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Resumen

Caracterizacion de la sobreexpresion del gen WRKY2 de Arabidopsis thaliana
en respuesta al estrés abiético.

Las proteinas WRKY son importantes factores de transcripcion (FTs) involucrados
en diversos procesos en plantas como crecimiento, desarrollo, estrés biotico y
abidtico. En la planta modelo Arabidopsis thaliana existen estudios limitados para
factores WRKY involucrados en la ruta de sefalizacion mediada por ABA, la cual es
importante para el desarrollo y latencia de la semilla, y en diversas respuestas a
estrés. Los genes ABI1, ABI2, ABI3, ABI4 y ABI5 son importantes reguladores
transcripcionales de diversos genes involucrados en esta ruta. Estos factores de
transcripcion estan sujetos a su vez a regulaciones por otros factores de
transcripcion como los factores WRKY. En este trabajo demostramos que la
sobreexpresion del AtWRKY?Z2 presenta un fenotipo de insensibilidad a ABA en
comparacion con la linea control, y ademas muestra un incremento en la tolerancia
a estrés salino. Adicionalmente, cuando medimos el nivel de expresion de los genes
ABI3 y ABI5 se incrementa en la linea sobreexpresante de AtIWRKYZ2 bajo la
aplicacidon exogena de ABA.

Palabras clave: A{WRKY?2, Factores de Transcripcidn, ABA, estrés abiotico.



Abstract

Characterization of the overexpression of the gene AtWKRY2 in response to
abiotic stress.

WRKY proteins are important transcriptions factors (FTs) involved in many
plant processes like growth, development, biotic and abiotic stresses. In the model
Arabidopsis thaliana only a few studies had described a role for certain WRKY
transcription factors, some WRKY proteins had proposed to be involved on ABA
signaling pathway, which is important for seed development and dormancy, and in
plant responses to various environmental stresses. The genes ABI1, ABI2, ABI3,
ABI4 and ABI5 are important transcriptional regulators of the expression of genes
involve in this pathway. Such ABI transcription factors are under regulation of other
transcription factors like WRKY. In this work we described that the overexpression
of the AtWRKY?2 protein showed an ABA-insensitive phenotype in comparison to the
wild-type line, and also exhibit an increased tolerance to salt stress. Furthermore, in
AtWRKY?2 overexpressing line we observed that the expression of ABI3 and ABI5
genes increased in presence of ABA.

Key words: AIWRKY?2, Transcription factors, ABA signaling, abiotic stress.



Introduccion

Las plantas se encuentran expuestas a una gran variedad de estimulos, los
cuales tienen un efecto directo en las diferentes etapas de desarrollo y crecimiento
de la planta; para contrarrestar estimulos negativos, las plantas han desarrollado
mecanismos en respuesta a diferentes condiciones de estrés. Estos mecanismos
involucran cascadas de sefalizacion mediadas por factores de transcripcion (FTs);
en el caso de Arabidopsis thaliana se han descrito la presencia de 1,800 FTs lo cual
indica la importancia en la regulacion genética en este organismo modelo (Guo et
al. 2005). Los FTs interactuan con elementos especificos en cis en la region
promotora de genes involucrados en respuesta a estrés y el desarrollo, lo que lleva
a que cascadas de transduccién de sefales se activen en respuesta a los estimulos
bajo los que se encuentra la planta. Un ejemplo de FTs que responde a estrés son
los pertenecientes a la superfamilia WRKY, que cuenta con 74 genes en A. thaliana
y reciben su nombre por su dominio de unién a DNA, el cual es llamado dominio
WRKY. Este dominio WRKY comprende una region de 60 aminoacidos altamente
conservado que incluye la secuencia de aminoacidos WRKYGQXK en el extremo N-
terminal y una firma tipo dedo de zinc en el extremo C-terminal (Ciolkowski et al,
2008; Duan et al, 2007). El dominio WRKY de unién a DNA se une a la caja del
promotor denominada “W-box”, la cual tiene una secuencia de consenso de
TTGACC/T (Eulgem et al, 2000; Yamasaki et al, 2005).

Los FTs WRKY estan involucrados en la respuesta a la tolerancia al estrés
abidtico y en la sefalizacion de hormonas como el acido abscisico (Eulgem et al.
2000; Rushton et al. 2010). El acido abscisico (ABA) es una fitohormona que

desempena un papel clave en la respuesta a estrés abidtico en plantas, como



pueden ser sequia, alta salinidad y cambios en la temperatura. ABA se acumula en
las plantas bajo estrés hidrico, promueve el cierre de estomas en células y regula la
expresion de genes cuya funcidn es la adaptacion a las diferentes condiciones
ambientales (Chinnusamy et al, 2004). Ademas del papel en la respuesta al estrés,
el ABA tiene una funcion fundamental en los estadios de desarrollo como en la
maduracion y latencia de la semilla (Umezawa et al. 2010).

Lineas mutantes “knockout” de diferentes factores de transcripcion WRKY
como Atwrky18, Atwrky40 y Atwrky60 mostraron ser hipersensibles a la aplicacion
exdgena de ABA. Estas mutantes wrky presentaron diversos fenotipos como un
lento crecimiento e inhibicién de la germinacion de la semilla, lo que indica que
podrian participar en la regulacion negativa de la sefializacion del ABA (Shang et al,
2010). Por otro lado, se sabe que AtWRKY40 se une in vivo a los promotores de
genes involucrados en respuesta a ABA como son los factores de transcripcién ABl4
y ABI5, entre otros. (Chen et al. 2010; Liu et al 2012). Otro factor importante es
AtWRKY?2 cuya mutacion nula tiene como fenotipo problemas en la germinacion de
la semilla y el crecimiento de la plantula, con la excepcion que la mutante no se ve
afectada en el cierre estomatico (Jiang and Yu, 2009). El analisis de la expresion
del gen AtWRKYZ2 en lineas insensibles a ABA como abi5, abi3, aba2y aba3 indican
que la acumulacion del transcrito AtWRKY2 durante la germinacion y el crecimiento
de la plantula requieren de ABI5, ABI3, ABA2 y ABA3, lo que sugiere un ciclo de
autoregulacion entre ABI3, ABI5 y AIWRKYZ2 (Jiang and Yu, 2009). Se sabe
también, que la expresion de A{WRKY?Z2 es inducida en la presencia de NaCl y
manitol; de todos los tejidos se encontré mayor induccidon de AtWRKY?2 en las hojas

mientras que en las flores y tallos fue donde se encontré una menor expresion de



AtWRKY2 (Jiang and Yu, 2009). Los factores de transcripcion WRKY funcionan
como componentes importantes en la compleja red de sefalizacion de ABA y en las
respuestas de estrés abidtico. Tomando en cuenta el gran numero de factores de
transcripcion tipo WRKY, sus diversos blancos y aun los que faltan por descubrir
bajo estimulos ambientales complejos, hace un tema atractivo para la biologia
molecular de plantas el estudio de los TFs tipo WRKY en la sefalizacion del ABA 'y
en respuesta al estrés, en donde, el conocer cada una de sus funciones y la fina
regulacion de estos TFs los hace candidatos potenciales para el mejoramiento de
cultivos en la agricultura (Chen et al. 2012).

En este trabajo nos dimos a la tarea de -caracterizar una linea
sobreexpresante del gen AtWRKY?2 (35S::AtWRKY2), con el objetivo de analizar su
fenotipo bajo la aplicacion exdgena de la fitohormona ABA, asi como bajo estrés
salino. Nosotros encontramos que la linea sobreexpresante del gen A{IWRKY2
(Ow2-1) mostré un fenotipo de insensibilidad a ABA en comparacion con linea
parental Col-0. Ademas, nosotros observamos que la linea transgénica Ow2-1 fue
mas tolerante al estrés salino que la linea mutante del gen AIWRKY2 (Aw2) y la
linea parental Col-0. Por otro lado, cuando evaluamos la expresion tanto en las
lineas que sobreexpresan AtIWRKYZ2 como en la mutante (Aw2) encontramos que
el gen ABI3y ABI5 aumentan su expresion a las 12 y 24 h bajo la aplicacién exdégena
de ABA. En este mismo sentido, cuando evaluamos la expresion de AIWRKY?2 sin
la aplicacion exdgena de ABA en una linea mutante o sobreexpresante del gen ABIS

vemos que el nivel de expresion de AIWRKY?Z2 se ve reprimido en ambas lineas lo



cual difiere con lo sugerido en Jiang and Yu 2009, donde AtWRKY2 requiere de

ABI5.



Materiales y Métodos

Lineas y condiciones de crecimiento

La linea mutante de AtWRKY?2 (dw2) y las lineas transgénicas sobreexpresoras del
gen AIWRKYZ2 (Ow) usadas en este estudio fueron generadas en el ecotipo
Columbia 0 (Col-0) de Arabidopsis thaliana. La linea con la insercion de T-DNA para
el gen AtIWRKY?2 (At5g56250) fue obtenida del Salk Institute Genomic Analysis
Laboratory (Alonso et al, 2003). Todas las semillas utilizadas para los experimentos
fueron colectadas al mismo tiempo. Las semillas fueron esterilizadas en una
solucién con 20% (v/v) de hipoclorito de sodio comercial (6% cloro libre) durante 7
minutos, después se realizaron lavados con agua destilada por 5 minutos cinco
veces. Las semillas fueron germinadas y crecidas en placas con medio Murashige
y Skoog (MS) 0.5X suplementadas con 7g/L phytagel y 1.5% sacarosa (Murashige
and Skoog, 1962). Las placas se mantuvieron a 4° C por 48 horas y después se
incubaron a 22+2° C por 10 dias en una camara de crecimiento con un fotoperiodo

de 16 h luz/8h oscuridad.

Extraccion de acidos nucleicos

La extraccion de RNA de las lineas Col-0, mutante Atwrky2 y linea sobreexpresora
Ow2-1 se realizo utilizando el reactivo Concert Plant RNA Reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras se
almacenaron a -70° C hasta los analisis posteriores. Para remover el DNA
genomico, las muestras de RNA se trataron con DNase | (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.



Generacion de la lineas de Arabidopsis que sobreexpresan el factor de
transcripcion WRKY2

Se adquirio el plasmido pENTR-sfi 223.1 que contiene el marco de lectura abierto
del gen AtIWRKY2 (At5g56270) de Arabidopsis thaliana, (Salk Institute Genomic

Analysis Laboratory, http://signal.salk.edu). Con esta construccion se realizé una

recombinacién sitio especifica al plasmido destino pMDC32 (Curtis and
Grossniklaus, 2003) usando Gateway LR Clonase Il Enzyme Mix (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). La cepa GV2260 de Agrobacterium tumefaciens fue
transformada por electroporacion con el plasmido pMDC32-AtWRKY?2, y esta cepa
se utilizé para transformar plantas de A. thaliana WT (Col-0) por el método floral dip
(Zhang et al., 2006). Las lineas transgénicas (35S::AtWRKY?2) fueron seleccionadas
en medio MS 0.5X suplementado con 50 mg/mL de higromicina. La generacion T2
de las plantas transgénicas fue transferida a macetas con tierra y se crecieron en
camaras de crecimiento en condiciones controladas para producir semillas. La
generacion T3 de las plantas transgénicas se crecid en macetas con mezcla
Sunshine comercial mezcla #3: vermiculita: perlita (3:1:1) en condiciones de
crecimiento controladas. Las lineas homocigotas (T3) fueron usadas para los

ensayos de germinacion de semillas y los ensayos de estrés en plantula.

RT-PCR cuantitativo (QRT-PCR) de la expresion de ABI3, ABI5 y WRKY2 en la
presencia de ABA

Se obtuvo RNA total de A. thaliana de plantulas como se describié previamente, el
cual fue usado para los ensayos de gRT-PCR. Para remover la posible
contaminacion de DNA se us6 DNase | (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). La

concentracion de RNA se midié en un espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 UV-



Vis (NanoDrop Technologies) antes y después del tratamiento con DNase |. La
sintesis de cDNA y el analisis por qRT-PCR fue realizado usando el ensayo de un
solo paso Power SYBR Green RNA to CT One-Step Kit (Applied Biosystems, USA).
Para cada muestra de RNA, tres replicas biologicas fueron analizadas con sus
respectivas réplicas técnicas. El gen ubiquitin 5 (UBQS5) fue usado como control de
expresion. Los niveles de expresion de los genes ABI3 y ABI5 bajo tratamientos
exogenos de ABA fueron realizados en plantulas de A. thaliana con 12 dias de edad.
Las plantulas fueron transferidas a medio MS 0.5X liquido suplementado con ABA
(0.3,3y 10 uM) por 12y 24 h. Los oligonucleétidos utilizados para este experimento

se encuentran listados en la Tabla 1.

Ensayo de germinacion bajo estrés salino y tratamiento con hormonas.

Se utilizaron semillas de A. thaliana Col-0, mutante nula de AIWRKY2, la linea
sobreexpresora 35S::AtWRKYZ2 (Ow2-1), mutante nula de Atabi5y sobreexpresora
35S::AtABI5 (OA5-8) fueron germinadas bajo diferentes tratamientos. El efecto del
estrés salino en la germinacién fue evaluado en medio MS 0.5X suplementado con
NaCl 0, 150 y 175 mM. Para evaluar el efecto con tratamiento con ABA, las semillas
fueron germinadas en presencia de ABA (0, 0.1, 1, 1.5 y 3 yM). Los ensayos de
germinacion se realizaron con 15 semillas por tratamiento. Las semillas germinaron
y crecieron verticalmente en cajas Petri y se contd cuando la radicula habia
emergido de la semilla. Adicionalmente se contaron el numero de cotiledones
verdes después de 10 dias en los tratamientos con ABA y NaCl. Los datos
corresponden al promedio (n=15) de siete réplicas biologicas. Los experimentos

fueron repetidos al menos tres veces y dieron resultados similares.



Anadlisis estadistico

Los datos presentados en este trabajo fueron examinados mediante un analisis de
varianza de ANOVA de una via y una prueba de Tukey utilizando el software
GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software, San Diego, California, USA). Los
datos representan la desviacion estandar (n=5). Los datos que difieren de p=0.05

fueron considerados como significativos.



Resultados

Generacion de lineas sobreexpresantes del factor de transcripcion AtWRKY2
en Arabidopsis.

Uno de los factores de transcripcion tipo WRKY que se ha propuesto que participa
en la regulacion de la ruta de sefalizacion de la fitohormona acido abscisico (ABA)
es el factor WRKY?2. Para estudiar el papel del factor de transcripcion AtIWRKY?2 en
la via del ABA, nosotros generamos lineas sobreexpresantes de Arabidopsis del
gen AtWRKYZ2, bajo el promotor constitutivo 35S (ver Materiales y Métodos).
Después de obtener diversas lineas transgénicas 35S::A{WRKY2, nos dimos a la
tarea de cuantificar los niveles de expresion del gen AtIWRKY2 en dichas lineas
transgénicas mediante gqRT-PCR. Se observd que para todas las lineas
sobreexpresantes generadas un aumento en el nivel de expresion del gen
AtWRKY2 en comparacion con la linea parental Col-0 y la mutante nula wrky2
(Figura 2). Para el caso de la linea 35S::AtWRKY2-5 (OW2-5) se obtuvo un aumento
en la expresion de 30 veces, para las lineas 35S:AtWRKY2-2 (OW2-2) y
35::AtWRKY2-9 (OW2-9) el incremento fue de 18 veces, y finalmente para las lineas
35S::AtWRKY2-8 (OW2-8) y 35S::AtWRKY2-1 (OW2-1) el aumento fue de 16y 6

veces, respectivamente.

Analisis de sensibilidad a la fitohormona ABA en la germinacion de la linea
sobreexpresante 35S::AtWRKY2-1

Dada la importancia de la fitohormona ABA en el desarrollo y la respuesta al estrés
en las plantas, nosotros llevamos a cabo un ensayo de germinacion bajo diferentes
concentraciones de ABA con la linea sobreexpresante del gen AIWRKY2 (OW2-1)

para determinar el grado de tolerancia o sensibilidad al ABA de esta



sobreexpresante. Para ello, semillas de la linea sobreexpresante OW2-1, de la
parental Col-0, y de una linea mutante insercional de T-DNA del gen AIWRKY?2
(Aw2) se colocaron en cajas Petri en medio MS con ABA 0, 0.1 uM, 1uM, 1.5 uM y
3 M. Ademas en estos analisis se incluyeron la linea mutante del gen Abi5 (abib)
y la linea sobreexpresante del gen ABI5 (OA5-8), donde la linea mutante abib
presenta un fenotipo de insensibilidad, al contrario de sobreexpresante ABI5 (OA5-
8) que es hipersensible a ABA. Para todos los ensayos se evaluaron siete réplicas
(n=7), y con esos datos se calcul6 el porcentaje de germinacion al dia 4 (Figura 3).
Cuando las semillas fueron germinadas en MS a la concentracién mas alta de ABA
(3 uM), encontramos diferencias estadisticamente significativas, al dia 4 se observé
que la linea sobreexpresante 35S:AtWRKY2-1 presentd la mayor tasa de
germinacion con un 94.2%, siendo la linea que mostré una mayor insensibilidad al
ABA, seguida de la linea abi5 (62.8%), con respecto a la parental Col-0. Respecto
a la linea mutante Aw2 y OAS5-8 no presentaron diferencias estadisticas en
comparacion a la Col-0, a la concentracién de 3 yM de ABA a los 4 dias.

Ademas, se determind el numero de cotiledones verdes de cada placa al dia 10 del
ensayo de germinacion registrando las fotografias y analizandolas con el programa
Imaged. En la Figura 4, se puede observar diferencias estadisticamente
significativas a las concentraciones de ABA 1.5y 3 pM. A la concentracion de 1.5
MM de ABA, las lineas que mostraron mayor porcentaje de cotiledones verdes
fueron la sobreexpresante de WRKY2 (OW2-1) y la mutante abi5. En el mismo
sentido, estas dos lineas fueron las que obtuvieron el mayor porcentaje de

cotiledones verdes a la concentracion mas alta de ABA (3 pM), en donde la linea



OW2-1 logré un 44.7%, y la linea abi5 un 73.3%, en comparacion a la linea parental
Col-0 que solo obtuvo un 20.9% (Figura 4).

Con base en los resultados anteriores, nosotros podemos concluir que la linea
sobreexpresante del gen WRKY2 (OW2-1) mostroé un fenotipo de insensibilidad al
ABA en la germinacion y en el desarrollo de la plantula, por el contrario la linea

mutante Aw2 que mostré un comportamiento similar al de la linea parental Col-0.

Evaluacion de la linea sobreexpresante Ow2-1 del gen WRKY2 bajo estrés
salino.

Para determinar el papel del factor de transcripcion WRKY2 en salinidad, se
realizaron ensayos de germinacion bajo estrés salino. Las semillas estratificadas de
Col-0, la linea mutante Aw2, la linea sobreexpresante Ow2-1, la linea mutante abi5
y la linea sobreexpresante del gen ABI5 (OA5-8) fueron transferidas a medio MS,
MS con NaCl 150 mM, y MS con NaCl 175 mM. En la Figura 5, se muestran los
datos de germinacion al dia 5, en donde podemos observar que a las
concentraciones mas altas de NaCl, la linea sobreexpresante Ow2-1 presento el
mayor porcentaje de germinacion, por ejemplo con NaCl 175 mM alcanz6 el 65.5%
de germinacion.

Respecto a los cotiledones verdes, se registré el conteo al dia 10 del ensayo de
germinacion, y se analizaron las fotos con el programa ImageJ. Todas las lineas en
ambas concentraciones de NaCl (150 y 175mM), casi no mostraron cotiledones
verdes debido al dafio que presentaron por efecto de las concentraciones de la sal,
excepto la linea abi5 a la concentracion mas baja de NaCl 150 mM con un 43.8%

(Figura 6). La sobreexpresion del gen WRKYZ2 gener6 una mayor tolerancia al estrés



salino en la germinacion de las semillas de la linea Ow2-1, en comparacion con las

lineas mutantes Aw2 asi como la Col-0.

Evaluacion de plantulas de la linea sobreexpresante del gen WRKY2 en altas
concentraciones de ABA.

Después de la caracterizacion de la linea sobreexpresante de WRKY2 en los
ensayos de germinacion, se realizaron ensayo con plantulas para evaluar el efecto
en el desarrollo a altas concentraciones de ABA. Para ello, se tomaron plantulas de
las lineas Col-0, la linea mutante Aw2, la linea sobreexpresante Ow2-1, la linea
mutante abi y la linea sobreexpresante del gen ABIS5, las cuales se crecieron 10
dias en medio MS y después fueron transferidas 3 plantas de cada linea a medio
MS, MS con ABA 50 uM y 100 pM. Después de 12 dias se registraron fotografias
de las placas y se tomo el peso de cada linea en grupos de 3 plantas (Figura 7).
Para cada ensayo se realizaron siete réplicas (n=7). El peso de cada una de las
lineas en los diferentes tratamientos MS y MS con ABA 50 uM fue similar, y no hubo
diferencias estadisticas significativas, excepto a la concentracion mas alta de ABA
100 uM las lineas mutante y sobreexpresante del gen WRKY2 mostraron un peso
menor en comparacion con las lineas Col-0, mutante abi5 y OAS5-8. El tratamiento
exogeno de ABA 100 uM en las lineas mutante y sobreexpresante del gen WRKY2
mostré un efecto negativo similar en el crecimiento de plantulas de 10 dias de

ambas lineas (Figura 7).

Nivel de expresion de los genes ABI3 y ABI5 en las lineas Col-0, mutante nula
wrky2 y la sobreexpresante Ow2-1 de Arabidopsis.

Previamente se habia reportado el papel de WRKY?2 en la ruta de sefalizacién de

ABA, empleando la mutante insercional de T-DNA wrky2. Por lo que decidimos



analizar la expresion de genes clave que codifican para factores de transcripcion
como ABI3 y ABI5 en las lineas sobreexpresante de WRKY2 (Ow2-1) y en la
mutante wrky2, para determinar que efecto tiene la sobreexpresion y pérdida de
funcion de este factor de transcripcion Wrky2.

El patron de expresion se evalué por el método de qRT-PCR en plantulas de 10 dias
de las lineas Col-0, la mutante wrky2 y la linea sobreexpresante Ow2-1, las cuales
fueron transferidas a medio MS, MS + ABA 0.3 uM, 3 uM y 10 uM durante 12 y 24
h (Figura 8).

A las 12 h de todos los tratamientos con ABA, se observé una represion del gen
ABI3 en la linea mutante wrky2 y sobreexpresante Ow2-1 en comparacion con la
linea Col-0, excepto a la concentracion de ABA 10 uM en donde hubo una induccién
para la sobreexpresante Ow2-1. De igual manera, a las 24 h la linea
sobreexpresante Ow2-1 mostré un aumento en la expresion de ABI3en MS y a las
concentraciones de ABA de 0.3 uM y 10 uM, y la linea mutante wrky2 tuvo una
disminucién de ABI3 a 10 uM de ABA en comparacion con la linea parental Col-0
(Figura 8).

En el caso de los niveles de expresion del gen ABI5 a las 12 h para los tratamientos
conde ABA 3y 10 uM las lineas mutante wrky2 y sobreexpresante Ow2-1 mostraron
una represion de ABI5, en comparacion a la Col-0. A las 24h, para las lineas
mutante y sobreexpresante de WRKYZ2 observamos represiéon en MS, y con 3 uM
de ABA, pero a las concentraciones de ABA 0.3 y 10 uM mostraron un aumento en

la expresion de ABI5, en comparacion con la linea Col-0 (Figura 8).



Nivel de expresion del gen WRKY2 en la linea mutante abi5 y linea
sobreexpresante ABI5 (OABIS)

Nuestro siguiente paso fue cuantificar la expresién del gen WRKY2 en la linea
sobreexpresante OABI5-8 y la mutante abi5, en plantulas de 15 dias en medio MS.
Encontramos que el gen WRKY2 se encuentra reprimido 1.75 veces en la linea
mutante del gen abi5 en comparacion con Col-0 y en la linea sobreexpresante

OABI5-8, WRKY?2 se encuentra reprimido 3.26 veces en comparacion con Col-0.



Discusion

Debido al papel que juega la fitohormona ABA en el desarrollo y respuesta al estrés
abidtico en plantas, se han realizado diversos esfuerzos para caracterizar genes
implicados en la via de sefalizacién para esta hormona, en donde se ha reportado
que el factor de transcripcion ABI3 es un regulador clave de la ruta de sefializacion
del ABA. Sin embargo, poco se conoce de otros factores de transcripcion que
puedan modular la expresion de ABI3, tal es el caso del factor de transcripcion
WRKY?2, el cual se tiene un reporte donde se propone que en Arabidopsis puede
regular la expresion de ABI3 (Jiang and Yu, 2009). Los autores describieron que la
mutante nula del gen AtWRKY?2 presenta un retraso en la germinacion y en el
crecimiento de la plantula bajo la aplicacion exdgena de ABA.

En este estudio nosotros reportamos que la linea OW2-1 sobreexpresante del gen
WRKY2 mostré insensibilidad a la aplicacion exdégena de ABA, tanto en la
germinacion como en el desarrollo de la plantula, en donde incluso a 3uM de ABA
mostré mayor porcentaje de germinacion que la linea mutante abi5. Estos datos
concuerdan con lo descrito por Jiang and Yu 2009, en donde ellos proponen que
WRKY?2 es un represor de ABI3.

Interesantemente, nosotros observamos que plantulas de las lineas mutante y
sobreexpresante del gen WRKY2 cuando se crecieron bajo un tratamiento de ABA
100 yM mostraron una reduccién en su peso fresco, por lo que la aplicacion de altas
concentraciones de la fitohormona ABA mostraron un efecto negativo tanto en la

mutante como en la sobreexpresante del gen WRKY?2.



Cuando analizamos la expresion del factor de transcripcidon ABI3 en los fondos
mutantes wrky2 y sobreexpresante Ow2-1, observamos una tendencia de aumento
en la expresion del gen ABI3 en la linea sobreexpresante, en particular a la
concentracion mas alta de ABA a las 12 y 24h. En relacion al gen ABIS5,
identificamos un aumento en su expresion en ambos fondos, mutante y
sobreexpresante a las 24h a las concentraciones de ABA 0.3 y 10 uM. Lo anterior,
nos sugiere que la ganancia y/o pérdida de funcion de un factor de transcripcion
como el WRKY2 desregula a factores de transcripcion de la via de sefalizacion del
ABA.

Ademas, nosotros analizamos la expresién del gen WRKY2 sin la aplicacion
exdgena de ABA en las lineas mutante y sobreexpresante de ABI5, en donde
observamos una represion en ambos fondos, aunque la represién fue mayor en la
linea sobreexpresante OABI5. Esto podria sugerir un control de ABI5 sobre
AtWRKY2 en condiciones normales de crecimiento. Por otro lado, Jiang and Yu
(2009) describieron que el gen WRKY2 se reprime en el fondo mutante abi5 bajo la
aplicacidn exogena de ABA, sugiriendo una regulacion positiva que ejerceria el
factor de transcripcion ABI5 sobre WRKY?2 en condiciones de adicion de ABA, en
donde los autores proponen que WRKY2, ABI3 y ABI5 podrian estar regulados
mutuamente.

Cuando la planta se encuentra bajo estrés hidrico, el cual esta asociado a una alta
salinidad, se afecta el desarrollo, la supervivencia y la productividad de las plantas;
se ha reportado que los transcritos de dos factores de transcripcion tipo WRKY
como los genes AIWRKY25 y AtWRKY33, los cuales estan altamente relacionados

a este tipo de estrés, incrementan su expresion en tratamientos con NaCl y bajo



sequia. Ademas, las mutantes nulas atwrky33 y mutantes dobles atwrky25/atwrky33
son mas sensibles a tratamientos con NaCl (Jiang and Deyholos 2009, Li et al.
2011). En este sentido, nosotros observamos que en el caso de lineas transgénicas
que sobreexpresan el gen AtWRKYZ2, mostraron un mayor porcentaje de
germinacion bajo la aplicacion exdgena de altas concentraciones de NaCl; lo
anterior concuerda con lo reportado por Jiang and Yu (2009), en donde describen
que el gen AtIWRKY?2 se induce con la aplicacién de NaCl y manitol.

Los factores de transcripcion del tipo WRKY participan como componentes
importantes en la compleja red de sefalizacion de ABA y en las respuestas de
estrés abidtico. A pesar de que es un reto descubrir el papel que juegan estos
factores de transcripcion en la respuesta al estrés, nuestro estudio aporta
informacion valiosa respecto la linea sobreexpresante del gen WRKY2 mostrando

una mayor tolerancia al estrés salino y a la aplicacion exdégena de ABA.
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Tablas

Tabla 1. Tabla de oligonucleétidos empleados en qRT-PCR

higli':idoagi%n Nombre Secuencia (5’-3%)
ABI3 Fw CACAGCCAGAGTTCCTTCCTT
ABIS ABI3 Rv ATGTGGCATGGGACCAGACT
ABI5 Fw GGAGGTGGCGTTGGGTTTG
ABIS ABI5 Rv GTTATCCACTTGTCCATGTCC
UBQ5 Fw TCGACGCTTCATCTCGTCCT
vBas UBQ5 Rv CGCTGAACCTTTCCAGATCC
WRKY Fw GTGTTTCTTTGGGTTACGATGG
WRKY?2
WRKY Rv GCACAACAACTCTTGGCTC




Figuras
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Figura 1. Esquema del plasmido pMDC32-WRKY?2.
La secuencia codificante del gen WRKY2 fue insertada a través de los sitios de

recombinaciéon aTTR1 y aTTR2 quedando flanqueada por un promotor 2x35S y el
terminador NOS. Esto genero el plasmido pMDC32-WRKY2 que fue utilizado para

generar plantas sobreexpresantes del gen WRKY2.
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Figura 2. Nivel de expresion de WRKY2 en lineas Col-0, mutante wrky2
y sobreexpresantes WRKY2 (OW).

Se utilizaron plantulas de 10 dias en medio MS fueron usadas. El nivel de expresion
de WRKY?2 fue determinada con gRT-PCR utilizando SYBR Green. Los datos estan
expresados como mMRNA relativo comparado con la linea Col-0 y fueron
normalizados usando el gen ubiquitin 5 de A. thaliana. Las barras representan el
promedio (n=3). Las letras sobre las barras indican la diferencia significativa
mediante un analisis de varianza de ANOVA de una via y una prueba de

comparacion multiple Tukey (p<0.05).



MS 0.1uM ABA MS 1.0uM ABA

ab a a 100 . ab _af ab
a,l -

100 — - ab

80

60

40

% germination
% germination
% germination

20

% germination
% germination

Figura 3. Sensibilidad al ABA en la germinacion de las lineas mutantes
y lineas sobreexpresantes de WRKY2.

A. Ensayo de germinacion. Semillas estratificadas fueron transferidas a medio MS,
MS+ABA 0.1 uM, MS+ ABA 1 uM, MS+ ABA 1.5 uM y MS+ ABA 3 uM; los
porcentajes de germinacion mostrados corresponden al dia 4 del ensayo. Los datos
mostrados son el promedio (n=7). Las letras sobre las barras indican la diferencia
significativa mediante un analisis de varianza de ANOVA de una via y una prueba

de comparacion multiple Tukey (p<0.05).
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Figura 4. Analisis de cotiledones verdes en las lineas mutantes y lineas
sobreexpresantes de WRKY2 bajo tratamientos de ABA.
La cuenta de cotiledones se realizo el dia 10 del ensayo de germinacion. Se

muestran los porcentajes de cada linea en cada tratamiento. Los datos mostrados
son el promedio (n=7). Las letras sobre las barras indican la diferencia significativa
mediante un analisis de varianza de ANOVA de una via y una prueba de

comparacion multiple Tukey (p<0.05).
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Figura 5. Sensibilidad a estrés salino en la germinacion de las lineas
mutantes y lineas sobreexpresantes de WRKY2

Ensayo de germinacion. Semillas estratificadas fueron transferidas a medio MS,

MS+ NaCl 150 mM y MS+ NaCl 175 mM; los porcentajes de germinacién mostrados

corresponden al dia 5 del ensayo. Los datos mostrados son el promedio (n=7). Las

letras sobre las barras indican la diferencia significativa mediante un analisis de

varianza de ANOVA de una via y una prueba de comparacion multiple Tukey

(p<0.05).
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Figura 6. Analisis de cotiledones verdes de las lineas mutantes y
lineas sobreexpresantes de WRKY2 en respuesta al estrés salino.

El céalculo del porcentaje cotiledones verdes se realizé el dia 10 del ensayo de
germinacion. Se muestran los porcentajes de cada linea en cada tratamiento. Los
datos mostrados son el promedio (n=7). Las letras sobre las barras indican la
diferencia significativa mediante un analisis de varianza de ANOVA de una via y una

prueba de comparacion multiple Tukey (p<0.05).
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Figura 7. Sensibilidad a ABA en plantulas de lineas mutantes y lineas
sobreexpresantes de WRKY?2.

a. Se transfirieron plantulas de 10 dias de las diferentes lineas fueron transferidas
(3 plantulas por linea) a medio MS, MS+ ABA 50 uM y 100 uM. Después de 12 dias
de los tratamientos, se pesaron las plantulas (en grupos de 3 plantulas). Las letras
sobre las barras indican la diferencia significativa mediante un analisis de varianza
de ANOVA de una via y una prueba de comparacion multiple Tukey (p<0.05). b.
Comparacion fenotipica de las diferentes lineas 12 dias después de los

tratamientos.
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Figura 8. Nivel de expresion de ABI3 en las lineas Col-0, mutante wrky2 y
sobreexpresante WRKY2 bajo diferentes tratamientos de ABA a 12 y 24 h.

Plantulas de 10 dias de las lineas Col-0, mutante wrky2 y sobreexpresante WRKY2
fueron transferidas a medio MS, MS + ABA 0.3 uM, 3 uM y 10 uM. El analisis se
llevo a cabo a las 12 y 24 horas. El nivel de expresion de ABI3 fue determinada con
gRT-PCR usando SYBR Green. Los datos estan expresados como mRNA relativo
comparado con Col-0 y fueron normalizados usando el gen ubiquitin 5 de A.
thaliana. Las barras representan el promedio (n=3). Las letras sobre las barras
indican la diferencia significativa mediante un analisis de varianza de ANOVA de

una via y una prueba de comparacion multiple Tukey (p<0.05).
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Figura 9. Nivel de expresion de ABI5 en las lineas Col-0, mutante wrky2
y sobreexpresante WRKY2 bajo diferentes tratamientos de ABA a 12 y 24
horas.
Plantulas de 10 dias de las lineas Col-0, mutante wrky2 y sobreexpresante WRKY2

fueron transferidas a medio MS, MS + ABA 0.3 uM, 3 uM y 10 uM. El analisis se
llevo a cabo a las 12y 24 h. El nivel de expresion de ABI5 fue determinada con qRT-
PCR usando SYBR Green. Los datos estan expresados como mRNA relativo
comparado con Col-0 y fueron normalizados usando el gen ubiquitin 5 de A.
thaliana. Las barras representan el promedio (n=3). Las letras sobre las barras
indican la diferencia significativa mediante un analisis de varianza de ANOVA de

una via y una prueba de comparacion multiple Tukey (p<0.05).
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Figura 10. Nivel de expresion de WRKY2 en Col-0, mutante abi5 y
sobreexpresante OA5-8.
Plantulas de 15 dias de las lineas Col-0, mutante abi5 y sobreexpresante OA5-8 en

medio MS. El nivel de expresion de WRKY2 fue determinado con qRT-PCR usando
SYBR Green. Los datos estan expresados como mRNA relativo comparado con Col-
0 y fueron normalizados usando el gen ubiquitin 5 de A. thaliana. Las barras
representan el promedio (n=3). Las letras sobre las barras indican la diferencia
significativa mediante un analisis de varianza de ANOVA de una via y una prueba

de comparacion multiple Tukey (p<0.05).



