nucleasas dando un volumen final de 50 pL.

Secuenciacion de los fragmentos de DNA y de los plasmidos obtenidos

La secuencia de nucleotidos tanto de los vectores como de las construcciones
finales y los plasmidos con los fragmentos que codifican secuencias relacionadas
con la familia AtLEA4 se obtuvo a través de la Unidad de Sintesis y Secuenciacion
de DNA del Instituto de Biotecnologia. Las muestras se enviaron en un volumen
final de 16 pL conteniendo 1 pL del oligonucleétido a 10 ng y de 300-1000 ng de
DNA.

Preparacion de las mezclas para la conservacion de las cepas bacterianas

Las cepas bacterianas, conteniendo cada una de las construcciones que se
obtuvieron, se prepararon para su conservacion a largo plazo. Para ello, se
crecieron los cultivos bacterianos en medio rico (LB) con el antibi6tico indicado
durante 12-16 h, a la temperatura 6ptima de crecimiento para cada caso; de este
cultivo se tomaron 500 pL y se adicionaron 500 uL de glicerol estéril al 50%. Esta
suspension se homogenizé muy bien y se transfirio a tubos estériles de 1.5 mL. Los
tubos se conservaron a -80°C para su uso posterior. La toma de células de estas
muestras de reserva se realiz6 con un asa bajo condiciones de esterilidad, sin
descongelar la muestra, para evitar cambios bruscos de temperatura, lo cual iria

disminuyendo su viabilidad.

Transformacidn de Agrobacterium tumefaciens GV3010

Con modificaciones del protocolo de Miranda-Brasileiro y Vera Tavares (1998), se
transformaron células quimiocompetentes de A. tumefaciens GV3010 como se
describe a continuacion. Las células se descongelaron durante 20 min en hielo, se
afiadieron ~100 ng de DNA plasmidico y se dejaron reposar nuevamente en hielo
entre 10-20 min, después se colocaron en N2 por 2 min, y se descongelaron a 37°C

por 3-5 min. Posteriormente, se incubaron en hielo por 1 min, y transcurrido este



tiempo, se les agreg6é 1 mL de LB, y se incubaron por 2 horas a 28°C con agitacion.
En seguida, se plaguearon 50 y 150 uL del cultivo en cajas con LB soélido, adicionado
con kanamicina y rifampicina [50ug7uL], los antibiéticos necesarios para seleccionar
a las células de A. tumefaciens que se hubiesen transformado con los plasmidos en
cuestion. Se incubaron durante dos dias a 28°C y las colonias crecidas en este
medio de seleccidn se utilizaron para corroborar la presencia del plasmido de interés

correspondiente por PCR en colonia.

Transformacion transitoria de hojas de Nicotiana benthamiana por agro-

infiltracion.

Partiendo del protocolo modificado de Luna-Valdez (2019), se completo el siguiente
proceso. Se prepar6 un precultivo en 1 mL de LB suplementado con kanamicina y
rifampicina por cada cepa transgénica de A. tumefaciens a utilizar, en cada caso se
incluy6 A. tumefaciens que expresaran la proteina de tomate la cepa auxiliar p19, la
cual es un supresor del silenciamiento y permite una mayor expresién de las
proteinas de interés (Voinnet, et al., 2003; Leuzinger, et al., 2013). Los cultivos se
incubaron durante 12-16 horas a 28 °C en agitacion; posteriormente, se inocularon
25 mL de LB fresco, suplementado con kanamicina y rifampicina, con 1 mL del
precultivo, el cual se incubd bajo las mismas condiciones de tiempo, temperatura y
agitacion. Al término de este tiempo, los cultivos se cosecharon por centrifugacion
en tubos cénicos de 50 mL a 8,000 rpm (rotor JA20) durante 10 min a temperatura
ambiente, se descart6 el sobrenadante y se resuspendié cuidadosamente la pastilla
de células en 5 mL de MgCl2 10 mM. Para determinar la densidad celular de los
cultivos por absorbancia, se hicieron diluciones 1:20 (que denominaremos (Fd)) de
cada cultivo (por triplicado), y la turbidez se determind en un espectrofotbmetro a
una longitud de onda de 600 nm. Los calculos se realizaron obteniendo la media
aritmética de la absorbancia de cada muestra (que denominamos A2ox por el factor
de dilucion 1:20). Se ajustdo el volumen de cada cultivo para obtener una
absorbancia (a 600 nm) final de 0.75 (An) en 5 mL de MgCl2 10 mM (V2). Para
conocer el volumen necesario a utilizar de las células resuspendidas, se aplicé la
siguiente formula: Vix= (V2*An) /(Azox*Fd)



Se mezcld el volumen resultante de la formula de Vix + Vip1e + Viy donde Vix son las
construcciones con la regién amino y Viy son las construcciones con la region
carboxilo, dando una absorbancia total de 2.25 (Tabla 5). Por dltimo, para promover
la transformacion, se afiadieron 5 puL de acetosiringona 1000x (50 pg/mL) y los
cultivos se incubaron durante 3 horas 25°C. La mezcla de bacterias se infiltro en
hojas de N. benthamiana utilizando una jeringa sin aguja, presionando suavemente
contra el envés de las hojas mientras se aplicaba una ligera presion en el émbolo.
El &rea agroinfiltrada se delimitd y marcé con un plumon. Las hojas agroinfiltradas
con las construcciones de PYFN/C se procesaron después de 48 horas; en tanto
que las construcciones de SPYNE/SPYCE se analizaron después de 72 horas. La
mezcla de bacterias estaba constituida por aquellas que contenian las
construcciones con la secuencia de interés (AtLEA4-5, At.LEA4-2, AtLEA4-51.77 0
AtLEA4-57s.158 ) insertada en el vector destino fusionada a la region amino de la
proteina amarillo fluorescente (ya sea PYFN o SPYNE), las células conteniendo las
construcciones con la misma secuencia insertada en el vector destino fusionada a
la regidon carboxilo de la proteina amarillo fluorescente (PYFC o SPYCE), y las
bacterias que llevaban el plasmido expresando pl19. Estas bacterias ingresaran con
cierta probabilidad a algunas células de los tejidos vegetales, en donde los
plasmidos con las secuencias de interés podran expresar las proteinas
correspondientes; la presencia de dos proteinas de fusion con las regiones
complementarias de la YFP en una célula vegetal podra regenerar la fluorescencia
en caso de que interaccionen entre si. En el presente trabajo de tesis solamente se
emplearon las mezclas homotipicas de las proteinas de interés (Tabla 5).

Tabla 5. Mezclas de construcciones

VECTOR PYFEN/PYFC VECTOR SPYNE/SPYCE
PYFN-ATLEA4-51.77 /| PYFC- ATLEA4-51.77 | SPYNE-ATLEAA4-51.77/ ATLEA4-51.77
PYFN- ATLEAA4-57s.1558 /| PYFC- ATLEA4-578.158 | SPYNE-ATLEA4-575.158/SPYCE-ATLEA4-575.158
PYFN-ATLEA4-2 | PYFC-ATLEA4-2 } SPYNE-ATLEA4-2 /| SPYCE-ATLEA4-2
|

PYFN-ATLEA4-5 | PYFC-ATLEA4-5 SPYNE-ATLEA4-5/ SPYCE-ATLEA4-5
PYFN / PYFC* SPYNE / SPYCE*

*Control negativo que representa los vectores destino sin secuencia insertada.



Preparacion de muestras y obtencién de las imagenes con un microscopio

confocal

Se obtuvieron aleatoriamente circulos de 0.6 mm de diametro con apoyo de un
sacabocados, a partir de las zonas infiltradas de las hojas de N. benthamiana; estos
circulos se colocaron en un portaobjetos sobre una gota de agua y se les cubri6 con
un cubreobjetos, se dejaron reposando 10 min y se montaron en un mMicroscopio
confocal (Yokogawa). Las observaciones se realizaron con el apoyo del Laboratorio
Nacional de Microscopia Avanzada (LNMA) localizado en el IBt-UNAM.

Las condiciones técnicas utilizadas en el microscopio confocal Yokogawa
consistieron en el uso de una camara Ixon, con el objetivo 20X, en el canal de 515
(frecuencia de excitacion), con stacks en z, 15 micras arriba y 15 micras abajo, con
16 cuadros alrededor del centro. El tiempo de exposicidn y la intensidad del laser
se establecieron de acuerdo con las muestras utilizadas. En el Apéndice 3 se
muestran los ajustes de observacion utilizados en cada caso. Se obtuvo un mosaico
de fotografias en formato slidebook (.sld), el cual se proces6 con el programa
ImageJ (FIJI). El contraste se ajustd solo en el caso de las imagenes
correspondientes a las hojas infiltradas con bacterias conteniendo las
construcciones en los vectores SPYNE-SPYC; este ajuste fue el mismo entre todas

las muestras provenientes del mismo evento de observacion.



RESULTADOS

Obtencidn de las construcciones en los vectores para expresion
transitoria de las proteinas AtLEA4-2, AtLEA4-5, AtLEA4-51.77y
AtLEA4-575.158

Obtencién de los fragmentos AtLEA4 a partir de vectores pENTR

De acuerdo con el primer objetivo, se realizaron PCRs para amplificar los
fragmentos codificantes para las proteinas AtLEA4-5 y AtLEA4-2 y para los
fragmentos correspondientes a la region amino-terminal (AtLEA4-51.77) y carboxi-
terminal (AtLEA4-577.158) de AtLEA4-5 (en algunas ocasiones me referiré a todos
estos fragmentos como ‘fragmentos AtLEA4’), los cuales se encontraban insertados
en plasmidos de ‘entrada’ lamado pENTR. Estos fragmentos se obtuvieron usando
oligonucledtidos que apareaban justo después de los sitios de recombinacion att y
cuyo tamafio final fue 573 pb para AtLEA4-51.77, 598 pb para AtLEA4-577-158, 640 pb
para AtLEA4-2 y 800 pb para AtLEA4-5 (Anexo 1.1). Una vez amplificados, se
verificaron por secuenciaciéon de DNA y se demostré que la secuencia era la
correcta en cada uno de los casos (Anexo 1.2).

Antes de introducir los fragmentos obtenidos en los vectores destino para la
expresion de cada uno de los polipéptidos de interés, los vectores se verificaron
tanto a través de PCR como con enzimas de restriccién, cuyos productos se
separaron por electroforesis en geles de agarosa para comprobar su tamafio (Anexo
2.1).

Insercidon de los fragmentos AtLEA4-2, AtLEA4-5, AtLEA4-51.77y AtLEA4-578-158

en los vectores destino pYFN 6 pYFC.

Una vez obtenidos y verificados los vectores, asi como los fragmentos AtLEA4, se
realizaron las clonaciones correspondientes (Tabla 5) y la transformacion de células
guimiocompetentes de E. coli (ver Materiales y métodos). Una vez seleccionadas

las colonias positivas en los medios adecuados, se tomaron varias colonias para



realizar experimentos de PCR, confirmando con ello la insercién en los vectores
destino de acuerdo al tamafio de los fragmentos esperados en cada caso: 400-474
pb para las construcciones pYFN4-51.77, pYFC4-51.77, pYFN4-578-158, pYFC4-578-158,
PYFN4-2 y pYFC4-2 (Fig. 10); y 800 pb para las construcciones pYFN4-5 y pYFC4-
5 (Fig. 10 E, Fig.10F).

A AHEASS /N AHLEAS-S,,.../C B AtLEA4-5, 1,/C ¢ AtLEAG-5,4 1co/N
51 2 & B 5 6 2 & 19 w 1 2 3 4 S5 6. . 1 2 3 4
500 e - - - v
D aweas2N AtLEA4-2/C £ AtLEA4-5/N F
AtLEA4-5/C
1 2 3 4 56 7 8 9 1 2 3 4 5
P PO i & L 2 3 & S

Figura 10. Verificacion de las construcciones en los vectores pYFN o pYFC. Separacion de los
fragmentos obtenidos por PCR por electroforesis en geles de agarosa. A) En los carriles 2 - 4 se
muestran los fragmentos obtenidos a partir del plasmido pYFN4-5:1.77, el carril 5 corresponde a su
control negativo respectivo; los carriles 6 - 8 muestran los fragmentos obtenidos a partir de pYFC4-
57s-158, y €l carril 9 corresponde a su control negativo. B) Los carriles 2 - 5 muestran los fragmentos
obtenidos a partir de pYFC4-51.77 y el carril 6 es su control negativo. C) Los carriles 2 y 3 muestra los
fragmentos amplificados a partir pYFN4-57s-158 y el carril 4 muestra al control negativo. D) Los carriles
2 - 4 muestra los fragmentos amplificados a partir del pYFN4-2 y el carril 5 corresponde al control
negativo; los carriles 6 - 8 muestran los fragmentos obtenidos a partir del pYFC4-2 y el control
negativo se muestra en el carril 9. E) y F) En los carriles 3 y 4 se muestran fragmentos provenientes
de pYFN4-5y de pYFC4-5 respectivamente, y en los carriles 5 los controles negativos respectivos.
Los recuadros rojos marcan la colonia que se seleccion6 en cada caso.

En el caso de los ensayos de PCR a partir de las construcciones con los vectores
SPYNE/SPYCE, se obtuvieron fragmentos de un tamafio aproximado de 700 pb
para AtLEA4-51.77 y para AtLEA4-57s-158, y de 760 pb para AtLEA4-2 (Fig. 11). En
todos los casos que aqui se muestran se demostrd que las construcciones en los
plasmidos destino contenian el fragmento del tamafio esperado. La identidad de los
fragmentos en todos los casos se verificd por secuenciacion de DNA; el andlisis de
las secuencias obtenidas demostré que los fragmentos se habian insertado
correctamente y que las fusiones estaban en las fases de lectura adecuadas (Anexo
3).
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Figura 11. Verificacion de las construcciones en SPYNE y SPYCE. Ensayos de electroforesis en
gel de agarosa de productos de PCR de colonia de las recombinaciones dentro de los vectores
destino SPYNE y SPYCE. A) Carriles 2-5 SPYNE4-5:.77, carril 6 control negativo de SPYNE/CE4-5a.
77, carriles 7-10 SPYCE4-51.77. B) Carriles 2-5 SPYNE4-57s.158, carriles 6-8 SPYCE4-57s.1s8, carril 9
control negativo de SPYNE/SPYCERC. C) Carriles 2-5 SPYNE4-2, carriles 6-9 SPYCE4-2. Los

recuadros rojos sefialan las colonias seleccionadas.

Con el fin de no dejar duda sobre la orientacion de las inserciones en los vectores
destino pYFN o pYFC, las construcciones se verificaron también por digestion con
la enzima Eco321 (Thermo Fisher). Al separar los productos de las reacciones en
geles de agarosa se obtuvieron las tres bandas esperadas en el caso de los
vectores vacios (Fig. 12, carriles 7 y 11). En el caso de la insercidon de cualquiera
de los fragmentos AtLEA4 en el vector pYFN, desaparece la segunda banda que
corresponde a un fragmento de 3,566 pb, consistente con la presencia de una
alteracion de este, en tanto que las bandas correspondientes a fragmentos de 6,060
pb y de 2,625 pb se mantienen. En el caso de la insercién de AtLEA4-5:1.77y de
AtLEA4-578-158 se generd una banda de ~2,350 pb (Fig. 12, carriles 2 y 3); cuando
ocurrio la insercion de los fragmentos codificantes de AtLEA4-2 y de AtLE4-5, las
bandas obtenidas fueron de ~2,590 pb (Fig. 12, carril 4) y de ~2,620 pb (Fig. 12,
carril 5), respectivamente. Para el caso de las inserciones en el vector pYFC de los
fragmentos AtLEA4-51.77 y AtLEA4-57s.158 Se obtuvo una banda de 2,150 pb (Fig.
12, carriles 7 y 8, respectivamente), para la insercion de la secuencia codificante de
AtLEA4-2 la banda obtenida mostrdé un tamafio de 2,380 pb (Fig. 12, carril 9), en
tanto que cuando la secuencia completa de AtLEA4-5 se encontrd en este vector,
la banda generada fue de 2,410 pb (Fig. 12, carril 10).
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Figura 12. Verificacién de la insercidon de los fragmentos de interés en los vectores pYFN y
pYFC mediante digestiones con enzimas de restriccion. Los productos de cada una de las

reacciones de restriccion con Eco321, se separaron en un gel de agarosa al 1%. Los carriles 2 - 5
corresponden a los patrones de restriccion obtenidos de las construcciones pYFN4-51.77, pYFN4-57s.
158, PYFN4-5, pYFN4-2; el carril 6 muestra el patron para el vector vacio. Los carriles 7 - 10
corresponden a los patrones de restriccion obtenidos de las construcciones pYFC4-5;1.77, pYFC4-57s.
158, PYFC4-5, pYFC4-2; el carril 11 muestra el patron para el vector vacio. El carril 1 corresponde al
marcador de tamafio, mientras las lineas rojas permiten ubicar el tamafio del fragmento. A la
izquierda se colocé como referencia la imagen del marcador SM1331 dada por el provedor Thermo
Fisher.

Produccion de transformantes transitorias de hojas de N.

benthamianay obtencién de fotografias

Transformacion de A. tumefaciens GV3010 y verificacion de las bacterias

transformadas

Una vez verificadas las construcciones en los vectores adecuados para el analisis
de interaccion homotipica entre cada una de las proteinas de interés, se introdujeron
en A. tumefaciens por transformacion, como se describe en materiales y métodos.
Las bacterias transformadas se seleccionaron con los marcadores correspondientes
y la identidad de los plasmidos en cada caso se verific6 por medio de PCR,

utilizando los oligonucleétidos adecuados para cada pladsmido. Los resultados



obtenidos se muestran en la figura 13, en donde se puede apreciar que el tamafio
de los fragmentos es el esperado. Cabe hacer notar que las construcciones
SPYNE4-5 y SPYCEA4-5 fueron donadas por P. S. Romero.
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Figura 13. Verificacion de la identidad de los plasmidos introducidos por trasnformacion en
A. tumefaciens. A) Los carriles 2-3 muestran los fragmentos AtLEA4-51.77 obtenidos en pYFN y
pYFC, respectivamente; el carril 4 corresponde a su control negativo; los carriles 5y 6 muestran a
los fragmentos AtLEA4-57s.158 en los vectores pYFN y pYFC, respectivamente; el carril 7 corresponde
a su control negativo; los carriles 8 y 9 muestran al fragmento correspondiente a AtLEA4-2 en pYFN
y pYFC, respectivamente, y el carril 10 contiene a la muestra del control negativo. B) Carriles 2, 3y
4 muestran los fragmentos correspondientes al fragmento AtLEA4-5 proveniente de pYFN y pYFC
y al control negativo, respectivamente. C) Carril 2-4 son los fragmentos de pYFN4-5;.77.

Los productos de PCR de las construcciones dentro del vector SPYNE tienen un
tamafio aproximado de 1000 pb, mientras que las construcciones en el vector
SPYCE son de cerca de 700 pb para AtLEA4-51-77y AtLEA4-578.158'y de 810 pb en
AtLEA4-2 y AtLEA4-5 (Fig. 14), concordando con lo esperado.
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Figura 14. Verificacion de la trasnformacion de A. tumefaciens con las construcciones dentro
de los vectores SPYNE y SPYCE. A) Los carriles 2-3 representan los fragmentos obtenidos de
SPYNEA4-5:.77y SPYCE4-51.77, mientras el carril 4 es su control negativo respectivo, los carriles 5y
6 corresponden a los fragmentos de SPYNE4-57s.155y SPYCE4-575.158 con el carril 7 como negativo,

los carriles 8 y 9 pertenecen a SPYNE4-2 y SPYCE4-2 con su control negativo en el carril 10. B) Los
carriles 2 y 3 representan los fragmentos de SPYNE4-5y SPYCE4-5.

=

Transformacion transitoria de hojas de N. benthamiana

Para abordar el segundo y tercer objetivo de este proyecto, las bacterias de A.
tumefaciens conteniendo los plasmidos con las construcciones verificadas se

utilizaron para llevar a cabo la transformacion transitoria de hojas de N.



benthamiana. Este método ha sido ampliamente aplicado como una de las técnicas
para determinar la interaccion fisica in vivo de diferentes proteinas o fragmentos de
estas, ya sea con ellas mismas (homotipica) o con otras (heterotipica). Como se
describe en la seccidén de materiales y métodos, cada uno de los cultivos de células
de A. tumefaciens con las construcciones descritas (Tabla 5) se infiltré en hojas de
N. benthamiana y, después del periodo indicado, las hojas se sometieron a
observacion de fluorescencia en un microscopio confocal. En el caso de que las
proteinas fusionadas con las regiones complementarias de la YFP se asociaran
entre si, se esperaria la reconstitucion de la funcionalidad de la YFP y, por tanto, la
emision de fluorescencia en aquellas células vegetales en las que, al menos, dos
plasmidos con las construcciones complementarias hubiesen penetrado y

expresado las proteinas de fusion correspondientes.

Analisis de las hojas transformadas

Observacion de la complementacion de la fluorescencia en hojas agro-
infiltradas con la mezcla pYFN-AtLEA4-5/pYFC-AtLEA4-5 o pYFN-AtLEA4-
2/pYFC-AtLEAA4-2

Los tres eventos de agro-infiltracion de las hojas de N. benthamiana con las mezclas
PYFN-AtLEA4-5/pYFC-AtLEA4-5 6 pYFN-AtLEA4-2/pYFC-AtLEA4-2 mostraron una
clara sefial fluorescente, indicando que las proteinas AtLEA4-5 y AtLEA4-2
interaccionan consigo mismas en las condiciones normales de estas células
vegetales, es decir, sin someterse a ningun tipo de estrés (Fig. 15). La sefal de
fluorescencia detectada en la mayoria de las hojas transformadas con la mezcla
PYFN-AtLEA4-2/pYFC-AILEA4-2 fue mayor que la obtenida en las hojas agro-
infiltradas con la mezcla pYFN-AtLEA4-5/pYFC-AtLEA4-5 (Fg. 15). Por tanto, estos
resultados sugieren fuertemente que las proteinas AtLEA4-5 y AtLEA4-2 pueden

interaccionar consigo mismas en un ambiente celular normal.
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Figura 15. Complementacion de la fluorescencia en hojas de N. benthamiana transformadas
con las construcciones pYFN-4-5/pYFC-4-5 6 pYFN -4-2/ pYFN -4-2. En esta figura se muestran
imagenes representativas de cuatro eventos de agro-infiltracion, once hojas diferentes en total. La
primera fila corresponde a hojas transformadas con pYFN-4-5/pYFC-4-5; en tanto que la segunda
fila muestra la fluorescencia detectada en hojas transformadas con la mezcla pYFN-4-2/pYFC-4-2.
La tercera fila corresponde al control negativo, en el cual se agro-infiltr6 la mezcla de los vectores
vacios utilizados pYFN/pYFC. Columna de izquierda a derecha, fluorescencia, campo claro y
superposicion de campo claro y fluorescencia. Escala de 100 pm.



Observacion de la complementacion de la fluorescencia en hojas agro-
infiltradas con la mezcla pYFN-AtLEA4-5/pYFC-AtLEA4-5, pYFN-AtLEA4-5;-
77IpYFC-AtLEA4-51-77 6 pYFN-AtLEA4-578.158/p YFC-AtLEA4-575-158

Con la finalidad de determinar cuales regiones de la proteina AtLEA4-5, amino o
carboxilo, participaban en la asociacion con ella misma, el sistema BIFC se aplicé a
construcciones que produjeran fusiones de YFP con la regién amino, AtLEA4-51.77,
o con la region carboxilo, AtLEA4-57s158. Para ello, se utilizaron las mezclas pYFN-
4-5/pYFC-4-5, pYFN-4-51.77/pYFC-4-5177 y PYFN-4-578.158/pYFC-4-578.158 para
agroinfiltrar hojas de N. benthamiana. La mezcla pYFN-4-5/pYFC-4-5, al ser la
proteina AtLEA4-5 completa, sirve de comparacion con sus regiones expresadas de

manera independiente.

El andlisis de la fluorescencia en este experimento mostré que todas las muestras
correspondientes a las mezclas pYFN-4-51-77/pYFC-4-51-77y pYFN-4-575.158/pYFC-
4-578-158 emitieron una sefal de fluorescencia mayor a la registrada en los controles
negativos (Fig. 16) e incluso, en algunos casos, similar a la obtenida con la mezcla
pYFN-4-5/pYFC-4-5 (Fig. 16). Estos resultados indican que ambas regiones de la
proteina AtLEA4-5 pueden interaccionar consigo mismas; sin embargo, dada la
limitacién intrinseca de este método, no fue posible determinar si la asociacién es
mas o0 menos fuerte entre la region amino o entre la region carboxilo. Las imagenes
sugieren que la interaccion entre si de la region amino AtLEA4-51.77 es muy similar
a la que ocurre entre la proteina AtLEA4-5 completa, en tanto que la interacciéon de

la region carboxilo AtLEA4-57s.158 parece ser menor.
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Figura 16. Complementacion de la fluorescencia en hojas de N. benthamiana transformadas con
las construcciones pYFN-4-5/pYFC-4-5, pYFN-4-51.77/pYFC-4-51.77y pYFN-4-575.158/p YFC-4-578.158. EN
esta figura se muestran imagenes representativas de cuatro eventos de agro-infiltracién, once hojas
diferentes que se obtuvieron en conjunto con las imagenes mostradas en la figura 15. La primera fila
corresponde a las muestras de hojas transformadas con la mezcla pYFN-4-5/pYFC-4-5. La segunda fila
muestra imagenes representativas de hojas transformadas con la mezcla pYFN-4-51.72/pYFC-4-51.77. La
tercera fila corresponde a la mezcla pYFN-4-57s.158/pYFC-4-573.158. La cuarta fila muestra iméagenes
representativas de controles negativos con la mezcla pYFN/pYFC. Columna de izquierda a derecha,
fluorescencia, campo claro y sefial de fluorescencia y campo claro superpuestos. Escala de 100 pm.



Observacion de la complementacion de la fluorescencia en hojas agro-
infiltradas con la mezcla SPYNE-AtLEA4-5/SPYCE-AtLEA4-5 o SPYNE-
AtLEA4-2/SPYCE-AtLEA4-2.

Para determinar si las fusiones en algunos de los extremos de las proteinas de
interés tenian algun efecto en la asociacion entre ellas, también se agro-infiltraron
las construcciones en las que las regiones complementarias de la YFP (YFPN o
YFPC) ahora se fusionaron al extremo carboxilo de las proteinas de interés. Como
se describi6é antes, en este caso se utilizaron los vectores SPYNE (YFPN) y SPYCE
(YFPC). En la figura 17 se muestra que en los experimentos con estas
construcciones la emision de fluorescencia fue menor que en los casos en los que
se utilizaron los vectores pYFN y pYFC. La razén es que en el caso de los vectores
PYFN y pYFC, la expresion de las proteinas de fusién esta dirigida por dos
promotores 35S en tandem; en tanto que en los vectores SPYNE y SPYCE, la

expresion de las proteinas de fusion proviene de un solo promotor 35S.

Los resultados de la observacion de las imagenes obtenidas a partir de los
diferentes eventos de transformacion de hojas de N. benthamiana con estas Ultimas
construcciones mostraron que soélo se detecté emisién de fluorescencia cuando los
vectores expresaban las proteinas AtLEA4-5 6 AtLEA4-2 en fusion con las regiones
complementarias de la YFP en comparacion con el control negativo; es decir,
nuevamente se puede inferir que AtLEA4-5 puede interaccionar entre si, lo mismo
para la AtLEA4-2 (Fig. 17).
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Figura 17. Complementacion de la fluorescencia en hojas de N. benthamiana transformadas
con las construcciones SPYNE/SPYCE-4-5 6 SPYNE-4-2/SPYCE-4-2. En esta figura se muestran
imagenes representativas de cuatro eventos de agro-infiltracion, once hojas diferentes en total. La
primera fila corresponde a hojas transformadas con SPYNE-4-5/SPYCE-4-5; en tanto que la
segunda fila muestra la fluorescencia detectada en hojas transformadas con la mezcla SPYNE-4-
2/SPYCE-4-2. La tercera fila corresponde al control negativo, en el cual se agro-infiltré la mezcla de
los vectores vacios utilizados SPYNE/SPYCE. Columna de izquierda a derecha, sefial de
fluorescencia, campo claro y sefial de fluorescencia y campo claro superpuestos. Escala de 100 pum.



Complementacion de fluorescencia con las proteinas AtLEA4-5, AtLEA4-51.77
0 AtLEA4-57s.158 expresadas en fusion con las regiones complementarias de la
YFP en vectores SPY

Como en los casos anteriores, en donde las proteinas de fusion se expresaron de
vectores tipo SPY, las mezclas con las construcciones SPYNE-4-51.77/SPYCE-4-51-
77 mostraron una intensidad de fluorescencia similar (Fig.18), y en algunos casos un
poco menor (anexo 4.2), a SPYNE4-5/SPYCE4-5 sugiriendo que existe una
interaccion entre AtLEA4-5:.77/AtLEA4-5:.77 consigo misma. En contraste, las
muestras en donde se agro-infiltaron las hojas con la mezcla SPYNE-4-57s-
158/SPY CE-4-57s.158, la sefial de fluorescencia fue mucho mas débil y difusa (Fig.18),
al grado que en algunas muestras so6lo se detecto el fondo como en el caso de los
controles negativos (anexo 4.2). Estos datos indican que la region carboxilo de la
proteina AtLEA4-5 (AtLEA4-57s.158) en estas construcciones tiene una interaccion

mucho mas débil con ella misma bajo estas condiciones.
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Figura 18. Complementacion de la fluorescencia en hojas de N. benthamiana transformadas con
las construcciones SPYNE-4-5/SPYCE-4-5, SPYNE-4-51.77/SPYCE-4-51.77y SPYNE-4-575.158/SPYCE-4-
578.158. En esta figura se muestran imagenes representativas de cuatro eventos de agro-infiltracion, once
hojas diferentes obtenidas en conjunto con las imagenes de la figura 17. La primera fila corresponde a las
muestras de hojas transformadas con la mezcla SPYNE-4-5/SPYCE-4-5. La segunda fila muestra
imagenes representativas de hojas transformadas con la mezcla SPYNE-4-51.77/SPYCE-4-51.77. La tercera
fila corresponde a la mezcla SPYNE-4-575158/SPYCE-4-578.153. La cuarta fila muestra iméagenes
representativas de controles negativos con la mezcla SPYNE/SPYCE. Columna de izquierda a derecha,
fluorescencia, campo claro y sefial de fluorescencia y campo claro superpuestos. Escala de 100 pm.



DISCUSION

¢Las proteinas LEA son capaces de interaccionar consigo mismas in vivo? Es la
pregunta principal de este proyecto y sobre la cual se ha trabajado anteriormente
en el laboratorio. El interés sobre las proteinas LEA surge al ser proteinas que se
acumulan en diferentes estadios del desarrollo de las plantas ante baja
disponibilidad de agua. Posteriormente, se reportaron diversos trabajos sobre su
actividad in vitro, como la atribucion de proteger la integridad de membranas
biologicas, la prevencion de la inactivacion de enzimas reporteras en tratamientos
de deshidratacion parcial o congelamiento-descongelamiento y la capacidad de unir
cationes divalentes (French-Pacheco, et al., 2018). Ademas, la caracteristica de ser
proteinas intrinsecamente desordenadas despierta el interés de conocer cual es el
mecanismo de accion por el que ejercen su actividad protectora in vitro (Hara, et al.,
2005; Battaglia, et al., 2008; Reyes, et al., 2008; Koag, et al., 2009).

Existe evidencia que indica que las proteinas LEA del grupo 2 tienen la capacidad
de formar homo y heterodimeros (Hernandez-Séanchez, et al., 2017), mientras que
las proteinas LEA del grupo 6 son capaces de homo-oligomerizar (Rivera-Najera, et
al., 2014). Experimentos realizados en nuestro laboratorio mostraron la formacién
de posibles homo-dimeros de proteinas LEA del grupo 4 a partir de extractos de
proteinas totales obtenidos de semillas secas. Asimismo, entrecruzamientos in vitro
de proteinas LEA4 mostraron la capacidad de estas proteinas para formar homo-
oligbmeros. Estos y otros datos publicados, llevaron a proponer un mecanismo de
accion para las proteinas LEA, en el cual estas interaccionan con sus proteinas
blanco, en relaciones molares bajas durante condiciones de deficiencia moderada
de agua; sin embargo, se considera que cuando la deshidratacion llega a ser severa,
se podria requerir un mayor numero de proteinas LEA por molécula activa de la
proteina cliente, suponiendo entonces que, en estas condiciones, se podrian
requerir oligdmeros de las proteinas LEA. En este punto, cabe destacar que datos
ya publicados muestran que la presencia de estas proteinas esta intimamente
relacionada con condiciones de baja disponibilidad de agua, y demuestran que las

proteinas AtLEA4-5 y AtLEA4-2 se pliegan en una conformacién tipo alfa-hélice



cuando existe un elevado amontonamiento macromolecular y/o baja disponibilidad
de agua in vitro (Cuevas-Velazquez, et al., 2016). También sabemos que la region
capaz de estructurarse (AtLEA4-5:1-77) mantiene la actividad de proteger la enzima
blanco en ensayos de deshidratacion y, no asi, la regiébn que se mantiene
desordenada (AtLEA4-57s.158) (Cuevas-Velazquez, et al. 2016). Estas
observaciones indican que la conformacion de estas proteinas cambia dependiendo
de la condicion ambiental en la que se encuentren, y sugieren que estos cambios
conformacionales se requieren para modular su actividad protectora, asi como para

favorecer la formacién de oligbmeros.

Aun cuando plantas que carecen de alguna de las proteinas LEA4 muestran una
menor tolerancia a la limitacién de agua que las plantas silvestres, a la fecha no ha
sido posible corroborar totalmente in vivo el modelo propuesto, debido a la dificultad
de controlar las condiciones ambientales y determinar los cambios estructurales.
Por tanto, aunque las condiciones simuladas en los ensayos in vitro pueden no ser
una buena aproximacion a lo que realmente sucede en un contexto celular, debido
a las limitaciones técnicas y experimentales que solo permiten manejar un nimero
muy limitado de variables y a la falta de mas informacién estructural de las proteinas
mismas, es posible abordar in vivo al menos algunas de las preguntas y obtener
diferentes piezas del rompecabezas que en un momento dado se podrian

ensamblar.

Entre las observaciones que cabe resaltar esta el hecho de que la Unica condicion
en la que se ha detectado que estas proteinas estan desordenadas, o en donde
presentan mayor flexibilidad estructural, es en soluciones acuosas in vitro; no
obstante en el citoplasma existe un amontonamiento macromolecular que restringe
el movimiento de las macromoléculas que ahi se encuentran, y dada la enorme
cantidad de compuestos que constituyen el citosol, la disponibilidad de agua es
menor que cuando las proteinas estan en solucion in vitro (Zhou, et al., 2008; Yuan,
et al., 2008). Esto nos redirige a la idea de que in vivo las proteinas podrian estar

en conformaciones diversas, con mas o menos estructura, en diferentes regiones,



dependiendo de la condicién ambiental local en la que se encuentren (Dedmon, et
al., 2002), ademas de otros factores como son, por ejemplo, los cambios en pH y
en la concentracion de iones, las modificaciones post-traduccionales, etc. (Flaugh
& Lumb, 2001: Qu & Bolen, 2002). Es por ello, que consideramos relevante contar
con datos in vitro e in vivo, para tener informacion que nos permita obtener
informacion complementaria y con ello plantear nuevas hipétesis y avanzar en el
conocimiento de este fendbmeno particular. Como se mencioné en los antecedentes
de este trabajo, contamos con datos de experimentos realizados in vitro, utilizando
entrecruzamiento inducido por luz, en los que se detecté la formacién de homo-
oligbmeros para las proteinas AtLEA4-5 y AtLEA4-2 (Romero-Pérez et al., en
preparacion); sin embargo, si la proteina estaba en solucion acuosa, no fue posible
detectar los oligdbmeros en ninguna condicion , sugiriendo que la afinidad es muy
baja entre estas moléculas, y/o que s6lo muy pocas moléculas se encuentran en la
conformacion apropiada. De ahi que la aplicacion de la técnica de complementacion
bimolecular de la fluorescencia (BiFC) resulto la estrategia a seguir, puesto que,
ademas, es un método rapido, sencillo y que permite conocer las interacciones entre
proteinas de interés in vivo. Los vectores que utilicé en este trabajo fusionan a la
proteina de interés con una YFP que una vez que ocurre la interaccion entre sus
fragmentos complementantes, esta asociacion es irreversible, de tal forma que si
bien el sistema permite encontrar interacciones, no discrimina entre interacciones
estables y transitorias. Se han desarrollado nuevos vectores para mejorar las
interpretaciones que se lleguen a obtener con este sistema (Grefen, et al.,2012), sin

embargo, eso quedard como perspectiva de otro proyecto.

Los resultados obtenidos en esta tesis utilizando el sistema BIFC-YFP, demostraron
gue las proteinas AtLEA4-5 y AtLEA4-2 son capaces de formar homo-oligémeros,
o de interaccionar homotipicamente. En ambos casos se detectd una alta sefial de
fluorescencia, sin que se pueda afirmar con rigurosidad si la interaccion es diferente
entre ellas. Aun cuando el control negativo que se uso6 para estos experimentos fue
los vectores vacios, que podrian presentar el inconveniente de generar falsos

positivos ocasionados por el autoensamble de las dos mitades de YFP, los datos



que obtuve muestran que, si acaso se presenta este fenOmeno, ocurre en una
proporcion realmente baja, pues la sefial de fluorescencia en muchos casos es
practicamente indetectable. Durante los experimentos con los vectores PYFN y
PYFC se registro una ligera sefial de fondo en los controles negativos (Fig. 15, Fig.
16, Anexo 4.1), menor que la que se detectd en las muestras que expresaban las
proteinas LEA. Por lo que respecta a los controles negativos de SPYNE/SPYCE, no
se observo fluorescencia en ninguna muestra, posiblemente debido a que en estos
vectores la expresién es mas baja ya que depende de un solo promotor 35S, y no
de dos, como en el caso anterior (Walter, et al., 2004; Kudla & Bock, 2016).

Cabe mencionar que se han generado mutaciones puntuales en algunas proteinas
fluorescentes para reducir el autoensamblaje dentro del sistema BiFC; pero estas
s6lo se han utilizado en células de animales y no han sido implementadas ni
optimizadas en modelos vegetales (Horstman, et al., 2014; Kudla & Bock, 2016).
También se ha recomendado utilizar como controles negativos proteinas no
interactoras previamente corroboradas evitando el auto-ensamblaje o mutantes de
las proteinas de interés que hubiesen perdido tal propiedad para demostrar la
confiabilidad del sistema (Kudla & Bock, 2016); sin embargo, dado los resultados
obtenidos en este proyecto, se considerd que esto no era necesario utilizar alguna
de las opciones mencionadas anteriormente. Aunque, queda como perspectiva el
uso de mutantes de proteinas LEA con el fin de determinar zonas implicadas en su

auto-asociacion, y, asi encontrar un mejor control negativo para el sistema.

Desventajas inherentes al sistema BIFC son la interaccion entre diferentes proteinas
o0 entre variantes de alguna de ellas. Entre estas, estd el hecho de que la
transformacioén transitoria genera la expresion de las proteinas a partir de células
transformadas con variabilidad en el nimero de vectores ingresados, generando
expresion diferencial en cada célula; también se desconoce si las proteinas en todos
los casos poseen la misma estabilidad, por lo que seria necesario corroborar los
niveles de las proteinas de fusion correspondientes y, en cada region seleccionada

habra diferente nimero de células transformadas. Todo ello, denota la necesidad



de contar con un sistema que permita una cuantificacion confiable. Esta meta se
persiguio con el disefio de vectores que consideran el uso de un segundo fluoréforo
gue indique la eficiencia de transformacion para hacer, al menos, esta normalizacion
(Grefen & Blatt, 2012; Kodama & Hu, 2013; Boevink, et al., 2014).

En cuanto a las combinaciones ensayadas en este trabajo, cabe remarcar el uso de
un vector con la YFP en la posicion N-terminal y otro con la YFP en el C-terminal
con el fin de evitar un posible impedimento estérico de la YFP entre los monémeros
de las proteinas AtLEA y/o una inhibicion en la reconstitucion de la YFP (Bracha-
Dori, et al., 2004). Entre estas combinaciones, solamente se observo una diferencia
notable entre las construcciones pPYFN-AtLEA4-578-158/ pYFC-AtLEA4-578.158 Y
SPYNE- AtLEA4-578.158/SPYCE- AtLEA4-57s.158, en donde esta Ultima mostré muy
baja fluorescencia. Esto se podria explicar por un efecto estérico que la posicién de
la YFP en las proteinas de fusion pudiera tener sobre la interaccion de las proteinas.
Por otro lado, también debe considerarse que los vectores SPYNE/SPYCE cuentan
con un promotor 35S menos en comparacion con los vectores PYFN/PYFC, lo cual
puede afectar significativamente los niveles de expresion de las proteinas

reflejandose en los niveles de interaccion detectados

Como se expuso antes, se consider6 explorar la capacidad de auto-asociaciéon de
las regiones amino (AtLEA4-51.77) y carboxilo (AtLEA4-57s-158) de la AtLEA4-5, de
manera independiente, para tener una idea de si la interaccion entre los monémeros
de esta proteina ocurre por asociacion entre las dos regiones. Puesto que la
fluorescencia es significativamente mayor en todas las muestras que se analizaron
para este caso, al compararlas con las que incluian a la region carboxilo, se deduce
gue in vivo la region amino es mas afin entre si 0 que este polipéptido es mas
estable que el polipéptido correspondiente a la regién carboxilo. Estos resultados
también sugieren y apoyan la idea de que la conformacion que la proteina pudiera
adoptar en la célula, en donde hay mayor amontonamiento macromolecular,
favorece la auto-asociacion de la region amino, para la que se demostrd

anteriormente que existe una ganancia gradual de conformacion tipo alfa-hélices



tras un incremento en esta condicion ambiental (Cuevas-Velazquez, et al., 2016).
Efecto que no ocurre para la region carboxilo, la cual se mantiene desordenada.
Esta observacion es consistente con la formacién de contactos poco estables entre
esta region, como se ha reportado para otras regiones y proteinas desordenadas
(Dunker, et al., 2005; Singh, et al., 2007; Kim, et al., 2008).Incluso cuando la
asociacion entre las mitades de la YFP no es reversible, la intensidad de la
fluorescencia puede reflejar la afinidad entre las regiones de las proteinas en
estudio, entre mas afines y/o estables sean las interacciones mas favoreceran la
cercania y la asociacion de las mitades de la YFP y la posterior recuperacion de su
capacidad para emitir fluorescencia (Hu, et al., 2002; Morell, et al., 2007; Shyu &
Hu, 2008).

Por otro lado, a pesar de que las condiciones en las que se expresaron estas
proteinas no fueron de déficit hidrico, las condiciones normales de disponibilidad de
agua y amontonamiento molecular en la célula son, sin duda, mayores que las
condiciones de una solucién acuosa y, por tanto, pudieron ser suficientes para
favorecer la interaccion homotipica de las proteinas LEA del grupo 4. También
habria que considerar que las proteinas estan en niveles altos debido a su
sobreexpresion a partir del promotor 35S. Al ser el déficit hidrico un factor importante
en la acumulacion y actividad de las proteinas LEA4, habrd que tomar en cuenta
que bajo limitaciobn de agua estas dos condiciones ambientales estdn mas

exacerbadas, por lo que podrian favorecer ain mas su interaccion.

Hay por lo menos tres maneras distintas, no excluyentes, que podrian ajustarse a
este modelo. Una de ellas involucraria el contacto directo entre la regién capaz de
estructurarse del oligdmero y el blanco; la segunda opcién implicaria la interaccién
entre solamente las regiones desordenadas y el blanco, y la tercera opcion
involucraria el contacto directo de la proteina completa con el blanco. Todas estas
opciones cabrian si la proteina LEA formara dimeros. La posibilidad de que la

proteccion de una proteina cliente ocurra por el mecanismo conocido como ‘escudo



molecular, implica que no existiria una interaccion directa proteina-proteina, pero
podria ocurrir bajo condiciones en las que la deshidratacion fuera muy severa, en
donde las proteinas blanco podrian sufrir mayores cambios conformacionales
provocados por el estrés impuesto, lo que requeriria un mayor nimero de moléculas
protectoras por proteina funcional para evitar las desnaturalizacion y consecuente
pérdida de actividad de la proteina cliente. También es importante considerar que
la oligomerizacion de las proteinas LEA podria estar relacionada con otras funciones
o propiedades de estas proteinas, como su estabilidad en la célula, evitando su
degradacion.

Los datos obtenidos a partir de los ensayos de proteccion in vitro indican que la
proteccion de la enzima LDH por proteinas LEA, incluyendo las proteinas AtLEA4-
5 y AtLEA4-2, ocurre en relaciones molares bajas LEA:LDH; es decir, pocas
moléculas de proteinas LEA por molécula funcional de LDH (tetrdmero) (Cuevas-
Velazquez, et al., 2016). Esto sugiere que las proteinas AtLEA4 podrian ejercer
proteccion sobre su blanco interaccionando con éste, similar al mecanismo de
proteccion para las chaperonas moleculares. Acorde con ello, este mecanismo da

cabida a que las proteinas LEA4 protejan en forma oligomérica.

Otros casos de proteinas LEA en los que se ha detectado la formacién de
oligbmeros, in vitro e in vivo, involucran a la proteina Corl5am, la cual presenta
actividad crioprotectora y es capaz de formar homo-oligobmeros durante el proceso
de aclimatacién al frio en plantas (Nakayama et al., 2007); a la proteina PVLEA6 de
Phaseolus vulgaris, la cual se acumula abundantemente en respuesta a condiciones
de déficit hidrico (Rivera-Ndjera, et al., 2008); la proteina PM1 de soya, cuya
formacion de oligbmeros se promuve por altas concentraciones de Cu?* (Liu et al.,
2017); se han detectado homo- y hetero-oligdmeros en algunas dehidrinas como
CORS85 de espinaca (Kazuoka & Ueda, 1994), AtCOR47, AtERD10 y AtRAB18, y
entre ellas (Hernandez-Sanchez et al., 2017); las proteinas ASR (ABA Stress
Ripening), proteinas LEA del grupo 7, adquieren estructura y forman homo-dimeros

tras unirse a iones Zn?* (Goldgur, et al., 2007).



A pesar de que se ha descrito la formacion de oligdbmeros para algunas familias de
proteinas LEA, su funcién aun se desconoce. Para las proteinas LEA del grupo 4
se podrian proponer algunos escenarios para el posible mecanismo de accion de
estas proteinas en el que se consideren estos ensambles estructurales. Uno de ellos
seria que este ensamble ocurre bajo condiciones ambientales determinadas, por
ejemplo, el dimero se forma cuando la deficiencia de agua rebasa cierto umbral que
favorece cambios conformacionales en la proteina que, a su vez, promueven su
auto asociacion; otra posibilidad es que ambas formas sean funcionales, y que en
cada caso el mecanismo de accion sea diferente; otro escenario posible es que esta
proteina se asocie en dimeros solo para evitar su degradacion, y que la forma
monomérica sea la activa; también seria posible que el dimero sea una forma
intermedia de asociacion que podria promover la formacién de coacervados bajo
ciertas condiciones de estrés.

Desafortunadamente, por ahora no contamos con la informacién necesaria para
asignar una funcion particular para las estructuras cuaternarias de las proteinas
LEAA4. Estas alternativas ponen en evidencia la relevancia de los datos obtenidos
en este trabajo, pues se demostré que las proteinas LEA4 de A. thaliana forman
dimeros in vivo, lo cual complementa los datos obtenidos de los entrecruzamientos
in vitro por Romero-Pérez en su tesis doctoral, donde existe formacion de
oligdmeros en las proteinas AtLEA4-2, AtLEA4-5, AtLEA4-51.77y AtLEA4-578-158 (Fig.
7), lo que permite plantear que estas proteinas se encuentran en su conformacién
mas flexible y como mondmeros cuando estan en solucion acuosa; en tanto que,
cuando aumenta el amontonamiento macromolecular y/o disminuye la
disponibilidad de agua, las proteinas LEA4 adquieren estructura, mayoritariamente

tipo alfa-hélice, lo que favorece la formacién de dimeros.

Los datos de este trabajo indican que estas condiciones se llegan a presentar en
las células aun sin que se sometan a un estrés. También se obtuvo informacion que
sugiere fuertemente que la region amino de la proteina AtLEA4-5 es la que genera

asociaciones mas estables y/o afines, pero que la regién carboxilo también participa



en este ensamble. Recordando que la region amino es la regidbn mas conservada
en esta familia de proteinas, y la que muestra una mayor propension a conformarse
en alfa-hélice bajo ciertas condiciones ambientales. En conjunto, el trabajo en esta
tesis contribuye a un mayor y mejor conocimiento de las caracteristicas
estructurales de las proteinas en esta familia, que se consideran como un buen
modelo para el estudio de proteinas intrinsecamente desordenadas en plantas,
particularmente de aquellas que participan en la respuesta de estos organismos a

condiciones ambientales adversas.



CONCLUSIONES

Las proteinas LEA del grupo 4 de A. thaliana son capaces de interaccionar
homotipicamente in vivo en condiciones estandar.

La region capaz de estructurarse (AtLEA4-51.77) y la region desordenada
(AtLEA4-578158) de la AtLEA4-5 son capaces de interaccionar
homotipicamente in vivo, concordando con lo reportado in vitro.

Se observo una diferencia en la intensidad de fluorescencia de la interaccion
homotipica de AtLEA4-5177 y la de AtLEA4-57s158 sugiriendo una mayor
predisposicion o afinidad de interaccion en la region amino, capaz de
estructurarse, en comparacion con la region carboxilo que tiende a

mantenerse en desorden.

La técnica BiFC es suficiente para un primer acercamiento de las interacciones de

proteinas en un sistema in vivo, ya que brinda informacién tanto de posibles

interactores como de localizacion subcelular. Finalmente, la posicion de la proteina

fluorescente en las fusiones tradicionales no mostré tener un gran efecto en las

interacciones de las proteinas LEA del grupo 4 utilizadas, exceptuando la proteina

AtLEA4-57s.158 para la cual se sugiere realizar otros experimentos para corroborar

su aparente interaccién homotipica débil.



PERSPECTIVAS

Al requerirse una técnica complementaria para cuantificar la variacion de interaccion
de las regiones mencionadas y con el fin de discernir entre regiones mas pequefas
involucradas en la interaccion proteina-proteina de la LEA4-5 que las trabajadas en
este proyecto, se propone utilizar la técnica de rBiFC in vivo, en la cual solo se
requiere un vector donde se insertan los 2 genes de proteinas de interés junto con
las fracciones de la YFP (para complementarse) y la RFP a fin de normalizar la sefial
de fluorescencia observada, para cuantificar el grado de interaccién de proteinas
mutantes de LEA4-5, asi como su estabilidad; también se sugiere el utilizar
proteinas LEA de otras familias que se coexpresan bajo las mismas condiciones
que la familia 4 con el objetivo de conocer interacciones heterotipicas
intermoleculares. Y, a mediano plazo, probar las construcciones anteriores de rBiFC

en un sistema capaz de ser sometido a estrés hidrico.
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APENDICE

Apéndice 1. Oligonucleoétidos utilizados

Nombre Secuencia5 2> 3’ Tamafio
TRC4-2 Fw | AAA CCA TGG AGT CGG CGA AGG 21
TRC4-2 Rv | GGT CGA CCT TAG ATC TGT CCC G 22
TRC4-5 Fw | AAA CCA TGG AGT CGA TGA AAG AAA C 25
TRC4H Rv | CGC GTC GAC TCA GGT TCC GGC TCC AGC CGC 30
TRCRC Fw | AAA CCA TGG CCG GTT TAG GTT TGG GGA 27
TRC4-5 Rv | GCG GTC GAC CCG TTT ATC CAG TAT ATCC 28
35-S Fw CCG GAA ACC TCC TCG GAT TCC 21
R-Nos Rv | TGA TAA TCA TCG CAA GAC CG 20
M13 Fw GTA AAA CGA CGG CCAG 16
M13 Rv CAG GAA ACA GCT ATG AC 17
N-YFP Rv | CAC AAA GCT GGA GTA CAA CTA CA 23
C-YFP Rv | CACTCT CGG CAT GGA CGA GCT G 22
Apéndice 2. Construcciones obtenidas
2 3
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Apéndice 3.1 Condiciones de observacion de las construcciones dentro de
los vectores PYFN43y PYFC43.

EVENTO CONSTRUCCIONES TIEMPO DE INTENSIFICACION
OBSERVADAS EXPOSICION
PYFN4H / PYFC4H 500 MS 250
PRIMERO Y PYFNRC / PYFCRC
SEGUNDO PYFN4-2 /| PYFCA4-2

PYFN4-5 / PYFCA4-5

PYFN43 / PYFC43

PYFN4H / PYFC4H 400 MS 200
TERCERO PYFNRC / PYFCRC

PYFN4-5 / PYFCA4-5

PYFN43 / PYFC43

PYFN4H / PYFC4H 200 MS 150
CUARTO PYFNRC / PYFCRC

PYFN4-5/ PYFC4-5

PYFN43 / PYFC43

Apéndice 3.2 Condiciones de observacion de las construcciones dentro de los vectores

SPYNE y SPYCE.
EVENTO CONSTRUCCIONES TIEMPO DE INTENSIFICACION
OBSERVADAS EXPOSICION
PRIMERO Y SPYNE4H / SPYCE4H 800 MS 200
SEGUNDO SPYNERC / SPYCERC
SPYNE4-2 /| SPYCE4-2
SPYNE4-5 / SPYCE4-5
SPYNE / SPYCE
TERCERO SPYNE4H / SPYCE4H 800 MS 250

SPYNERC / SPYCERC

SPYNE4-2 /| SPYCE4-2

SPYNE4-5 / SPYCE4-5
SPYNE / SPYCE



ANEXOS

Anexo 1. Fragmentos de AtLEA en PENTR
Electroforesis en gel de agarosa del 2% con los productos de PCR de colonia de células DH5a

transformadas con las secuencias AtLEA4H, AtLEARC y AtLEA42 contenidas en el vector PENTR.

A

Fig. 2 Con el juego de oligonucleétidos M13 Fw y M13 Rv. A) Fragmento correspondiente a la secuencia
AtLEA4H. B) Fragmento correspondiente a la secuencia AtLEARC. C) Fragmento esperado de la secuencia
AtLEA4-2.

Anexo 1.1 Mapa de las construcciones de las AtLEA en pENTR

M13 Fw > attLl AtLEAAH > attl2 <]II\.-'I13 Rv }—| KanR
M13 Fw > attl1 AtLEARC > attl2 <M13 Rv }—| KanR

M13 Fw attL1 AtLEA4-5 p attl2 <]]M13 R |

KanR

NN N N

Anexo 2. Vectores vacios

Anexo 2. 1 SPY

PCR de colonia de células DB3.1 transformadas con los vectores vacios de SPYNE y SPYCE. Se
utilizaron 3 colonias por construccion. Los recuadros rojos sefialan las colonias seleccionadas para
extraer mas pladasmido y mandar a secuenciar.
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Anexo 2.2 PYF
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transformadas con las secuencias AtLEA4H, AtLEARC y AtLEA42 contenidas en el vector PENTR.  


PCR de colonia de células DB3.1 transformadas con los vectores vacios de PYFN y PYFC; se utilizaron
4 y 3 colonias respectivamente (A). Los recuadros rojos sefialan las colonias seleccionadas para
extraer mas plasmido, realizar la restriccion con EcoRV (B) y mandar a secuenciar.
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Anexo 3. Secuencias de las proteinas AtLEA dentro de pENTR, vectores vacios y
construcciones finales.

Todos los resultados de las muestras mandadas a secuenciar a lo largo de este trabajo se encuentran
disponibles en la siguiente direccion:
https://drive.google.com/drive/folders/1bgspHPV5qXSWS8CE4ECT1L5tzGPsumm6hb



https://drive.google.com/drive/folders/1bgspHPV5qXSW8CE4EcT1L5tzGPsumm6b

Anexo 4.1.1 Fotografias de las construcciones en el vector PYF

Fotografias obtenidas del microscopio confocal Yokonawa de las construcciones realizadas
en los vectores pYFN y pYFC sin manipulacién de contraste. En el orden de fila AtLEA4-2,
AtLEA4-5, AtLEA4-5,77, AtLEA4-575158, Vector vacio. Se colocaron de mayor a menor
intensidad de fluorescencia
T R

Anexo 4.2.1 Fotografias de las construcciones en el vector SPY

Fotografias obtenidas del microscopio confocal de las construcciones realizadas en los
vectores SPYNE y SPYCE sin manipulacion de contraste. En el orden AtLEA4-5, AtLEA4-
2, AtLEA4-5,.77, AtLEA4-575158, Vector vacio.




Anexo 4.2.2 Fotografias de construcciones en el vector SPY con ajuste de
componentes.

Se invirtieron los componentes de forma perceptiva de la imagen dando la imagen
“negativa”. Esto se realiz6 solo para fines ilustrativos remarcando las células transformadas,
no representan la intensidad de fluorescencia real. Las filas van en orden AtLEA4-2,
AtLEA4-5, AtLEA4H, AtLEARC y control nsgativo
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