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RESUMEN

“Caracterizacién molecular y funcional de genes que codifican proteinas de

choque térmico de plantas bajo condiciones de estrés abiético”

Actualmente las actividades antropogénicas tienen un gran impacto sobre el
planeta, las cuales estan provocando alteraciones en el clima y una contaminacion
ambiental importante. Lo anterior se debe principalmente al uso indiscriminado de
combustibles fésiles, el uso de aerosoles, la deforestacion masiva, entre otros, las
cuales han intensificado considerablemente las emisiones de CO2, causando el
calentamiento global. Ademas, la escasez del agua dulce el cual es uno de los
principales factores limitantes para la productividad agricola, junto con la calidad
de los suelos agricolas que cada dia son mas pobres y estdn mas contaminados
debido al uso inadecuado y mal manejo de la agricultura tradicional.

Como resulta dificil que las plantas se adapten a todos los cambios que esta
sufriendo el planeta, es de suma importancia estudiar y comprender los
mecanismos involucrados en la respuesta de las plantas al estrés abidtico. Por lo
que el ampliar la informacién a nivel basico sobre los procesos moleculares
generard nuevos conocimientos que seran claves para la obtencion de plantas

mas tolerantes al estrés.

Uno de los principales mecanismos de tolerancia al estrés, es la sintesis de
chaperonas moleculares, como son las proteinas de choque térmico (HSPs).
Estas proteinas son esenciales para la sintesis, la proteccion, el transporte, el
plegamiento o el replegamiento y la degradaciéon de proteinas parcialmente o
completamente desnaturalizadas bajo condiciones normales y en condiciones de

estrés.
Nuestro grupo de investigacion ha construido bibliotecas sustractivas (SSHSs)

como por ejemplo de frijol (Phaseolus vulgaris) bajo estrés salino, y bibliotecas de

cDNA de nopal (Opuntia streptacantha) bajo diferentes condiciones de estrés

Xvii



abidtico, en donde hemos identificado una serie de genes relacionados de la
respuesta al estrés que son interesantes para su estudio. En dichas bibliotecas
hemos seleccionado genes que codifican para chaperonas moleculares como las
proteinas de choque térmico (HSP), para su caracterizacion funcional en

Arabidopsis thaliana.

El proposito de este estudio fue caracterizar molecular y funcionalmente HSPs,
tales como las proteinas DnaJ (HSP40) de A. thaliana y un gen de nopal (O.
streptacantha) que codifica para una proteina de choque térmico de bajo peso

molecular (SHSP), bajo condiciones de estrés abidtico.

Para la caracterizacion de los genes DnaJ de A. thaliana, el primer paso fue la
genotipificacion de las lineas insercionales de T-DNA de los genes At5g22060
(AtDJ2) y At3g44110 (AtDJ3) para obtener mutantes insercionales sencillas de
cada gen. Dichas mutantes sencillas presentan un fenotipo de sensibilidad en
germinacion bajo condiciones de estrés salino. A partir de estos resultados,
generamos una doble mutante (atdj2-atdj3-46), en la cual obtuvimos un fenotipo
de mayor sensibilidad en cuanto a la velocidad de germinacién bajo condiciones
de estrés salino, comparandola con las lineas mutantes sencillas y el ecotipo
parental (Col-0). También nos enfocamos en realizar experimentos de ganancia de
funcion, mediante la obtencion de una linea sobreexpresante de uno de los DnaJ
(AtDJ2), del cual construimos el vector para dicha sobreexpresion en A. thaliana, y
hasta el momento contamos con semillas transformadas para identificar lineas
transgénicas resistentes al marcador de seleccion del vector, para posteriormente,
caracterizar su fenotipo bajo condiciones de estrés. Para la caracterizacion de la
DnaJ (AtDJ2) realizamos la construccion de un vector para el sistema de dos
hibridos, que nos permitiréa identificar posibles blancos de interaccion o ligandos de

esta proteina.

En lo que respecta a la caracterizacién del gen OpsHSP18 de nopal que codifica

para una sHSP de 18KDa, nos planteamos sobreexpresarlo en A. thaliana para
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caracterizar las lineas transgénicas bajo condiciones de estrés. Dos lineas
transgénicas (OpsHSP18-over3 y OpsHSP18-over7) se sometieron a estrés salino
(150mM de NaCl) junto con plantulas del ecotipo parental Col-0 durante 15 dias,
en donde se observdO un menor dafio entre lineas que sobreexpresan la
OpsHSP18 de nopal con respecto a las plantas control. De manera interesante, al
momento de realizar los experimentos de recuperacion, los cuales consisten en
pasar las plantulas a tierra sin la aplicacion de estrés salino, se observé una mayor
tolerancia de las lineas transgénicas, logrando hasta un 70% de supervivencia en

comparacion con un 20% en la parental Col-0.

Con base a los resultados obtenidos durante este estudio, podemos sefalar que
ambas chaperonas moleculares de la familia HSP estan involucradas en la
respuesta al estrés salino, sugiriendo que podrian estar participando en la
proteccion de proteinas cuando la semilla o la plantula esta sujeta a condiciones

de salinidad.

Palabras claves: Arabidopsis thaliana, Estrés abiético, HSPs, DnaJ y OpsHSP18.
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ABSTRACT

Currently, anthropogenic activities have an important impact on the planet, causing
climate changes and pollution of the environment. These changes are mainly by
the indiscriminate use of fossil fuels and aerosols, massive deforestation, among
others, which have intensified CO2 emissions causing global warming. In addition,
water deficiency, which is one of the major limiting factors of agricultural
productivity; as well as the soil quality, which is continuously polluted and degraded

by the inadequate management of conventional agriculture.

Since it is becoming difficult for plants to adapt to all changes taking place in the
world, it is very important to study and understand the mechanisms involved in
plant responses to abiotic stress. In this regard, improving the knowledge on the
molecular events associated to stress tolerance, will allow the generation of plants

even more tolerant to stress.

One of the main mechanisms of stress tolerance is the synthesis of molecular
chaperones such as heat shock proteins (HSPs). These proteins are essential for
the synthesis, protection, transport, folding or refolding, and degradation of partially

or completely unfolded proteins under normal and stress conditions.

Our research group has constructed a subtractive library (SSHs) of common bean
(Phaseolus vulgaris) under salt stress, and a cDNA library of Cactus pear (Opuntia
streptacantha) under different abiotic stress conditions. From these libraries, we
have identified a group of stress related genes that are attractive candidates for
further studies. From these genes, we selected those encoding molecular
chaperones such as HSPs for their functional characterization in Arabidopsis

thaliana.

The aim of this study was the characterization of HSPs at the molecular and

functional level, including two DnaJ proteins (HSP40) from A. thaliana and a gene
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encoding a small heat shock protein from Cactus pear (O. streptacantha) under

abiotic stress conditions.

In order to characterize the DnaJ genes from A. thaliana, two T-DNA insertional
mutant lines At5g22060 (AtDJ2) and At3g44110 (AtDJ3) were genotypified. These
single T-DNA insertional mutants showed a phenotype of sensitivity in germination
under salt stress conditions. Based on these results, a double mutant (atdj2-atdj3-
46) was generated, obtaining seeds with an increased sensitivity to salt stress
during germination, in which a notable retardation in comparison to the parental
ecotype (Col-0) was observed. On the other hand, gain of function experiments are
in progress. Up to now, we constructed a binary vector for the over-expression of
one of the DnalJ genes (AtDJ2) in A. thaliana, and we are analyzing the F1
generation. In addition, we generated a bait-vector for the split-ubiquitin yeast-two-
hybrid system in order to identify possibly protein ligands of the DnaJ (AtDJ2)

protein.

Finally, we started the characterization of a gene that encodes a Cactus pear
sHSP (OpsHSP18) of 18KDa. We constructed a binary vector for the over-
expression of this gene in A. thaliana. Two transgenic lines (OpsHSP18-over3 and
OpsHSP18-over7) that over-expressed the Cactus pear gene were subjected to
salt stress (150 mM NaCl) during 15 days. These lines showed less damage in
comparison to the parental ecotype Col-0 under this treatment. Interestingly, after
the recovery experiments, in which the plants were grown without stress, the
transgenic lines showed a higher rate of survival (70%) in comparison with the

parental plants Col-0 (20%).

Based on the results obtained during this study, we concluded that both molecular
chaperones of the HSP family are involved in the response to salt stress,
suggesting they might have an important role in the protection of proteins when the

plants are subject to salinity stress.

Keywords: Arabidopsis thaliana, Abiotic stress, HSPs, DnaJ, and OpsHSP18.

XXi



I. INTRODUCCION

1.1 Estrés en plantas

Las condiciones ambientales ejercen una gran influencia sobre la vida en la tierra
y son parte de la vida diaria de todos los seres vivos del planeta, incluyendo a los
humanos y por lo tanto, son esenciales para el bienestar y la salud, la produccién
de alimentos, entre otros. El Panel Intergubernamental sobre el Cambio Climatico
(IPCC, 1996) present6 evidencia cientifica de que las actividades humanas estan

influyendo en el clima.

Asimismo, las variaciones en el medio ambiente tienen un mayor impacto en la
agricultura que por ejemplo, en la ganaderia, ya que las especies vegetales tienen
una mayor capacidad de adaptacion, debido a que no presentan movilidad que les
permita protegerse al ritmo estacional del clima o de los cambios que esta
sufriendo el planeta. Esto es una seria preocupacion para la seguridad alimentaria
mundial, aunado a diversos factores como el aumento en la demanda de
alimentos para la poblacion, la disminucién de la productividad en las regiones de
alta productividad, la contaminacion del suelo, del agua y del medio ambiente, y el
aumento en la vulnerabilidad en la agricultura como consecuencia del cambio

climatico (Khanna-Chopra y Sinha, 1998).

Debido a estas razones, las plantas estdn sometidas a una amplia variedad de
condiciones ambientales que les pueden inducir estrés y tener un efecto negativo
en su crecimiento y desarrollo. El estrés se define como una condicién
desfavorable que afecta el metabolismo y bloquea el crecimiento y el desarrollo de
las plantas, alterando o interrumpiendo la homeostasis metabdlica de la planta por
un factor externo. El estrés abidtico limita el crecimiento y la productividad de las
plantas, por lo tanto afectan el bienestar de la poblacién humana (Suzuki y Mittler,
2006).



Las plantas siendo organismos sésiles, no pueden escapar de los factores de
estrés abidtico, sin embargo, han desarrollado diferentes mecanismos que le
permiten tolerar y responder rapidamente a multiples cambios ambientales (Rao,
2006). Una red interconectada del sistema de respuesta al estrés celular es un
pre-requisito para la supervivencia y productividad de la planta (Brunold et al.,
1996).

Las respuestas varian dependiendo del tipo y duracion del estrés al que esta
sometida la planta, existen cambios anatomicos, fisiolégicos y respuestas
moleculares, las cuales llevan a la tolerancia o a la resistencia de la planta al
estrés o bien en un caso extremo, en la cual los mecanismos que tiene la planta
no le permiten responder eficientemente contra el estrés provocando un dafio
celular irreversible, que posteriormente ocasione la muerte. Las plantas varian en
su tolerancia al estrés porque difieren en sus capacidades de percepcion, de

sefalizacion y de respuesta al estrés (Wahid et al., 2007).

1.1.1 Estrés abioético

El estrés abidtico, como la sequia, la salinidad, las temperaturas extremas vy el
estrés oxidativo son graves amenazas para la agricultura y asimismo el deterioro
del medio ambiente. El estrés abibtico es la principal causa de pérdida de cultivos
en el mundo, reduciendo el rendimiento promedio de los principales cultivos por
mas del 50% (Bray et al. 2000, Wang et al., 2007), provocando una serie de
cambios morfologicos, fisiolégicos, bioquimicos y moleculares que afectan el

crecimiento, desarrollo y la productividad de las plantas (Wang et al., 2001).

Algunas de las respuestas comunes al estrés abiotico a nivel molecular son la
alteracion de la expresion génica, la reduccién de la actividad de enzimas vitales,
una disminucién de la sintesis de proteinas y una desorganizacion de los sistemas
gue tienen membrana. Algunos mecanismos de tolerancia al estrés abiético es la

activacion de factores de sefializacion, la alteracion en la expresion génica, la



acumulacion de solutos compatibles, la sintesis de proteinas de estrés, la
acumulacion de poliaminas y un ajuste del balance hormonal, entre otros

mecanismos (Rao, 2006).

Las plantas estan expuestas a combinaciones de estrés al mismo tiempo o bien
separados temporalmente y en ambos casos deben de presentar una respuesta
integrada. Asimismo, las rutas del estrés abidtico muestran elementos en comun
que interactian de una manera similar (“cross-talk”) y son potenciales para la

respuesta al estrés (Knight y Knight, 2001).

Por lo tanto, la sequia, la salinidad, las temperaturas extremas y el estrés oxidativo
estan a menudo interconectados, y pueden inducir dafios similares a la célula. Por
ejemplo, la sequia o la salinidad, primero se manifiesta como estrés osmdtico,
dando como resultado una desorganizacion de la homeostasis y de la distribucion
ionica en la célula (Zhu, 2001). El estrés oxidativo, el cual frecuentemente
acompanfa al estrés por calor, por sequia o al estrés salino, puede causar la
desnaturalizacion de las proteinas (Smirnoff, 1998). Entonces, como consecuencia
estos tipos de estreses ambientales, a menudo activan rutas similares rutas de
sefializacion (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Kinght y Knight, 2001) y
respuestas celulares, tales como la produccién de proteinas de estrés, regulacion
de las proteinas antioxidantes y acumulacion de osmolitos compatibles (Vierling y
Kimpel, 1992; Cushman and Bohnert, 2000).

1.1.2 Respuesta de la planta al estrés abiotico

La respuesta de la planta al estrés abidtico, involucra un conjunto de genes,
mecanismos bioquimicos y moleculares (Fig. 1). Los tipos de estreses primarios
son la sequia, la salinidad, el calor y el frio, causando dafios celulares y a la vez
provocan otros tipos de estrés secundarios tales como el estrés osmoético y el

oxidativo.



Las primeras sefiales de estrés que se han sugerido son la desorganizacion de la
homeostasis osmatica y idnica, en lo que respecta al estrés por sequia, salinidad y
frio (Wang et al., 2003) y los cambios en la fluidez de la membrana, el dafo
funcional y estructural de proteinas causado por temperaturas extremas (Wabhid et
al., 2007). Por lo que estas sefales desencadenan procesos de percepcion y de
transduccion de estas sefiales, tales como la sintesis de osmosensores, segundos
mensajeros (Ca®**, ROS), MAP cinasas, sensores de Ca?* (SOS3) y proteinas
cinasas dependientes de calcio (CDPKs) (Wang et al., 2003). El resultado de las
cascadas de sefializacion, implican la modificacién y el control de la expresion de
factores de transcripcion que activan un amplio conjunto de genes (Sung et al.,
2003) tales como, factores de transcripcion por choque térmico (HSFs) que se
unen a elementos regulatorios localizados en los promotores de los genes Hsp,
referidos como elementos de choque térmico (HSEs; Schoffl et al., 1998); factores
DREB que activan la expresion de genes que contienen elementos DRE
(elementos de respuesta a deshidratacién), involucrados en la tolerancia de la
planta al estrés por sequia, salinidad y frio (Liu et al.,, 2000); factores de
transcripcion que se unen a elementos de respuesta acido abscisico (ABRE),
estos se denominan ABFs por sus siglas en inglés (ABRE binding factors; Choi et
al., 2000) (Fig. 1).

El control transcripcional activa mecanismos de respuesta para restablecer la
homeostasis, proteger y reparar el dafio de proteinas y de membranas (Wang et
al., 2003). Dichos mecanismos de respuesta incluyen la expresién de proteinas de
destoxificacién, tales como la superoxido dismutasa (SOD), la ascorbato
peroxidasa (APX), la catalasa (CAT) entre otras (Mittler et al., 2004) ya que
cuando la planta esta expuesta a condiciones desfavorables como a temperaturas
extremas, sequia, o estrés por salinidad puede incrementar la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Aunque estas ROS juegan un papel
importante en sefalizacion, elongacién celular, entre otros, también pueden
causar dafio a proteinas, lipidos, DNA y otras importantes macromoléculas,

afectando fatalmente el metabolismo de las plantas y limitando su crecimiento



(Sairan y Tyagi, 2004). Otra de las respuestas es la acumulacion de
osmoprotectores (osmolitos compatibles) como son azucares, prolina, glicina-
betaina, o que se sugiere que estos osmolitos compatibles contribuyen a la
tolerancia al estrés (Sairam y Tyagi, 2004). Aunado a lo anterior, también se ha
reportado la expresion de las acuaporinas (AQP), las cuales son proteinas
transmembranales, encargadas de transportar el agua a través de los
compartimentos celulares, y por lo tanto, desempefian un papel dinamico en el

mantenimiento de la homeostasis celular (Fig. 1; Estrella et al., 2004).

Otros dos grupos importantes de proteinas inducidas al estrés son las proteinas
abundantes en la embriogénesis tardia (LEAS) y las proteinas de choque térmico
(HSP). En el caso de las LEAs se ha sugerido que tienen una actividad tipo
chaperona, y también, actian como moléculas de union a agua, en el secuestro
de iones, en la estabilizacion de macromoléculas y de membranas (Thomashow,
1999). Las HSPs, participan en mantener la conformacion funcional y estructural
de las proteinas, y previniendo su agregaciéon. Las HSPs actian como chaperonas
moleculares, las cuales son responsables de la sintesis, la maduracion y la
degradacion de proteinas bajo condiciones normales, y bajo condiciones de
estrés, participan en la proteccién de proteinas, en la estabilizacion de membranas

y asistir en el plegamiento de proteinas (Fig. 1; Vierling, 1991; Waters et al., 1996).

Una respuesta inadecuada en uno o varios pasos de las rutas de sefializacion o
en la activacion de genes puede resultar en cambios irreversibles en la
homeostasis celular y en la destruccién funcional y estructural de proteinas y

membranas, provocando la muerte celular (Wang et al., 2003).
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Figura 1. Respuesta de la planta al estrés abiético. Los tipos de estrés primarios son: sequia,
salinidad, calor y frio; a menudo estan interconectados, causando un dafio celular y dos tipos de
estrés secundarios, tales como estrés oxidativo y osmotico. Las sefiales de estrés (ejemplo, efecto
idnico y osmotico, o cambios en la fluidez de la membrana) que desencadenan procesos de
sefializacion y el control transcripcional, los cuales activan los mecanismos de respuesta al estrés
para restablecer la homeostasis y proteger y reparar el dafio a proteinas y membranas. Una
respuesta inadecuada en uno o mas pasos de la sefializacion y activacién de genes pueden causar
cambios irreversibles en la homeostasis y destrucciéon funcional y estructural de proteinas,

causando la muerte celular. Esta imagen se obtuvo de Sung et al. (2003).



1.2 Proteinas de choque térmico (HSPs)

A nivel molecular la respuesta al estrés por calor involucra la reprogramacion de
las actividades celulares por la sintesis de HSPs o chaperonas moleculares, las
cuales se acumulan de manera dependiente de la dosis del estrés, para tener
cantidades suficientes para la proteccion de la célula y proveer altos niveles de
termotolerancia. La induccién de éstas proteinas se conserva en diversos
organismos tales como bacterias, hongos, plantas y animales por el incremento de

la temperatura (Hirt y Shinozaki, 2003).
Las HSPs comprenden varias familias de proteinas conservadas evolutivamente,
las cuales han sido designadas de acuerdo a su peso molecular, como HSP100,

HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 y las sHSP (pequeias) (Fig. 2; Buchner, 1996;
Bukau y Horwich, 1998).

Principales familias de la HSP:

HSP70

Figura 2. Principales familias de proteinas de choque térmico (HSP). Las proteinas de choque
térmico son: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 y sHSP.

Las chaperonas moleculares son componentes claves para la homeostasis celular
bajo condiciones O6ptimas y adversas, son responsables del plegamiento, el
ensamble, el transporte y la degradacién de proteinas en una amplia variedad de
procesos celulares normales, al igual que bajo condiciones de estrés (Wang et al.,
2004). Las chaperonas moleculares estan localizadas en el citoplasma y organelos

tales como el ndcleo, la mitocondria, el cloroplasto y el reticulo endoplasmico (ER).



Se ha descrito que no solamente se expresan bajo condiciones de estrés a
temperaturas altas sino que también responden a un amplio rango de estreses
ambientales, tales como estrés hidrico, salino, osmético, por frio y estrés oxidativo
(Vierling, 1991; Boston, 1996).

1.2.1 Proteinas co-chaperonas HSP40 (DnaJ)

Las chaperonas moleculares mantienen la estructura nativa de otras proteinas.
Las proteinas DnaJ pertenecen a la familia de las HSP40, también llamada
proteinas de la familia J, las cuales regulan la actividad de las proteinas HSP70
(DnaK) permitiendo la unidon a proteinas parcialmente o completamente
desplegadas para ayudar a su correcto plegamiento o ensamble. También
interactian con las HSP60 (GrpE) las cuales son otras de las chaperonas
moleculares (Walsh et al., 2004).

En el genoma de Arabidopsis thaliana se predice que existen 89 proteinas que
presentan el dominio J. La localizacion de estas proteinas se ha reportado en
diversos organelos como en el reticulo endoplasmico, vacuolas, lisosomas,
peroxisomas, plastidios, aparato de Golgi, mitocondria, citoplasma y nucleo
(Miernyk, 2001).

1.2.1.1 Estructura de las proteinas HSP40 (DnaJ)

La familia DnaJ de las chaperonas moleculares presenta en la region N-terminal,
el dominio J caracteristico conformado de aproximadamente 75 aminoacidos
conservados, los cuales forman una estructura secundaria de 4 a-hélices y una
region de loop entre las hélices Il y Ill. La region entre las hélices contiene un tri-
péptido histidina - prolina- acido aspartico (HPD) altamente conservado, el cual es
esencial para la interaccion con las proteinas HSP70 (DnaK). La funcion del
dominio J consiste en el acoplamiento con las proteinas DnaK y la subsiguiente

estimulacién de la actividad ATPasa de la DnaK (Li et al., 2007). Ademas del



dominio J, las proteinas DnaJ incluyen otras regiones bien definidas, como la
region rica en glicinas y fenilalaninas (G/F), adyacente al dominio J; seguido por
una region rica en cisteina la cual forma un dominio dedo de zinc, que contiene
cuatro motivos repetidos (CXXCXGXG). Por dltimo, una regién C-terminal
pobremente conservada y de tamafio variable (Yan y Craig, 1999). El dominio J y
la region rica en G/F, son importantes para la interaccion con la proteina Dnak,
mientras que el dominio dedo de zinc y la region C-terminal, estan involucrados en

la interaccion y en la union al sustrato (Fig. 3) (Bukau y Horwich, 1998).

Dominios de la Dnal

Interaccion DnakK Union al sustrato
i
i Dominio J - Dominio dedo de zinc
[ Region rica en G/F L] Region C-terminal

Figura 3. Estructura de las proteinas HSP40 (DnaJ). Los dominios estan representados por
cajas de colores: dominio J y la region rica en glicinas y fenilalanina (G/F) interactian con las
proteinas DnaK o HSP70 (cajas de color rojo y verdes respectivamente), el dominio dedo de zinc y
la region carboxi-terminal (C-terminal) intervienen en la union al sustrato (cajas de color azul y

naranja respectivamente).

1.2.1.2 Clasificacién de las proteinas HSP40 (DnaJ)

La clasificacion de estas proteinas, se basa en la presencia de los dominios
conservados, el primer grupo denominado tipo | 0 A, presenta todos los dominios:
el dominio J, seguido de la region rica en glicinas y fenilalanina (G/F), después por
el dominio rico en cisteinas (dedo de zinc) y por ultimo la regién C-terminal. En lo
gue respecta al grupo tipo Il o C, este carece solamente del dominio dedo de zinc,
y el grupo tipo lll o C, estos carecen tanto de la region rica en glicinas y
fenilalanina (G/F), como la del dominio dedo de zinc (Fig. 4; Yan y Craig, 1999).
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Figura 4. Clasificacion de las proteinas HSP40 (DnaJ). Las proteinas DnaJ se clasifican en Tipo
I 0 A presentan el dominio J, region rica en glicinas y fenilalanina (G/F), el dominio dedo de zinc y
la region C-terminal. El tipo Il o B incluyen los dominios mencionados anteriormente excepto el

dominio dedo de zinc y por ultimo el tipo 11l o C solamente presentan el dominio J.

1.2.1.3 Mecanismo de regulacién de las proteinas HSP70 (DnaK) por
las co-chaperonas HSP40 (DnaJd) y HSP60 (GrpE)

Las proteinas HSP70 (DnaK) son altamente versatiles ya que pueden asistir a una
gran variedad de procesos de plegamiento de proteinas previniendo su
agregacion. El plegamiento de proteinas mediada por las HSP70 es dependiente
de co-chaperonas como las DnaJs estimulando la hidrélisis de ATP; proceso en el
cual también participa el factor de cambio de nucleétido o proteina HSP60 (GrpE)
(Nollen y Morimoto, 2002).

El ciclo empieza con la asociacion del sustrato con la proteina DnaJ, aunque en
algunos casos el ciclo puede empezar con la asociacion del sustrato con la DnaK-
ATP. Posteriormente, la DnaK-ATP acepta el sustrato que le transfiere el complejo
DnaJ-sustrato. Este proceso ocurre en dos etapas, en la primera la DnaK-ATP
interacciona con el dominio J de la DnaJ a través de un sitio indeterminado del
domino ATPasa de la DnakK, y en la segunda, ocurre la transferencia del sustrato

desde la DnaJ a la cavidad abierta de unién de la DnaK. Ambos pasos son
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requeridos para estimular la hidrolisis del ATP de la DnakK, resultando en la
estabilizacion del complejo DnaK-sustrato; ademas, éste proceso de hidrolisis se
encuentra estrechamente acoplado a la unién del sustrato por la DnaK. En la
transferencia del sustrato a la DnaK y la conversion de la DnaK-ATP al estado
DnaK-ADP, la afinidad del complejo DnaK-sustrato por la proteina Dnal se
reduce, provocando la disociacion de la DnaJd. Después, la GrpE se une al
complejo DnaK-ADP-sustrato, resultando en la liberacion de ADP, vy
consecuentemente, en la rapida union de ATP a DnakK, la cual se liberara del

sustrato unido, retornando a su estado inicial (Fig. 5; Bukau y Horwich 1998).

K+ATP
GrpE
7

Figura 5. Mecanismo de regulacion de las proteinas HSP70 (DnaK) por las co-chaperonas

HSP40 (DnalJ) y HSP60 (GrpE). Las proteinas que participan en el modelo del ciclo son la DnakK,

DnaJ, GrpE y las proteinas parcialmente desplegadas (S).

1.2.2 Proteinas de choque térmico de bajo peso molecular (SHSP)

La funcion de las chaperonas moleculares como se mencion0 anteriormente es
interactuar y estabilizar otras proteinas que estan parcialmente o totalmente
desplegadas, como es el caso de proteinas que estan en proceso de sintesis, en
el transporte a través de la membrana o por los dafios causados bajo condiciones

de estrés celular. Muchas de las chaperonas se expresan en altos niveles durante
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el estrés y son miembros de la familia de las proteinas de choque térmico (HSP),
como las HSP90, HSP70 y sHSP (bajo peso molecular), aunque la proporcion de
estas tres clases difieren entre las especies de plantas. Bajo estas condiciones, se
ha observado que los RNAm de las HSP70 y HSP90 pueden incrementar
alrededor de 10 veces, mientras que las sHSP pueden incrementar hasta 200
veces (Wahid et al., 2007).

Las sHSP forman una familia de proteinas divergentes estructuralmente, que se
encuentran presentes en Archae, Bacteria y Eucaria (Caspers et al., 1995). La
masa molecular monomérica de las sHSP esta entre los rangos de 12 a 42 kDa,
pero en su estado nativo la mayoria forman oligdbmeros aproximadamente de 12 a
32 subunidades (Vierling et al., 2009). Las sHSP estan definidas por un dominio a-
cristalino de aproximadamente 100 aminoacidos, éste dominio contiene una region
consenso caracteristica (AxxxnGvL), y se encuentra conservado en todas las
sHSP de plantas (Waters, 1996; Scharf et al.,, 2001). La funcion que se ha
sugerido para este dominio a-cristalino es la interaccion con las proteinas
desplegadas. Dicho dominio esta flanqueado por un dominio N-terminal, altamente
variable en tamafio y en secuencia. Por la variabilidad en secuencia de esta region
N-terminal se ha sugerido como candidato para la unién al sustrato y en el caso de
la regién C-terminal, que es corta, se ha propuesto como el sitio de contacto que

estabilizan la estructura oligomérica (Fig. 6; Vierling, et al., 2009).

N-terminal a-cristalino C-terminal

Figura 6. Dominios de las proteinas sHSP. Los dominios presentes en las proteinas sHSP son:

el domino a-cristalino, la region N-terminal y la region C-terminal.

En el genoma de A. thaliana, se han identificado por lo menos 19 marcos de
lectura abierto (ORFSs) las cuales codifican para dichas proteinas. En plantas éstas
proteinas se agrupan en 6 clases de sHSP, en base a su localizacion intracelular,
como por ejemplo, en los compartimentos nucleo-citoplasma (clase CI, Cll y CllI),
en plastidios (clase P), en el reticulo endoplasmico (clase ER), en la mitocondria
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(clase M) y relacionadas a la clase CI. Esta clasificacion se basa en las regiones
N-terminal y C-terminal las cuales son variables y contienen secuencias sefal que

dirigen su localizacién intracelular (Scharf et al., 2001).
1.2.2.1 Oligomerizacioén de las proteinas sHSP

Un rasgo comun de las sHSP es la formacion de complejos oligoméricos grandes
(Leroux et al.,, 1997), siendo un prerrequisito estructural importante para la
actividad de las sHSP. El modelo méas caracterizado es la estructura de la sSHSP
de Mycobacterium tuberculosis de 150 kDa formados por trimeros de la HSP16.3
(Fig. 7; Chang et al., 1996). En plantas el ensamble de las sHSP es mediante
complejos de 200 a 300 kDa (Waters et al., 1996) y el tamafio de los complejos en

levaduras y en mamiferos esta entre 400 a 800 kDa (Carver et al., 1995).

Trimero Complejo oligomérico

o-»,-»‘

Figura 7. Complejo de oligomerizacion de las proteinas sHSP. El ensamble de las proteinas

sHSP 16.3 de Mycobacterium tuberculosis, hasta formar complejos de oligoméricos.

Los oligbmeros de sHSP pueden contener subunidades idénticas o mixtas, ya que
diferentes sHSP estan presentes en la misma célula o en los compartimentos
celulares (Narberhaus, 2002). La hetero-oligomerizacion es un fenébmeno comun
en células de mamiferos, y la formacion de complejos mezclados en plantas y en
bacterias parece ser menos frecuentes que en mamiferos, ya que las multiples
sHSP de las plantas se encuentran localizadas en diferentes compartimentos y es

dificil que interactuen entre ellas (Waters, 1996).
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1.2.2.1 Mecanismo de accién de las chaperonas sHSP

Las sHSP actdan también como chaperonas moleculares que interactdan con
proteinas y previenen su agregacion (Ehrnsperger et al., 1999; Haslbeck et al.,
1999). El reconocimiento y unidn a las estructuras parcialmente desplegados es
mediante la exposicion de regiones hidrofébicas, caracteristicas de los
intermediarios desplegados, por lo que la hidrofobicidad es un pardmetro
importante para la interaccion sustrato-chaperona (Yeh et al., 1994).

El mecanismo de accion de las sHSP es mediante la unién a intermediarios
desnaturalizados para su proteccion, y asi prevenir su agregacion para
mantenerlas en un estado competente de replegamiento. Dichas proteinas son
capturadas para entrar en el proceso de replegamiento por otras chaperonas
moleculares (Lee y Vierling, 2000). En contraste a las HSP70, las actividades de
las sHSPs son independientes del ATP (Lee et al., 1995). Como se muestra en la
figura 8B, las proteinas nativas (N), cuando se encuentran bajo condiciones de
estrés (temperaturas extremas, estrés oxidativo, salinidad, entre otros), sufren
desplegamiento, o forman intermediarios parcialmente desplegados (I1 y I2), los
cuales pueden entrar a dos rutas, la primera sin plegamiento (off-folding) y la
segunda, de desplegamiento/plegamiento (unfolding/folding). La ruta sin
plegamiento, sucede cuando las proteinas exponen sus regiones hidrofobicas, al
grado que fomentan su agregacion y posiblemente su precipitacion, si el dafio es
severo, en este caso es irreversible y lento (Fig. 8B). La otra ruta, de
desplegamiento/plegamiento, permite contrarrestar el desplegamiento de los
intermediarios desplegados (l;), mediante la produccion de chaperonas
moleculares, tales como las sHSP, HSP70, entre otras, las cuales reconocen
regiones hidrofobicas de las proteinas desestabilizadas para prevenir su
agregacion. Las sHSP se encuentran formando agregados de chaperonas, los
cuales son la forma inactiva, pero cuando se producen los intermediarios
desplegados (l,), estos agregados de sHSP se disocian posiblemente en dimeros

(forma activa) para interactuar con I, que posteriormente se asociaran a otros
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dimeros hasta formar complejos chaperona-l,, y asi prevenir la agregacion.
Posteriormente, estos pueden ser plegados mediante la maquinaria de
chaperonas HSP70-ATP, y tener como producto final la proteina plegada o en su
forma nativa (N), en este caso la ruta es reversible y rapida (Fig. 8A; Carver et al.,
2003).

A) Ruta desplegamiento/plegamiento (reversible y
rapida)

Estrés

— —) —)

— C—— —
I1

Proteina

- I2 Proteina
Nativa (N) / desplegada (U)
"\:_,’ ———)
[ —

(:ero Chaperona Agregados de

% (activo) chaperona (inactivo)
2' )

Agregados %
Complejos + Hsp70-ATP
Chaperona-I12
—
Precipitado

B) Ruta sin plegamiento
(irreversible y lenta)

Figura 8. Mecanismo de accién de las proteinas sHSP. Existen dos rutas de las proteinas
parcialmente desplegadas (U), A) Ruta de desplegamiento/plegamiento (reversibles y rapida), en la
cual intervienen los complejos de las proteinas sHSP con la maquinaria HSP70 (ATP), previniendo
el desplegamiento irreversible de las proteinas y B) Ruta sin plegamiento (irreversible y lenta),

causando el precipitado de las proteinas causado por las condiciones de estrés.

1.2.2.3 Expresion de las sHSP bajo condiciones de estrés abiotico

La expresion de estas proteinas se inducen bajo condiciones de estrés salino
(Harrington y Alm, 1998), dafio por congelamiento (Sebehat et al., 1996), dafio por
estrés oxidativo (Banzet et al.,, 1998), entre otros. En lineas mutantes de A.
thaliana, la reduccion de la expresion de la proteina At-HSP17.4 presenta un
fenotipo de intolerancia a la desecacion de la semilla, lo cual sugiere la proteccion

de los componentes celulares por dichas chaperonas moleculares en condiciones
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de estrés (Wehmeyer y Vieling, 2000). La sobreexpresion de la proteina sHSP17.7
muestra tolerancia a sequia (Sato y Yokoya, 2008). Por lo tanto, las sSHSP tienen
un papel importante en la adaptacion de la planta en condiciones de estrés

abiatico.

1.3Arabidopsis thaliana

A. thaliana hoy en dia, es el modelo de estudio mas importante de la biologia
molecular de plantas, y también es un recurso para el estudio de otros organismos
multicelulares. A. thaliana fue la primera planta cuyo genoma fue secuenciado
completamente (The Arabidopsis genome Inciative 2000), y el tercer organismo
multicelular después de Caenorhabditis elegans (The C. elegans secuenciado por
el Consorcio en 1998) y de Drosophila melanogaster (Adams et al., 2000).

A. thaliana es una planta dicotiledénea pequefia que pertenece a la familia de
Brassicaceae. Se considera un modelo de estudio ya que presenta muchas
ventajas, que su ciclo de vida es corto, alrededor de 5 a 6 semanas, produce un
gran numero de semillas que permanecen viables durante varios afios, crece en
espacios limitados, es facilmente manipulable para la polinizacion dirigida. Otra de
las ventajas, es que cuenta con uno de los genomas mas pequefios del reino
vegetal, que codifica alrededor de 29,950 genes distribuidos en 5 cromosomas, es
un organismo diploide (2n). Para el estudio de la biologia molecular, A. thaliana es
genéticamente manipulada a travées de la transformacion mediada por
Agrobacterium tumefaciens. Los protocolos de transformacion son sencillos y
permiten generar plantas transgénicas al introducir genes exdgenos provenientes
de otras especies de plantas o bien genes enddgenos de la misma planta.
Ademas, actualmente se cuenta con una gran variedad de lineas insercionales de
T-DNA con pérdida de funcion lo cual permite estudiar funcionalmente genes de

interés.
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Planteamiento y Justificacion

Nuestro grupo de investigacion ha construido diversas bibliotecas de cDNA y
sustractivas (SSHs) tanto en nopal como en frijol bajo estrés abidtico, en donde
hemos identificado una serie de genes que son interesantes para su
caracterizacion funcional, los cuales estdn implicados en respuesta bajo

condiciones de estrés.

En el caso de la SSH de frijol (Phaseolus vulgaris), en donde utilizamos la
variedad “Pinto Villa” la cual es tolerante a sequia y salinidad, se extrajo RNA de
hojas de plantas sometidas a 200mM de NaCl por 2 y 5 d crecidas en un sistema
semi-hidroponico para ser sustraido con RNAs de plantas control crecidas sin sal
alos 2y5d. A partir de los 71 unigenes obtenidos en esa SSH, seleccionamos
una chaperona molecular, la cual es una proteina DnaJ que pertenece a la familia
de las proteinas de choque térmico con un peso de 40KDa (HSP40). Por
consiguiente, como en frijol solo contabamos con una secuencia parcial del cDNA
de dicho gen, nos planteamos el objetivo de estudiar y caracterizar los genes
ortélogos de Arabidopsis, los genes At5g22060 y At3g44110 que codifican para

las DnaJ.

En relacion a la biblioteca de cDNA de nopal (Opuntia streptacantha) se obtuvo a
partir de una mezcla de RNAs aislados de cladodios de plantas tratadas con
diversas condiciones de estrés abiotico. Nuevamente, seleccionamos de esta
biblioteca una proteina de choque térmico de bajo peso molecular (OpsHSP18) la

cual obtuvimos el cDNA completo para su caracterizacién molecular y funcional.

Consideramos que estas proteinas de la familia de las HSP son componentes
importantes de los mecanismos de respuesta a estrés en plantas. Las plantas
inmediatamente después de la exposicion al estrés y la subsecuente percepcion
de la sefial, activa mecanismos moleculares que alteran la expresion de genesy la

acumulacion de transcritos, para dar lugar a la sintesis de proteinas relacionadas
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al estrés como una estrategia de tolerancia, por lo que la funcion de las HSPs es
fundamental en el procesamiento, la proteccion, el transporte y la degradacién de
proteinas como estrategia post-traduccional.

Estrategia de trabajo

En este trabajo utilizamos como modelo a A. thaliana, ya que es el modelo mas
avanzado para el estudio de la biologia molecular vegetal, debido a que cuenta
con una amplia variedad de herramientas para la caracterizacion de genes de
interés como: lineas mutantes insercionales de T-DNA (pérdida de funcion), bases
de datos de microarreglos bajo diversas condiciones de estrés, sistema de

transformacién genética eficiente, entre otros.

Como estrategia primero utilizamos las bases de datos de microarreglos que
existen para Arabidopsis para realizar un andlisis bioinformético que nos
permitiera determinar si estos transcritos se inducen bajo condiciones de estrés
abidtico. Cabe mencionar que al comenzar este proyecto no existian datos

publicados de estos genes en particular en la literatura.

Posteriormente, nuestra siguiente estrategia fue analizar las mutantes sencillas
bajo diversos tipos de estrés abidtico para determinar si presentaban algun
fenotipo de sensibilidad bajo dichas condiciones de estrés. Ademas debido a que
los genes AtDJ2 y AtDJ3 de Arabidopsis son paralogos con un 90.8% de
identidad, nos planteamos generar una mutante doble, para lograr un fenotipo de
mayor sensibilidad al estrés. Otro punto importante que nos propusimos fue la
construccion de los vectores, tanto para la sobreexpresion (ganancia de funcion)
de estos genes como para desarrollar los experimentos de dos hibridos en S.
cerevisiae., lo cual sera clave identificar blancos que interactien con dichas
proteinas para poder comprender los mecanismos y la forma de trabajar de estas

chaperonas.
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Por altimo, respecto a la caracterizacion del gen OpsHSP18 de nopal, primero nos
propusimos realizar analisis de expresion a nivel transcripcional de plantas de
nopal sometidas a estrés abidtico (las cuales contdbamos con el cDNA de nuestro
laboratorio) para determinar si este transcrito se induce bajo agobios abibticos.
Después construimos un vector para sobreexpresar el gen OpsHSP18 de nopal en
Arabidopsis y poder analizar su fenotipo retando a estas lineas bajo diversas

condiciones de estrés abiotico.
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IIl. OBJETIVO

Con base a lo expuesto anteriormente, el objetivo general del presente trabajo

fue el siguiente:

Caracterizar molecular y funcionalmente genes que codifican proteinas de

choque térmico de plantas bajo condiciones de estrés abibético.

En tanto que para lograr lo anterior, los objetivos especificos planteados fueron

los siguientes:
1. Realizar andlisis in silico de los genes At5g22060 y At3g44110 (Dnal) y del
gen OpsHSP18.

2. Genotipificar lineas mutantes insercionales de T-DNA de los At5g22060
(AtDJ2) y At3g44110 (AtDJ3) de A. thaliana.

3. Determinar el fenotipo de las mutantes sencillas en los genes AtDJ2 y AtDJ3

bajo condiciones de estrés abidtico.

4. Generar una doble mutante de los dos genes DnalJ (atdj2 y atdj3) de A.

thaliana.
5. Determinar el fenotipo de la doble mutante bajo condiciones de estrés abiotico.

6. Construir un vector para sobreexpresar el gen At5g22060 (AtDJ2) en A.

thaliana.

7. Construir el vector anzuelo “bait” que contenga el ORF del gen At5g22060

(AtDJ2) para utilizarlo para el sistema de dos hibridos.

8. Analizar transcripcionalmente el gen OpsHSP18 en plantas de nopal sometidas

a condiciones de estrés abiobtico.
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9. Construir un vector para sobreexpresar el gen OpsHSP18 de nopal en A.

thaliana.

10. Determinar el fenotipo de la sobreexpresante del gen OpsHSP18 de nopal en

A. thaliana bajo condiciones de estrés abiotico.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales bioldgicos

3.1.1 Arabidopsis thaliana

En el presente trabajo el material vegetal utilizado fue Arabidopsis thaliana ecotipo

silvestre Col-0, una planta ampliamente empleada como un organismo modelo en

biotecnologia de plantas. Las semillas de las lineas utilizadas fueron adquiridas

del Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) de la Universidad del Estado

de Ohio.

Las lineas mutantes Salk que presentan insercion de T-DNA de A. thaliana que se

estudiaron y las que se generaron en el laboratorio para la ganancia o pérdida de

funcion, se describen en la tabla 1.

Tabla 1. Lista de semillas.

Lineas Gen Clave Parental Origen Caracteristicas
HM/HT
1 Col-0 Ecotipo WT Dr. Guzman Ecotipo silvestre
Columbia
Dnalds
2 At5g22060 Salk_071563 HM SALK Insercion del T-
DNA, ubicada en el
ler intrén del gen
At5g22060
3 At3g44110 Salk_132923 HM SALK Insercion del T-
DNA, ubicada en el
cuarto exon del gen
At3g44110
4 At5g22060/ Salk_071563/ HT-HT SSM Doble mutante,
At3g44110 Salk_132923 primera generacion
filial (F1), son
HT/HT
5 At5g22060/ Salk_071563/ HM-HM SSM Doble mutante,
At3g44110 Salk_132923 y segunda generacion
HT/HT filial (F2), son
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HM/HM Y HT/HT

OpsHSP18
6 Sobreexpresante OpsHSP18 SSM Sobreexpresante
OpsHSP18 (lineas del gen OpsHSP18,
transformantes primera generacion
de la 1-11) filial (F1)
7 Sobreexpresante OpsHSP18 SSM Sobreexpresante
OpsHSP18 (lineas del gen OpsHSP18,
transformantes segunda generacion
delal, 3,6y filial (F2)
7)

SSM, Silvia Salas Mufioz
SALK, Signal Institute Genomic Analysis Laboratory
Dr. Plinio Antonio Guzman Villate, Cinvestav, Unidad Irapuato, Guanajuato, México.

3.1.2 Microorganismos

En el presente estudio los microorganismos utilizados fueron cepas bacterianas
comunmente empleadas para la transformacion y amplificacion de DNA
recombinante, como cepas empleadas para la transformacion genética de plantas
(tabla 2).

Tabla 2. Lista de Microorganismos.

Microorganismo Cepa Temperatura Crecimiento Procedencia

Agrobacterium tumefaciens GV2260 28°C 48-72 h Dr. GUzman

Escherichia coli TOP10 35°C 12-16 h Invitrogen
(2004b)

Dr. Plinio Antonio Guzman Villate, Cinvestav, Unidad Irapuato, Guanajuato, México.
3.2 Vectores

En este estudio se utilizaron diversos vectores los cuales se muestran en la tabla
3. Entre ellos, los vectores de entrada como el pCR®8/GW/TOPO®, que combina
las tecnologias TOPO® Cloning TA y Gateway® (Invitrogen, 2004b) y esta
adaptado para permitir una facil transferencia basada en la recombinacién del

producto de PCR de interés hacia los vectores destino Gateway®. Los vectores
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destino como el pMDC32 se utilizan para la expresion de genes de interés en

diferentes organismos experimentales. Dichos genes son transferidos al vector

destino mediante un proceso de recombinacion homdloga por el reconocimiento

de sitios especificos entre el vector de entrada y el destino empleando la enzima

clonasa LR (Invitrogen, 2004a).

Tabla 3. Lista de Vectores.

Vector

Caracteristicas

Proveedor

pCR®8/GW/TOPO®

pMDC32

pDHB1 (vector bait)

PENTR223fi

Vector de clonacion
Autoreplicativo

Origen de replicacion para E. coli
Tamario de 2,817 pb
Resistencia a espectinomicina
Vector del sistema Gateway
Vector de sobreexpresiéon
Autoreplicativo

Origen de replicacion para E. coliy A.
tumefaciens

Tamario de 11,752 pb
Resistencia a kanamicina

Vector para el sistema de dos hibridos
Autoreplicativo

Origen de replicacion para E. coliy S.
cerivisiae

Tamairio de 8,961 pb

Resistencia a kanamicina

Plasmido G83687

Autoreplicativo

Tamairio de 4,045 pb
(vector+At5g22060)

Resistencia a espectinomicina

Invitrogen (2006)

Invitrogen

DUALhunter kit user
manual (2007)

Signal (2010)

A continuacion se describen los vectores utilizados en este estudio:

1. pCR®8/GW/TOPQO® (pEntry) y pENTR223fi: La tecnologia de estos

vectores, es facilitar la clonacion de los productos de PCR en un solo paso
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dentro del vector con una eficiencia del 295%. Una de las caracteristicas de
la tecnologia TOPO Cloning TA, es proporcionar el vector abierto bordeado
por residuos de timinas para la clonacién del producto de PCR que tienen un
residuo de adenina en cada extremo. Ademas, contienen el origen de
replicacion pUC que permite obtener un alto nimero de copias del plasmido
en E. coli. Las clonas pueden ser facilmente secuenciados ya que contiene
sitios de unién a oligonucledtidos especificos localizados flanqueando el
producto de clonacién. Por otro lado, contienen los sitios attL1l y attL2
derivados del bacteriéfago A para recombinacién del producto clonado hacia

algun vector destino Gateway® (Invitrogen 2004b).

2. pMDC32: Es un vector destino que cuenta con la tecnologia Gateway® y
permite la recombinacién homédloga de productos de interés desde un vector
de entrada al poseer los sitios attR1 y attR2 mediante la enzima clonasa LR
(Invitrogen). Se caracteriza por ser un vector binario que permite la expresion
de genes en plantas. Cuenta con el promotor 35S del virus del mosaico de
coliflor, el cual es un promotor fuerte y constitutivo, lo que permite la
expresion del gen de interés en todos los tejidos de la planta. Ademas, posee
las secuencias del borde derecho (BD) y el borde izquierdo (LB) del T-DNA
de A. tumefaciens que se encuentran flanqueando al inserto, o que permite
la integracion del DNA de interés al genoma de la planta (Curtis and
Grossniklaus, 2003). Contiene el gen de resistencia a higromicina, lo que

permite la seleccion de las plantas transgénicas.

3. pDHB1: Este vector de Saccharomyces cerevisiae, se utiliza para el sistema
de dos hibridos con la tecnologia “split-ubiquitin”, fue disefiado para ensayos
de escrutinio para identificar y caracterizar las interacciones proteina-
proteina, entre proteinas asociadas a la membrana ¢ proteinas citosolicas. El
sistema esta basado en fusionar el gen o dominio de interés (“bait”, anzuelo)
con la mitad de la region C-terminal de la ubiquitina (Cub) y al factor de

transcripcion LexA-VP16. Este vector se caracteriza por tener sitios Sfil que
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son poco frecuentes en los genomas de eucariotes y en procariotes, por lo
tanto, esto facilita la clonacion direccional el gen de interés para la
construccion del vector “bait” (Manual del kit DUALhunter; Biotech

Dualsystems, 2007).

Las construcciones obtenidas en este estudio a partir de los vectores

mencionados anteriormente, se describen en la tabla 4.

Tabla 4. Lista de construcciones.

Gen Vector Cepa Resistencia Tamafio Caracteristica
clonado de inserto
(pb)
At5g22060 pCR"8/GW/ E. coli Top-10 espectinomicina 1260 Marco de lectura
TOPO abierta (ORF) en

sentido para la
sobreexpresion de
la DnaJ (AtDJJ2)

pMDC32 E. coli Top-10  kanamicina 1260 Marco de lectura
abierta (ORF) en
sentido para la
sobreexpresion de
la DnaJd (AtDJ2)

pMDC32 A. tumefaciens kanamicina, 1260 Marco de lectura
GV2260 rifampicina, abierta (ORF) en
ampicilina sentido para la

sobreexpresion de
la DnaJ (AtDJ2)
pDHB1 E. coli Top-10  kanamicina 1260 Marco de lectura
abierta (ORF) en
sentido para el
sistema de dos
hibridos de la DnaJ

(AtDJ2)
OpsHSP18 pCR®8/GW/ E. coli Top-10  espectinomicina 492 Marco de lectura
TOPO abierta (ORF) en

sentido para la
sobreexpresion de
la OpsHSP18

pMDC32 E. coli Top-10  kanamicina 492 Marco de lectura
abierta (ORF) en
sentido para la
sobreexpresion de
la OpsHSP18
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pMDC32

A. tumefaciens kanamicina, 492 Marco de lectura
GV2260 rifampicina, abierta (ORF) en
ampicilina sentido para la

sobreexpresion de

la OpsHSP18

3.3 Oligonucledtidos

Los oligonucledtidos empleados en este trabajo se disefiaron para la amplificacion

especifica de productos de PCR de interés empleando el programa Editseq

(DNASTAR version 7.0; 2006), los criterios que se tomaron en cuenta para el

disefio de los oligonucleétidos enlistados en la tabla 5 son: temperatura de

alineamiento similar entre cada pareja de oligonucelétidos (£2°C) y la ausencia de

formacién de estructura secundaria entre ellos.

Tabla 5. Lista de oligonucleétidos utilizados para la amplificacién de genes.

Gen Nombre Secuencia m Tamafo
°C del
amplicon
(pb)
At5g22060
A) Linea LP’'071563 5" GGATTCTGATTGATAAAAGAAAAACC 3 59.68 986
insercional RP’071563 5" TCACGCTTCTCAGGATCACTTAAA 3 61.15
B) RT-PCR LP 22060 5" CAACATGCGCATCTTAGTGATCT 3 60.99 136
RP"22060 5 GGTGTAACAAGGATTTGAATTAGG 3 59.44
C) Over LP 22060 5" AACATGTTTGGAAGAGGACCTTC 3 60.99 1260
RP 22060 5’ ATGTTGATCACTGCTGGGCACAT 3 62.77
D) Sistema de LP"22060 5"ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGTTTGGA 71.70 1301
dos Hibridos AGAGGACCTTC 3
RP 22060 5"AACTGATTGGCCGAGGCGGCCAACTGCTG 77.31
GGCACATTGC 3
At3g44110
E) Linea LP"132923 5'CTTGAAGGTATCTCTTGAGGATGTGTACC 3° 66.04 833
insercional RP7132923 5" GACGATGCATCTGAATACGTACCAGG 3 66.17
F) RT-PCR LP"'132923 5'GTAACTCCTTAGAGAGACTTTG 3 61.15 257
RP’132923 5 CACACAGTATATATGTTCTTAGACA 3’ 58.02
OpsHSP18
G) ORF LP'sHspl8 5 ACCATGTCGCTAATTCCAAG 3’ 58.35 492
RP’sHspl18 5 GATATCTCTGGGAACTAAAGG 3 58.66
Otros
H) GW1 LP"GW1 5" GTTGCAACAAATTGATGAGCAATGC 37 61.30
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1) Vector LP'pDHB1 5 TTTCTGCACAATATTTCAAGCATACC 3’ 59.86 1576

pDHB1 RPpDHB1 5 GATGTAAGGTGGACTCCTTCT3’ 60.61
J) Actina LP"Ac 5"GCCAGTGGTCGTACAACCG 3 64.48 217pb
RP"Ac 5"CACGACCAGCAAGGTCGAGACGY3’ 68.26
K) LB1 LP'LB1 5"AGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTS’ 62°C 195 pb

3.4 Manipulacién de tejido vegetal

3.4.1 Esterilizacién de semillas

Las semillas de Arabidopsis fueron esterilizadas con 500 ul de cloro al 20% (v/V) a
partir de hipoclorito de sodio comercial al 6%, durante 8 min, tratando de no
excederse de los 8 min para evitar dafar el embrion y posteriormente se
enjuagaron con agua destilada estéril (500 ul) 5 veces para eliminar residuos de

cloro.

3.4.2 Germinaciéon de semillas

En placas de medio MS (anexo) se sembraron las lineas mencionadas
anteriormente (tabla 1), mediante puntas de micropipetas se colocaron en la placa
para la germinacion, en condiciones de esterilidad, posteriormente se incubaron a
4°C durante dos dias para su sincronizacion. Después se colocaron en la camara
biocliméatica con un fotoperiodo de 16/8 h luz/obscuridad, temperatura 22 + 2°C, y
se fueron monitorearon para pasarse a tierra en el caso de obtencion de semillas o

en experimentos bajo condiciones de estrés abidtico.

3.4.3 Experimentos bajo condiciones de estrés abiodtico
Los experimentos que se realizaron con las semillas enlistadas en la tabla 1,
fueron bajo condiciones de estrés abidtico: salinidad, calor y osmotico. Los

tratamientos se aplicaron por separado en la etapa de germinacion y en plantulas

de 10 dias edad. También se realizaron ensayos de recuperacion, donde se
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emplearon plantas sometidas previamente a condiciones de estrés descritas en la
tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de los experimentos bajo estrés abidtico.

Experimento  Condiciones Periodo (estrés)
Germinacioén Calor (temperatura): Por 2 h, posteriormente a 22°C
1)45°C £ 2°C para germinacion
Salino (concentraciones NaCl en MS):  Durante el proceso de
1)75 mM germinacion
2)100 mM
3)150 mM
Osmotico (concentraciones Manitol Durante el proceso de
en MS): germinacion
1)150 mM
2)200 mM
3)250 mM
Plantulas Calor (temperatura): Por 2 h, posteriormente a 22°C
1)Plantulas de 10 dias para observar la sensibilidad al
2)45°C +2°C estrés por calor
Salino (concentraciones NaCl en MS):  Durante 15 dias para observar
1)Plantulas de 10 dias la sensibilidad al estrés salino
2)150 mM
Plantas Salino (concentraciones NaCl en MS):  Por 15 dias, posteriormente se
1)Plantulas de 15 dias pasaron a tierra para los
2)150 mM ensayos de  recuperacion

hasta observar el fenotipo

3.4.4 Polinizacién dirigida para la obtencion de la cruza de Arabidopsis

thaliana

Para la cruza de las lineas de A. thaliana se llevé a cabo una polinizacion dirigida.
Para ello, se seleccionan botones maduros, de los cuales se desprenden los
pétalos, los sépalos y los estambres con la finalidad de tener el pistilo de la linea 1
al descubierto y para obtener el polen de la linea 2, se desprenden los pétalos, los
sépalos y el pistilo. Después, se llevo a cabo la polinizacién dirigida, esto se hace
mediante el contacto del pistilo de la linea 1 y el polen de la linea 2, y viceversa.

Una vez realizada la cruza se contintda con el analisis de la primera y segunda
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generacion filial (F1 y F2) para que obtener plantas homocigotas para las dos

lineas (Fig. 9).

Primera Generacion filial

Linea 1 Linea 2
Pistilo x Polen

Linea 2 Linea 1
Pistilo x Polen

Figura 9. Cruza de las lineas 1y 2 de Arabidopsis thaliana. La cruza es pistilo de la linea 1 con

el polen de la linea 2 y viceversa.

3.5 Técnicas de transformacion genética
3.5.1 Transformacién de células bacterianas

Para la transformacion genética se utilizaron tanto células electrocompetentes de
de E. coli como de A. tumefaciens, empleando plasmidos purificados o mezclas de
ligacion. ElI método de transformacion se llevo a cabo conforme a las
recomendaciones de la casa comercial Invitrogen, y en cuanto a las condiciones
de electroporacion se siguieron las especificaciones del manual proporcionado por
el fabricante (Electroporator 2510; Eppendorf).

3.5.2 Transformacién de Arabidopsis thaliana

La transformacion genética de A. thaliana fue realizada utilizando como sistema de
transformacién a la bacteria de A. tumefaciens usando el método “Floral dip”
descrito por Zhang et al. (2006). Para la transformacién de Arabidopsis, el primer
paso es verificar el inserto de interés en un vector binario dentro de la cepa de A.
tumefaciens, después se inocula la cepa en 3 ml de medio LB liquido, el cual
contiene los antibidticos apropiados para la seleccion del vector binario y para la

bacteria, el cultivo se incuba a 28°C durante 2 dias. Posteriormente, a partir de
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este cultivo con una densidad 6ptica (OD) de 0.2 se inocula en 70 ml de LB liquido
con los antibioticos de seleccion, se crece a 28°C por 5 o 6 h, hasta tener un OD
de 0.6 para la transformacién genética. Una vez que se tiene la OD, se centrifuga
para obtener la pastilla de las células de Agrobacterium y se resuspende la pastilla
de células en 100 ml de la solucién de transformacion (anexo 6.2.5). Enseguida se
prepara la maceta con 16 plantas de A. thaliana aproximadamente de 4 semanas
de edad, antes de la inflorescencia, en el caso de que las plantas presenten flores
o silicuas maduras se cortan antes de la transformacién. Entonces, enseguida se
invierten las plantas en la solucion de transformacion con la suspension de
bacterias durante 15 s. Una vez que transcurrieron los 15 s se colocan en
obscuridad, con la finalidad de mantener la humedad durante 16 a 24 h.
Transcurridas las 24 h, se cambian a una camara con un fotoperiodo de 16/8 h

luz/obscuridad, hasta la obtencién de semillas transgénicas.

3.5.3 Seleccién de lineas transgénicas de la transformacién de A.

thaliana

Para la identificacion de plantulas transgénicas se ha desarrollado un método
rapido en 3.25 dias para la seleccion de las plantulas. EI método consiste
esterilizar las semillas (apartado 3.4.1), y colocarlas en medio MS el cual contiene
el antibidtico de seleccidon (higromicina). Las semillas son estratificadas durante 2
dias, posteriormente se sometieron a un régimen de 4 a 6 h luz, 48 h obscuridad y
24 h luz para su seleccion, las plantulas resistentes a higromicina se identificaron
mediante el tamafio del hipocotilo, el cual es mas grande comparado con las que

no son resistentes (Harrison et al., 2006).
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3.6 Técnicas moleculares

3.6.1 Extraccién de DNA gendmico de hojas de Arabidopsis thaliana

La extraccion se llevo a cabo de la siguiente forma: en tubos eppendorf de 1.5 ml
se les agrega perlitas de vidrio de 425 a 600 pM (Glass Beads Sigma unwashed)
hasta la marca de los 100 pl dell tubo, y después se introduce en el tubo, una hoja
basal grande o dos hojas basales medianas de la roseta, para congelarla
inmediatamente en nitrégeno liquido, se mantiene a -70°C hasta su

procesamiento.

Posteriormente, para la homogenizacion del tejido se utilizd6 el aparato
Minibeadbeater (Biospec products) durante 15 a 20 s en la maxima potencia, se
agreg6 300 pl del buffer CTBA 2X se mezcl6 por vortex, enseguida se colocaron a
65°C aproximadamente de 10 a 20 min. Las muestras se dejan enfriando a
temperatura ambiente, se les adicion6 300 pl de cloroformo y se mezclé con vortex
y se centrifugaron de 2 a 3 min. Enseguida se transfirié la fase acuosa a tubos
eppendorf, afiadiendo 300 ul de isopropanol frio, se mantuvo en hielo durante 15
min, a continuacién se centrifugaron 5 min y se desechd el sobrenadante. El pellet
se lavo con etanol al 70 %, se centrifugd 5 min y se dejé secar la pastilla a
temperatura ambiente. Finalmente se resuspendié la pastilla en 10 a 30 pl de agua

miliQ (dependiendo del tamafio de la pastilla) y se almacenaron a -20°C.
3.6.2 Extraccién del DNA plasmidico de células bacterianas
Para el aislamiento del DNA plasmidico de células de E. coli y A. tumefaciens se

utilizé la técnica lisis alcalina descrita por Birnboim y Doly (1979) con algunas

modificaciones.
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3.6.3 Extraccion de RNA de Arabidopsis thaliana

Para la extraccion de RNA, se tomaron hojas de la roseta de la planta, para
congelarlas y pulverizarlas con nitrégeno liquido. Se afiadio 500 ul del reactivo de
RNA (Concert™ Plant RNA Reagent; Invitrogen, 2001), mezclandose con vortex
hasta homogenizar la mezcla y se deja reposando 5 min a temperatura ambiente,
se centrifugaron 4 min a 13,400 rpm. Después, se transfirid el sobrenadante a un
tubo libre de RNAasa, agregando 100 uL de NaCl 5 M y 300 pL de cloroformo, se
mezclaron por inversion. Después se centrifugaron durante 13 min a 13,400 rpm y
la fase acuosa se transfiri6 a un tubo libre de RNAasa. Para precipitar se le
adicion6 un volumen equivalente de isopropanol y se dejo 10 min a temperatura
ambiente, después se centrifugo durante 12 min a 13,400 rpm. Para lavar la
pastilla, se agregé 1 ml de etanol al 75% y se centrifugdé durante 1 min a 13,400
rpm. Finalmente, se agregaron de 10 a 30 pl de agua libre de RNAasa, mezclando
pro inversion para disolver el RNA. Se almacené el RNA a -70°C hasta su

procesamiento.

3.6.4 Digestion del DNA con enzimas de restriccion

Las reacciones con enzimas de restriccion se llevaron a cabo conforme a las
recomendaciones de las casas comerciales (Invitrogen y Biolabs). Las digestiones
se realizaron a partir del DNA plasmidico. La mezcla de reaccion se utilizan de 2-5
unidades de enzima por pg de DNA plasmidico.

3.6.5 Reaccién de ligacién de DNA

Para la ligacion del vector con el inserto, se llevd a cabo mediante la relacion
molar del vector y el inserto de 1:3. La ligasa que se utilizé fue DNA ligasa del fago
T4 (Clontech). Al igual otro de los procedimientos de ligacién que se utilizaron se
describen en el manual de Invitrogen (2006), que se utiliza para la clonacién
TOPO Cloning TA.
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3.6.6 Recombinacién del Sistema Gateway mediante la enzima LR

Clonasa® Il

La recombinacién homoéloga se llevé a cabo mediante la enzima LR clonasa® II,
siguiendo las recomendaciones del manual Invitrogen (2004a). El sistema
Gateway, es un sistema de recombinacion de sitios especificos del bacteriéfago
lambda. El plasmido recombinante del vector de entrada (pENtry) contiene el DNA
de interés, flanqueado por secuencias de recombinacion attL, estos sitios se
recombinan con sitios attR del vector destino (pMDC32), utilizando la mezcla de
reaccion de la LR clonasa (Invitrogen). Esta reaccién transfiere la secuencia de
interés al vector destino deseado. En el vector destino contiene un gen (ccdB) que
es letal para la mayoria de las cepas de E. coli (Fig. 10; Earley et al., 2006). Esta
selecciébn negativa, combinado con la seleccién positiva del marcador de
resistencia a un antibiético, asegura que las colonias resultantes contienen el
plasmido que ha sido objeto a la recombinacién. La recombinacion fue realizada

respecto a una relacion molar entre el vector e inserto (1:3).

Recombinacién Homadloga

attLl Gen attL2
X X

attR1 ccdB attR2
Lvocs B

attB1 Gen attB2
pMDC32/Gen .

Figura 10. Recombinacion del Sistema Gateway mediante la enzima LR Clonasa® Il.
Recombinacion entre los sitios attL del vector de entrada y los sitios attR del vector destino

mediante la enzima LR clonasa. (Earley et al., 2006)

3.6.7 Purificacién de DNA por columna

La purificacion del producto de PCR se llevo a cabo por columna de DNA
utilizando un kit de purificacion (Promega, 2009).
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3.6.8 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de los genes en este estudio, se utilizé6 un termociclador
(Applied Biosystems), usando diferentes Taq polimerasas como, la Taq Phusion,
High-Fidelity PCR Master Mix (Finnzymes, 2009), HotStar HiFidelity PCR
(Quiagen, 2008) y una Taq polimerasa casera. Las condiciones de PCR fueron 5
min a 94°C para la primera desnaturalizacion, 30 ciclos de 30 s a 94°C, 45 s a
58°C a 72°C temperatura de alineamiento de los oligonucleétidos (esto depende
de los oligonucledtidos a utilizar para la reaccion) y 1 min 15 s a 72°C y por ultimo
5 min a 72°C para la extension final. La mezcla de reaccion contenia 100 pmoles
de cada uno de los oligonucledétidos, 10-30 ng de DNA, 20 pmoles de dNTP's y

1.5 unidades de Tag polimerasa, en un volumen fina de 50 pl.

3.6.9 Transcripcion reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR)

El RNA total de las muestras de las lineas de A. thaliana se cuantificaron en el
Biofotometro (Eppendorf), y a continuacion fueron tratadas con 0.5 pL de DNAsa
(Ambion), 1 uL buffer 10X, y el resto de agua dietilpirocarbonato (DEPC) hasta que
el volumen sea 10 pL. Se incubaron a 37°C durante 10 min y se inactiva con 1 uL
de EDTA 5 mM a 75°C por 10 min. Para la sintesis de la primer cadena de cDNA
fue realizada mediante el kit SuperScript® First Strand Synthesis System (SSlI)
para RT-PCR (Invitrogen, 2003). Primero se realiz6 la mezcla con 1 pL oligo DT, 1
puL dNTP’s y 1 yL de agua de DEPC, esta mezcla fue incubada a 65°C durante 5
min. A esta mezcla se le agreg6 3uL de buffer 10X RT-PCR, 6 uL de MgCl, 25
mM, 3puL de DTT y 1pL de RNAsa out Recombinant Ribonuclease Inhibitor,
enseguida la mezcla de reaccion final fue incubada a 42°C por 2 min (en este paso
se le agrega 1L de enzima SSill), el programa en termociclador sigue a 42°C por
50 min y finalmente a 70°C durante 15 min y el cDNA se guardaron a -20°C para

su posterior analisis.
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IV. RESULTADOS

4.1 DnaJ: genes At5g22060 (AtDJ2) y At3g44110 (AtDJ3)

4.1.1 Alineamiento del EST (SSHPv-S38) aislado de la biblioteca

sustractiva de frijol con DnaJ de Arabidopsis thaliana

La secuencia SSHPv-S38, aislada de hojas de frijol de una biblioteca sustractiva
bajo condiciones de salinidad, tiene un tamafio de 790 pb, al ser traducida in silico
codifica para 263 aa, que corresponden a la parte central de las proteinas DnaJl,
sin embargo carece del dominio J, el cual esté localizado hacia el amino terminal,
y de la regién C-terminal. Dicha proteina parcial de DnaJd de frijol (263 pb)
presenta una identidad de 53.7 y 54.5% con las proteinas AtDJ2 (420 aa) y
AtDJ3 (419 aa) de A. thaliana, respectivamente (Fig. 11).

SSHPv-S38 'YGEDALKEGMGG
At5g22060 M KSDNTKFYEILG I 'K $ IYDQYGE EGMGG!
At3g44110.2 MEGRGPSKKSDNTKFYEILGVPKSANP (KAYKKAA \( VLSDPEKREIYDQYGEDALKEGMG!

SSHPv-S38
At5g22060
At3g44110.2

SSHPv-S38 108 { /QEK \
At59g22060 180 ! { V ! APDTVTGDIVFVJQQKEHPKFKRK
At3g44110.2 179 [Hejgalin I K RDRCPQCKGBKY IQHBOK )ADEAPDTVTGD LOOKEHPKFKRK]

SSHPv-S38 198
At5g22060 270
At3g44110.2 269

SSHPV-S38 === mmmmmmmm oo oo —e——o——o—oe
At5g22060 360 [gEEN 3
XSV R EEN - < DS 8ll|S DIE T DECEET TLHDYN T EDEMRRKAQAQREAY DDDDEBDHPGG

Figura 11. Alineamiento tipo Clustal W de la secuencia SSHPv-S38 del frijol con los
proteinas DnaJ de A. thaliana. Alineamiento de la secuencia SSHPv-S38 aislada de la biblioteca
sustractiva de frijol bajo condiciones de estrés, con las proteinas AtDJ2 y AtDJ3 de A. thaliana. En

sombreado negro indican los aminoacidos idénticos y en gris lo que difieren en la secuencia.
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4.1.2 Analisis in silico de los genes At5g22060 y At3g44110 que

codifican proteinas DnaJ

En esta seccion se presenta un andlisis in silico de los genes At5g22060 y
At3g44110 de A. thaliana, donde se describe la organizacién genémica de dichos
genes, la identidad que presentan con otras chaperonas moleculares asi como los
dominios caracteristicos que comparten entre ellas. Finalmente, se describen
datos generados por andlisis de microarreglos empleando The Bio-Array Resource
for Plant Functional Genomics (BAR) de Ila Universidad de Toronto
(http://bar.utoronto.ca/), que indican el patron de expresién de estos genes bajo
condiciones de estrés abidtico. De esta manera, se puede inferir en qué procesos
estan involucradas éstas chaperonas DnaJ en A. thaliana.

En la figura 12A se muestra una representacion esquematica de la organizacion
gendmica de los genes At5g22060 (AtDJ2) y At3g44110 (AtDJ3) de Arabidopsis
thaliana. El gen AtDJ2 tiene un pre-RNAm de 2176 pb y estd conformado por 5
exones (I al V, cuadros negros) con marco de lectura abierto (ORF) de 1260 pb,
por 4 intrones (lineas) y por las regiones 5 y 3'-UTR (cuadros grises). En lo que
respecta al gen AtDJ3, tiene un pre-mRNA de 2463 pb y consta de 7 exones (I al
VII, cuadros negros) que corresponden a un marco de lectura (ORF) de 1032 pb,
de 6 intrones (lineas) y las regiones 5’ y 3’-UTR (cuadros grises; Fig. 12A). De
manera interesante, el gen AtDJ3 genera dos transcritos. ElI primero de ellos,
AtDJ3.1 es el resultado de la union de los 7 exones y el procesamiento de todos
los intrones, mientras que el segundo AtDJ3.2 es el resultado de una retencién de
intron, donde ademas de los exones se mantiene el sexto intron en el RNA
mensajero (Fig. 12B). El primer transcrito AtDJ3.1, codifica una proteina de 343
aminoacidos, mientras que el segundo AtDJ3.2 codifica una proteina mas grande
de 420 aminodcidos. En la variante de splicing alternativo, el intrén retenido de
167 pb continda la fase de lectura abierta incluyendo 38 pb de la parte codificable

del exén 7 asi como 64 pb del UTR3’ (region no codificable del exdn 7). De esta
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manera, ésta isoforma (AtDJ3.2) contaria con 77 aminoacidos mas en

comparacion a la AtDJ3.1 (Fig. 12By C).

Al comparar las proteinas DnaJd de A. thaliana AtDJ2 (419 aa) y las dos isoformas
de la AtDJ3 (Fig. 12C), se observa que la isoforma AtDJ3.2 derivada de la
retencion de intron presenta una mayor identidad con la proteina AtDJ2 (90.8%)

mientras que la isoforma AtDJ3.1 muestra una identidad del 71.3%.
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Figura 12. Esquematizacion de la organizacion gendmica y alineamiento de las proteinas de
las DnaJ. A) Organizacién gendémica de los genes DnaJ: At5g22060 (AtDJ2) y las variantes del
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(lineas) y las regiones UTRs (cuadros grises) se esquematizan. En la seccién B se representan los
transcritos generados a partir del gen AtDJ3. C) Alineamiento tipo Clustal W de las proteinas DnaJ
(AtDJ2, AtDJ3.1 y AtDJ3.2). El asterisco (*) indica los aminoacidos idénticos en las tres proteinas.

Los nimeros en los cuadros indican el tamafio de los exones.

En la figura 13 se muestra un alineamiento tipo Clustal W resaltando los dominios
conservados en las proteinas DnaJ de A. thaliana (AtDJ2, AtDJ3.1 y AtDJ3. 2) y
de otras DnaJ de plantas, tales como Populus trichorcarpa (EEE87460), Solanum
lycopersicum  (AF124139.1), Oryza sativa (BAF12693), Vitis vinifera
(XM_002270326.1) y Ricinus communis XM_002514373.1). Como se observa en
la figura 13, las proteinas DnaJ mantienen 4 dominios caracteristicos: el dominio J
(rojo) el cual contiene un tri-péptido HPD (subrayado), la region rica en glicinas y
fenilalanina (verde), el dominio dedo de zinc (azul) que contienen 4 motivos ricos
en cisteina (CXXCXGXG; subrayados), y por ultimo el dominio carboxi-terminal
(amarillo; Fig. 13). Estos motivos fueron identificados mediante el programa Motif

Scan (http://hits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan).
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Figura 13. Alineamiento tipo Clustal W de las proteinas DnaJ. Alineamiento de las proteinas
DnaJ de A. thaliana (AtDJ2, AtDJ3.1 y AtDJ3.2) con otras DnaJ de plantas incluyendo Populus
trichorcarpa (EEE87460), Solanum lycopersicum (AF124139.1), Oryza sativa (BAF12693), Vitis
vinifera (XM_002270326.1) y Ricinus communis (XM_002514373.1). Los dominios se muestran

sombreados, el dominio J (rojo), la region rica en glicinas y fenilalaninas (G/F; verde), el dominio

dedo de zinc (azul) y el dominio carboxi-terminal (amarillo). El tri-péptido del dominio J y los 4

motivos ricos en cisteina (CXXCXGXG) del dominio dedo de zinc se muestran subrayados.
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Para analizar la expresion de los genes Dnal, se utilizé la base de datos de
microarreglos de la pagina The Bio-Array Resource for Plant Functional (BAR) de
la Universidad de Toronto, que contiene herramientas de expresion para los genes
de A. thaliana bajo diferentes condiciones como estrés abidtico o en los etapas del
desarrollo. En la figura 14A, se muestra el patron de expresion del gen AtDJ3 en
las etapas de desarrollo de la planta, observdndose la méxima expresion durante
las etapas de desarrollo de la semilla (cuadro negro), y en el caso del gen AtDJ2 la
mayor expresion se encuentra en semilla seca (cuadro negro). Con respecto a las
condiciones de estrés abidtico, la expresion de los dos genes se observan bajo
estrés por calor, mostrando una expresion maxima a tiempos cortos (1 y 3 h) de
exposicién a temperatura de 38 °C (Fig. 14B; rojo), comparado con el control (Fig.
14B; amarillo).

A)
At5g22060 At3g44110

i

| 00000000
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B)
At5g22060
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5 ﬁ%:% '—'ze > %

At3g44110

Figura 14. Patron de expresion de los genes AtDJ2 y AtDJ3 de A. thaliana. A) Expresion en las
etapas de desarrollo de la planta, B) Expresion bajo condiciones de estrés abiético. La escala de

expresion relativa de los genes se muestra por colores siendo la méxima expresion en rojo y en
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amarillo la expresidon basal. Estas figuras fueron obtenidas de la pagina BAR de Toronto
(http://bar.utoronto.ca/).

Para finalizar se realizd un analisis de los promotores de los genes AtDJ2 y AtDJ3
considerando 2,000 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion més la region
UTR5'. Las cajas regulatorias presentes en cada uno de los promotores fueron
identificadas empleando la base de datos PLACE (A Database of Plant Cis-acting
Regulatory DNA Elements; www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html). En la
figura 15, se muestra que los promotores de los dos genes presentan las mismas
cajas regulatorias, tales como: los elementos de respuesta a hormonas como
auxina, acido salicilico (SA), giberelina, etileno y acido abscisico (ABA). Los
elementos de respuesta a deshidratacion, bajas temperaturas, sal y osmoloridad,
asi como de respuesta a patdbgenos y de expresion especifica en la
embriogénesis. Una de las principales son las cajas CCAAT, que se encuentran
localizadas en los promotores de las proteinas de choque térmico (HSP), y que se
ubican cerca de los elementos de choque térmico (HSE), la funcion de esta caja
es cooperar con los HSE para incrementar la actividad de las HSP (Fig. 15). La
presencia de las secuencias CCAAT en los promotores de los genes AtDJ2 y
AtDJ3, correlaciona con los datos de expresion bajo condiciones de calor, se
observa la presencia de 1 y 6 cajas CCAAT en los promotores AtDJ2 y AtDJ3

respectivamente.
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Figura 15. Cajas 0 secuencias regulatorias presentes en los promotores de los genes AtDJ2
y AtDJ3. Los promotores de los genes DnaJ presentan cajas similares (en colores), el inicio de la

transcripcion (+1), la caja TATA (negro), y el inicio de la traduccion (ATG) se esquematizan.

4.1.3 Identificacion de las lineas homocigotas mutantes insercionales
de T-DNA de los genes AtDJ2 y AtDJ3

Para la caracterizacién funcional de los genes AtDJ2 y AtDJ3 se adquirieron lineas
insercionales de T-DNA en Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) de la
Universidad del Estado de Ohio. Esto con la finalidad de llevar a cabo
experimentos de pérdida de funcion. Se realiz6 la genotipificacién de las lineas
insercionales de T-DNA de los genes AtDJ2 y AtDJ3. Para el gen AtDJ2
(At5g22060) la linea es Salk_071563 y para el gen AtDJ3 (At3g44110) la linea es
Salk_132923, dentro de las cuales la insercion del T-DNA se encuentra ubicada
en el primer intron del gen AtDJ2 y en el cuarto exon del gen AtDJ3, como se
muestra en la siguiente figura 16. Para corroborar la homocigosis de cada una de
las lineas insercionales, se utilizaron los oligonucledtidos A y E (ver tabla 5)
disefiados flanqueando la insercion del T-DNA de las lineas Salk_071563 y
Salk 132923 respectivamente (Fig. 16) y para comprobar la inserciéon del T-DNA
fue utilizado el oligo (K; tabla 5) ubicado en el borde izquierdo del T-DNA (flecha
en verde; Fig. 16).
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Figura 16. Localizacién de la inserciéon de T-DNA en las lineas insercionales Salk 071563
(AtDJ2) y Salk_132923 (AtDJ3). El promotor se marca en café, los UTR’s en gris y los exones en
negro, la insercion del T-DNA se indica con el triangulo, los oligonucleétidos “sentido” y “anti-
sentido” de cada una de las lineas insercionales se muestran en flechas en rojo y el

oligonucledtido del T-DNA se muestra con la flecha verde.

La homocigosis de las lineas mutantes se corroboré por medio de PCR. En la
figura 17B, la linea Salk 071563 que corresponde al gen AtDJ2 (carril 3) no
presenta la amplificacibn con los oligonucleétidos A (ver tabla 5) los cuales
flanquean la insercion del T-DNA. Este resultado nos sugiere que la amplificacion
de la banda de 986 pb correspondiente ha dicho gen en la planta parental (Col-0;
Fig. 17B; carril 2) no se produce por tener la insercion en ambos alelos del gen
AtDJ2, ya que el tamafio del T-DNA es mayor de 4 Kb por lo que no se logra
amplificar con una Tag polimerasa convencional. Adicionalmente, se verifico la
presencia del T-DNA en una reaccion de PCR en esta linea mutante, utilizando el
oligonucledtido universal LB1 que esta ubicado en el borde izquierdo del T-DNA
(K; tabla 5) y el oligonucledtido “antisentido” (RP”) de la linea Salk_071563 (A,
tabla 5), obteniendo una banda de 590 pb. Como control el DNA gendmico de la
Col-0 no presenta dicha banda (Fig. 17C; carril 2). A partir de este experimento se
comprobd que la linea insercional es homocigota y que el T-DNA esta presente en
el gen AtDJ2. La linea Salk_132923 que corresponde al gen AtDJ3 (carril 3; Fig.
17D), no presenta la amplificacion con los oligonucleétidos E (ver tabla 5) los
cuales flanquean la insercion de T-DNA, y dicha amplificacion fue de
aproximadamente de 833 pb que corresponde a dicho gen en la planta parental
(Col-0; Fig. 17D; carril 2) no se produce por tener la insercién en ambos alelos del
gen AtDJ3. También, se verific6 la presencia del T-DNA, utilizando el

oligonucledtido universal LB1 (K; tabla 5) y el oligonucleétido “antisentido” (RP") de
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la linea Salk 132923 (E; tabla 5), mostrando una banda de 578 pb, en
comparaciéon con el control que es la Col-0 no presenta dicha banda (Fig. 17E;
carril 2). Los oligos mencionados anteriormente se esquematizan en la figura 17A,
los oligos para corroborar la homocigosis de ambas lineas insercionales de T-
DNA, se indican en flechas en rojo y el oligo para comprobar la insercion del T-

DNA se representa con la flecha en verde, para ambos genes (AtDj2 y AtDJ3).

A) Oligonucleétidos de los genes DnaJ: B) AtDJ2 C) T-DNAde la

AtDJ2y AtDJ3 Linea Salk_071563 linea Salk_071563
1 2 3 1 2 3
AtDJ2- Salk_071563
iﬁ—-—-—-—-
AtDI3 - Salk_132923 LY 986 pb 590 pb

- -—-—E—I—i'—-—- D) A3 B)TONAL

Linea Salk_132923 linea Salk 132923

Figura 17. Homocigosis de las lineas insercionales de T-DNA de los genes At53g22060
(AtDJ2) y At3g44110 (AtDJ3). A) Los oligonucledtidos “sentido” y “anti-sentido” de cada una de las
lineas insercionales de los genes AtDj2 y AtDJ3, se muestran en flechas en rojo y el
oligonucleétido del T-DNA se muestra con la flecha verde. B) PCR de la linea Salk_071563 con los
oligonucleétidos A (tabla 5) dando un tamafio de 986 pb, C) PCR del T-DNA de la linea
Salk_071563 con los oligonucleétidos K y RP'22060 A (tabla 5) con un tamafio de 590 pb del gen
At5g22060, D) PCR de la linea Salk_132923 con los oligonucleétidos E (tabla 5) que da un tamafio
de 833 pb y E) PCR del T-DNA de la linea Salk_132923 con los oligonucleoétidos K y RP44110 (E;
tabla 5) dando un tamafio de 578 pb. El marcador de peso molecular (carril 1), ecotipo Col-0

(control; carril 2) y la linea de insercion del T-DNA (carril 3).

4.1.4 Ensayos de RT-PCR de las lineas mutantes insercionales de T-
DNA de los genes AtDJ2 y AtDJ3

Después de verificar la homocigosis de las lineas mutantes insercionales de T-

DNA, se realizaron ensayos de RT-PCR para comprobar la ausencia de los
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transcritos de estos genes (AtDJ2 y AtDJ3). Debido a que el porcentaje de
identidad a nivel nucledtidos entres ambos transcritos (AtDJ2 y AtDJ3.2) es alto
(71%), disefiamos oligonucledtidos en la regién de los 3"-UTR’s que es menos
conservada (Fig. 18A). En la figura 16B, se observa la ausencia de las bandas
correspondientes de los transcritos de ambos genes, es decir, son “knock-out”
comparado con la parental Col-0 donde amplifica las bandas de 136 y 321 pb de
los genes AtDJ2 y AtDJ3, respectivamente. Como control se muestra el gen de

actina.

A) B)

AD2-Sak 071563

»e Col-0  At5g22060 Col-0  At3g44110
LD o o

ATI3 ——

ATJ2

ADI3-Salk 132923

3 & Ac Ac

LN o o

AE— W

Figura 18. RT-PCR de las lineas mutantes insercionales de T-DNA de los genes AtDJ2 y

AtDJ3. A) Los oligonucledtidos en “sentido” y “anti-sentido”, ubicados en los UTR’s de cada una
de las lineas insercionales de los genes AtDj2 y AtDJ3, se muestran en flechas en rojo. B) Muestra
los ensayos de RT-PCR para comprobar el transcrito de los genes At5g22060 (AtDJ2) y
At3g44110 (AtDJ3). La Col-0 (carril 1), las lineas mutantes insercionales de T-DNA de los genes
en ambos geles (carril 2) y como control la actina (Ac).

4.1.5 Doble mutante de las lineas insercionales de T-DNA de los
genes AtDJ2 y AtDJ3

Cuando analizamos el fenotipo de las lineas mutantes homocigotas
insercionales de T-DNA que obtuvimos para cada uno de los genes DnaJ
(AtDJ2 y AtDJ3) bajo condiciones de estrés salino, observamos un retardo en
la velocidad de germinacion de dichas mutantes en comparacién con la Col-0
bajo diferentes concentraciones de NaCl, como se describe en la figura 22 del
apartado 4.1.6.
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Con base a este resultado, nos planteamos el objetivo de generar una doble
mutante insercional en los genes AtDJ2 y AtDJ3 mediante polinizacion dirigida,
para determinar si el fenotipo seria mas sensible en ensayos de germinacion

bajo condiciones de estrés salino.

Después de haber realizado la cruza de las lineas mutantes insercionales de T-
DNA de los genes AtDJ2 y AtDJ3 obtuvimos la primera generacion filial (F1). En la
figura 19A, se muestra el cuadro de Punnet de la cruza entre las dos lineas
mutantes insercionales de T-DNA, la cruza se realiz0 entre la linea mutante
homocigota Salk 071563 que tiene insertado el T-DNA en el gen AtDJ2 (aa) y
ademas, contiene el loci silvestre (AA) del paralogo (AtDJ3) y la linea Salk 132923
gue es la mutante homocigota para el gen AtDJ3 (bb) y silvestre para el gen AtDJ2
(BB), dando como resultado lineas heterocigotas insercionales de T-DNA para

ambos genes (AaBDb).

Posteriormente, se verificd la presencia del T-DNA para ambos genes (AtDJ2 y
AtDJ3) mediante PCR utilizando un oligonucleétido disefiado en el T-DNA (K; tabla
5) y el oligonucledétido “antisentido” correspondiente al gen (A y E de los genes
At5g22060 y At3g44110, respectivamente; tabla 5). A partir de las seis lineas de la
primera generacion filial (F1), obtuvimos cuatro lineas mutantes insercionales que
presentan el T-DNA para el gen AtDJ2 (Fig. 19B; carriles 4, 5, 6 y 8), por otro lado
las seis lineas mutantes del gen AtDJ3 presentan el T-DNA (Fig. 19D; carriles 2-
8), como control de T-DNA, se utilizaron las lineas mutantes sencillas de los genes
AtDJ2 y AtDJ3 (carril 2; Fig. 19B y D, respectivamente). Adicionalmente,
demostramos la amplificacion de la banda esperada para la heterocigosis de las
lineas mutantes insercionales de T-DNA para ambos genes mediante PCR,
utilizando los oligonucledtidos disefiados flanqueando la insercion del T-DNA (A 'y
E para los genes AtDJ2 y AtDJ3, respectivamente). A partir de seis lineas de la
primera generacion, se obtuvieron cinco lineas heterocigotas para ambos genes
AtDJ2 (Fig. 19C; carriles 3, 4, 5, 6 y 8) y AtDJ3 (Fig. 19E; carriles 4, 5, 6, 7 y 8).

Como control para la heterocigosis de ambos genes utilizamos el ecotipo parental
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Col-0 (Fig. 19C y E, carril 2). Posteriormente, para la primera generacion filial (F1),
seleccionamos la linea 2 (se indica con el asterisco; Fig. 19) para obtener la
segunda generacion filial (F2).

A) Primera generacién filial (F1) B) T-DNA del gen At5g22060 (AtDJ2) C) At5g22060 (AtDJ2)
F1: Cruza: Ab x aB

AA=w t (44110)
aB aB aa=A 22060
BB=w t (22060)
Ab AaBb | AaBb bb=A 44110 sos 1636
514 1018,
Ab AaBb AaBb

D) T-DNA del gen At3g44110 (AtDJ3) E) At3g44110 (AtD13)

805
514

1636
1018

Figura 19. PCR de la primera generacion filial (F1) de la cruza de las lineas mutantes
insercionales de T-DNA de los genes AtDJ2 y AtDJ3. A) Cuadro de Punnet de la primera
generacion filial (F1) de la cruza de las lineas mutantes sencillas de los genes AtDJ2 y AtDJ3,
heterocigotas para ambos genes. B) y D) PCR para la insercién del T-DNA de las lineas de la
primera generacion filial (F1) de los genes AtDJ2 y AtDJ3 respectivamente, para la insercion del T-
DNA, el control son las lineas mutantes sencillas de los genes AtDJ2 y AtDJ3 en el carril 2 y las
seis lineas mutantes en los carriles 3-8. El marcador de peso molecular en el carril 1. C) y E) PCR
para la heterocigosis de las lineas mutantes de la primera generacion filial (F1) de los genes AtDJ2
y AtDJ3, respectivamente, para la heterocigosis el control es el ecotipo parental Col-0 en el carril 2
y las seis lineas mutantes en los carriles 3-8. ). El asterisco (*) indica la linea para la segunda

generacion filial (F2).

De la linea 2 de la primera generacion filial (F1) de la cruza de las lineas mutantes
insercionales de T-DNA de los genes AtDJ2 y AtDJ3, obtuvimos semillas de la
segunda generacion filial (F2). Enseguida, en una charola fueron sembradas 50
semillas, para identificar la doble mutante insercional homocigota en ambos
genes. La probabilidad de obtener la doble mutante es de 1:16 basandonos en el
cuadro de Punnet (Fig. 20A), por lo tanto de las 50 semillas, tendriamos una

proporcién de 3 lineas dobles mutantes.
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De las 50 lineas mutantes insercionales de T-DNA de la segunda generacion filial
(F2), se identificaron las lineas homocigotas para la insercion del T-DNA de cada
gen, las cuales no amplifican la banda del producto de PCR esperado con
oligonucledtidos que bordean la insercion de T-DNA. En la figura 20B, se
muestran las posibles homocigotas para el gen At5g22060 (AtDJ2), las cuales
fueron 4, 18, 26, 34, 36, 38, 45 y 46 (flechas) y el resto corresponden a las
heterocigotas para este gen. Para el gen At3g44110 (AtDJ3), las lineas mutantes
fueron las siguientes 11, 13, 20, 21, 22, 23, 26, 30, 32, 36, 38, 46, 48 y 50 (flecha)
las cuales son posibles homocigotas para el gen AtDJ3 (Fig. 20C). Por lo tanto, al
comparar las posibles homocigotas de cada uno de los dos genes, obtuvimos que
las lineas mutantes 26, 36 y 46 (flechas en rojo) son las dobles mutantes
insercionales para ambos genes (AtDJ2 y AtDJ3). El control para la homocigosis

de ambos genes fue el ecotipo parental Col-O0.

A) Segunda generacion filial (F2) B) Homocigosis del gen At5g22060 C) Homocigosis del gen At3g44110

F2: Cruza: AaBb x AaBb

AB Ab ab aB

AB | AABB | AABb AaBb AaBB

Ab | AABb | AAbb Aabb AaBb

ab |AaBb | Aabb aabb aaBb

aB |aABB | aABb aaBb aaBB

Doble homocigota: 1:16

1636 -

1636 - u
1018 g

1018 E

Figura 20. PCR de la segunda generacion filial (F2) de la cruza de las lineas mutantes
insercionales de T-DNA de los genes At5g22060 (AtDJ2) y At3g44110 (AtDJ3). A) Cuadro de
Punnet de la segunda generacion filial (F2) de la cruza de las lineas mutantes sencillas de los
genes AtDJ2 y AtDJ3, la proporcion de obtener la doble mutante de ambos genes es 1:16 (aabb en
rojo). B) PCR para la homocigosis del gen AtDJ2 de las 50 lineas mutantes insercionales, las
flechas indican las posibles mutantes para el gen AtDJ2. C) PCR de la homocigosis del gen AtDJ3

de las 50 lineas mutantes, las flechas indican las posibles mutantes para el gen AtDJ3. En flechas
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de color rojo se indican las posibles dobles mutantes de ambos genes y el control para la

homocigosis es el ecotipo parenteral Col-0.

Una vez que fueron identificadas las dobles mutantes insercionales de T-DNA de
los genes AtDJ2 y AtDJ3 (lineas 26, 36 y 46), verificamos la presencia del T-DNA
para ambos genes (AtDJ2 y AtDJ3) mediante PCR. La amplificacion de la banda
de T-DNA, fue a partir del oligonucleétido disefiado en el T-DNA (K; tabla 5) y el
oligonucledtido “antisentido” correspondiente al gen (A y E de los genes AtDJ2 y
AtDJ3, respectivamente; tabla 5). En la figura 21A y B, solamente se muestra la
presencia del T-DNA de la linea doble mutante 46 (carril 2) para ambos genes
(AtDJ2 y AtDJ3). De este ultimo analisis de PCR para corroborar la localizacion del
T-DNA insertado en cada gen en cuestion, obtuvimos que la linea doble mutante
insercional de T-DNA 46 (denominada atdj2-atdj3-46) presenta la insercion de los

dos T-DNA en cada gen y es homocigota para cada insercién de T-DNA.

A) T-DNA del gen At5g22060 B) T-DNA del gen At3g44110

1 2] sl i 2 3
& &= &= | Ry S ==
10'13 1018
517 e e 517 P —

Figura 21. PCR del T-DNA de la segunda generacién filial (F2) de las lineas mutantes
insercionales de T-DNA de los genes At5g22060 (AtDJ2) y At3g44110 (AtDJ3). A) y B) La
presencia del T-DNA de la linea doble mutante para ambos genes (46; carril 2) y como control del
T-DNA tenemos la linea mutante heterocigota de ambos genes de la primera generacion filial (F1;

carril 3) y el marcador de peso molecular (carril 1).

4.1.6 Analisis del fenotipo de las mutantes sencillas (atdj2 y atdj3) y

la doble mutante (atdj2-atdj3-46) bajo condiciones de estrés abiotico

Con la finalidad de analizar el fenotipo de las mutantes sencillas (atdj2 y atdj3)

y la doble mutante (atdj2-atdj3-46) de los genes AtDJ2 y AtDJ3, realizamos
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experimentos en germinacion bajo condiciones de estrés salino (NaCl). Estas
mutantes fueron probadas en experimentos de germinacion en placas de MS
bajo diferentes concentraciones de NaCl (75, 100, 125 mM) y en placas de MS
sin NaCl. En la figura 22, se muestran las graficas del porcentaje de
germinacion bajo estrés salino a los 6, 8 y 10 dias de las lineas mutantes
sencillas, de la doble mutante y del control Col-0 (Fig. 22). En condiciones sin
estrés, se observd que a los 6 dias de germinacion (Fig. 22A) existen
diferencias en el porciento de germinacion entre las lineas mutantes atdj3 y
atdj2-atdj3-46 (azul y rojo, respectivamente) mostrando una disminucion en la
velocidad de germinacién aproximadamente de 62 y 43% respectivamente,
comparandolas con la Col-0 (negro). Respecto a la otra linea mutante atdj2
(verde) no se observaron diferencias significativas con respecto al control Col0
en la velocidad de germinacién sin estrés. Sin embargo, a los 8 y 10 dias (Fig.
22B y C, respectivamente) podemos observar que todas las lineas mutantes
(atdj2, atdj3, atdj2-atdj3-46) alcanzan el 100% de germinacion como el ecotipo

parental Col-O.

Bajo condiciones de estrés (NaCl), a los 6 dias de germinacién las lineas
mutantes sencillas atdj2 y atdj3 muestraron un retraso en la velocidad
germinacion cerca del 56 y 90% a 75 mM, 70 y 85% a 100 mM en comparacion
con la Col-0 (Fig. 22A). Conforme pasa el tiempo, por ejemplo, a los 8 y 10 dias
de tratamiento, las lineas mutantes sencillas atdj2 y atdj3 tienden a alcanzar
100% de germinacion, excepto en la concentracion de 125 mM a los 10 dias en
donde la linea atdj3 llego al 60% (Fig. 22B y C).

Interesantemente, en la doble mutante (atdj2-atdj3-46) observamos un fenotipo
de mayor retaso en la velocidad de germinacion bajo condiciones de estrés
salino, por ejemplo a las concentraciones mayores (100 y 125 mM) a los 6 dias
la doble mutante aun no ha germinado (Fig. 22A). A los 8 dias, a
concentraciones de 100 y 125 mM se observa un retraso del 83 y 97%

respectivamente, en comparacion con el control Col-0 (Fig. 22B). Finalmente, a
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los 10 dias de tratamiento, la doble mutante apenas alcanza un porcentaje de

aproximadamente 60 y 20% a las concentraciones de 100 y 125 mM,

6 dias de germinacion 8 dias de germinaciéon 10 dias de germinacion
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Figura 22. Andlisis del fenotipo de lineas mutantes sencillas (atdj2 y atdj3) y la doble
mutante (atdj2-atdj3-46) bajo condiciones de estrés salino. A), B) y C) Gréaficas del
porcentaje de germinacion a los 6, 8 y 10 dias bajo diferentes concentraciones de NaCl (75,
100 y 125 mM) y como control el medio MS sin NaCl. Las barras representan el porcentaje de
germinacion de cada una de las lineas mutantes sencillas (atdj2 y atdj3; verde y azul,
respectivamente) y la doble mutante (atdj2-atdj3-46; rojo) y el control Col-0 (negro). Cada

experimento se realiz6 por triplicado.

4.1.7 Sobreexpresion del gen AtDJ2 en Arabidopsis thaliana

Respecto a la sobreexpresion del gen AtDJ2 (At5g22060) de A. thaliana, el
plasmido G83687 (ver Materiales y Métodos; tabla 3) fue obtenido de la pagina
Salk Institute Genomic Analysis Laboratory (Signal), el cual contiene el marco de
lectura abierta (ORF) del gen AtDJ2 en el vector pENTR223fi. Para verificar que el
gen AtDJ2 estuviera clonado en el vector pENTR223fi se disefaron
oligonucledtidos especificos (C; tabla 5) amplificando un fragmento de 1260 pb
correspondiente al ORF (Fig. 23).
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Figura 23. Amplificacién del ORF AtDJ2 en el vector pENTR223fi para la sobreexpresiéon en
A. thaliana. La amplificacion del ORF AtDJ2 con un tamafio de banda de 1260 pb (carril 2) y el

marcador de peso molecular (carril 1).

Posteriormente, el fragmento del gen AtDJ2 en el vector de entrada (pEntry) fue
recombinado al vector destino (pMDC32) para ser sobreexpresado en Arabidopsis.
En la figura 24, se muestra la amplificacion del gen AtDJ2 en el vector destino
pMDC32.

1,260 pb

Figura 24. Amplificacion del ORF del gen AtDJ2 en el vector pMDC32 en E. coli. El tamafio del
ORF del gen AtDJ2 es de 1,260 pb (carril 2) y el marcador de peso molecular (carril 1).

Para la transformacion genética de A. thaliana, primero se realiz6 la
transformacion de A. tumefaciens utilizando el vector pMDC32, el cual tiene
subclonado el ORF del gen AtDJ2. Una vez transformadas las células de A.
tumefaciens se verific6 por medio de PCR en colonia la presencia del gen AtDJ2,

con los oligonucleétidos C (tabla 5).

De diferentes colonias seleccionadas al azar, obtuvimos la amplificacion del
fragmento esperado de 1260 pb, y elegimos la clona 1 (AtDJ2-pMDC32) para
utilizarla en la transformacion genética de A. thaliana (Fig. 25; carril 2).
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Figura 25. PCR de colonia del gen AtDJ2 en el vector pMDC32 en A. tumefaciens.
Amplificacion de un fragmento de 1260 pb del gen AtDJ2 en A. tumefaciens (clona 1; carril 2) y el

marcador de peso molecular (carril 1).

Después de la transformacion de A. thaliana, estamos en la etapa de seleccion

con el antibiético de resistencia para obtener lineas transformantes.

4.1.8 Construccion del vector “bait” (pDHB1-AtDJ2) para el sistema de
dos hibridos

En el presente trabajo otro de los objetivos que se planteo, fue la construccién del
vector anzuelo o “bait” pDHB1 con la fusion del ORF del gen AtDJ2 que codifica
para la proteina DnaJ (AtDJ2). Este vector fue disefiado para identificar y
caracterizar los posibles ligandos de la proteina AtDJ2 mediante el sistema de dos
hibridos “split-ubiquitin” de Saccharomyces cerevisiae (Biotech Dualsystems,
2007).

Este sistema consiste en fusionar la proteina de interés (anzuelo o “bait”) al N-
terminal de una proteina pequefia de anclaje de membrana (Ost4 proteina de la
levadura), y al C-terminal a un cassette reportero compuesto por un fragmento del
C-terminal de la ubiquitina (Cub) unido al factor de transcripcion (LexA-VP16). Una
segunda proteina (presa o “prey”), en este caso una biblioteca de cDNA de A.
thaliana, se fusiona a un fragmento N-terminal de la ubiquitina mutada (NubG;
cambio de una isoleucina por una glicina en la posicion 3, reduciendo la afinidad

entre Cub y NubG). Si el “bait” y el “prey” interactian, obligan a NubG y Cub a
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entrar en contacto, resultando en la reconstitucion del “split-ubiquitin”.
Inmediatamente, el “split-ubiquitin® es reconocido por proteasas (UBPSs)
especificas de la ubiquitina, cortan la cadena polipeptidica entre Cub y Lex-VP16.
De esta manera, el factor de transcripcion es liberado y es translocado al nucleo,
donde activa la transcripcion de los genes reporteros. Los genes reporteros
usados en este sistema son los marcadores de auxotrofia (HIS3 y ADE2), y lacZ
que codifica para la enzima B-galactosidasa. De esta forma, la interaccion de dos
proteinas, resultara en el crecimiento de la levadura en un medio selectivo y el

desarrollo del color en los ensayos (Fig. 26).
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Figura 26. Sistema de dos hibridos “split-ubiquitin” de S. cerevisiae. Interacciéon entre bait” y
el “prey”, obligan a NubG y Cub a entrar en contacto, resultando en la reconstitucién del “split-
ubiquitin”. El “split-ubiquitin” es inmediatamente reconocido por proteasas (UBPs) especificas a la
ubiquitina, cortan la cadena polipeptidica entre Cub y Lex-VP16. Entonces el factor de transcripcion

es liberado y es translocado al nicleo, donde activa la expresion de genes reporteros.

Para la construcciéon del vector “bait”, fueron disefiados oligonucle6tidos con sitios
de reconocimiento para la enzima Sfil, con la finalidad de ligar el producto de PCR

de manera dirigida al vector pDHB1 (oligonucleétidos D; tabla 5).

Una vez que se disefaron los oligonucleodtidos, se amplificé el ORF del gen AtDJ2
(tamafio de 1,301 pb) a partir del vector AtDJ2-pMDC32 por medio de PCR. Para

la amplificacion se utilizé una Taq polimerasa de alta fidelidad (Tag Phusion;
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Finnzymes). En la figura 27, se muestra la amplificacion del gen AtDJ2 para el

sistema de dos hibridos.

1 2

w3 . — |
1636
‘ <€— 1,301 pb
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Figura 27. Amplificacion del gen AtDJ2 para el sistema de dos hibridos “split-ubiquitin” de
S. cerevisiae. La amplificacion con los sitios de corte para la enzima Sfil y la region codificante del
gen AtDJ2 (carril 2) el tamafio de la banda es de 1301 pb y el marcador de peso molecular (carril
1).

Después se purificéd el producto de la PCR y se corto con la enzima Sfil. Esta
endonucleasa reconoce la secuencia GGCCNNNN'NGGCC (el sitio de corte se
indica por el apostrofe). Los sitios de corte de Sfil en el vector pDHBL1 del sistema
DUALhunter son GGCCATTA'CGGCC y GGCCGCCT' CGGCC, permitiendo que

los fragmentos digeridos sean ligados en la orientacion correcta.

En la figura 28, se muestra la digestion del producto de la PCR que corresponde al
ORF del gen AtDJ2 (carril 4) y del vector pDHB1 (carril 3), al igual que el vector sin
digerir (carril 2). Enseguida de la digestion de ambos DNAs, se realiz6 la ligacion

con una relacion molar 1:3 (vector:inserto).
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~ At5g22060

Figura 28. Digestién y ligacién del gen AtDJ2 en el vector pDHB1 para el sistema de dos
hibridos “split-ubiquitin” de S. cerevisiae. Digestion del gen AtDJ2 y del vector pDHB1 con la

enzima Sfil (carril 3 y 4), el vector sin digerir (carril 2) y el marcador de peso molecular (carril 1).

Posteriormente, en las células de E. coli la ligacion fue transformada, de las cuales
por medio de la PCR en colonia se identificaron las células que contienen el
fragmento de interés. En la figura 29, se muestran 30 colonias que se
seleccionaron al azar, donde se observa que las identificadas en los carriles en los
carriles 3, 5, 7, 8, 30 y 31 (flecha en negro) amplifican el producto de PCR

esperado para la construccién del vector pDHB1-AtDJ2.

1636

1018

Figura 29. Amplificacion del gen AtDJ2 en el vector pDHB1 en E. coli para el sistema de dos
hibridos“split-ubiquitin” de S. cerevisiae. PCR de colonia, carril 1, marcador de peso molecular
y carriles 2 al 31, colonias seleccionadas al azar. Las colonias que contienen el inserto (AtDJ2,

1301 pb) se indican con la flecha negra.

Posteriormente, a partir de las 6 colonias que dieron una amplificacion positiva
para el gen AtDJ2, fue extraido el DNA plasmidico pDHB1, el cual fue digerido con
la enzima Sfil. En la figura 30B, se muestra la digestién del plasmido pDHB1-
AtDJ2-1 (carril 2), observandose la banda de 1,301 pb correspondiente al ORF del
gen AtDJ2.
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Figura 30. Digestion del plasmido pDHB1-AtDJ2-1 con la enzima Sfil. A) Vector pDHB1con los
sitos de corte de la enzima Sfil (cuadro en negro) flanqueando al gen AtDJ2 (cuadro en rojo). B)
Digestion del plasmido pDHB1-AtDJ2-1 con la enzima Sfil (carril 2) y el marcador de peso

molecular (carril 1).

Adicionalmente, se mando secuenciar el pldsmido pDHB1-AtDJ2-1 en ambos
sentidos con los oligonucledtidos J (tabla 5), para verificar la secuencia del gen
AtDJ2 en el vector pDHBL.

4.2 Gen OpsHSP18 de Opuntia streptacantha

En un trabajo previo de nuestro grupo de investigacién Ochoa-Alfaro et al., 2010
(datos no publicados), se aislé una secuencia de cDNA que codifica una proteina
de choque térmico de Opuntia streptacantha (OpsHSP18). Esta secuencia de
cDNA mide 1130 pb e incluye 486 pb del ORF (rojo) asi como 99 y 545 pb
correspondientes al 5’ y 3'-UTR (negro) respectivamente (Fig. 31A). La proteina
OspHSP18 tiene un tamafio de 161 aa con un peso molecular estimado de 18.34
kDa (Fig. 31B).
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A) B)
Secuencia de cDNA: Proteina de 161 aa:
gggggccatcaaaacagagcaactcaaaaagcatcgatccacaatc MSLIPSFFGSRKTNVFDPFSLDVWDPFEG
caagcttccaaactcccttecatcaagttcgat tccctaaattt

FLSSALSNVQPSSAARETSQFVSTRVDWK
ETPEAHVFKVDLPGVKKEEVKVEVEEGRI
LOISGERTKEQEEKNDKWHRVERASGKFL
RRFRLPENAKMEEVKAAMENGVLTVTVPK
VEEKKPEVKTIDISGN

A Aaggggaggaagtt

gagagcaaaatgacgty ggggttgagtctgtgtty
gcttttgatgcttcaggagattttatgatttgaataaagagtcata
tatatttgatgtatattgtctctgtaatttgtgegtttgtetgagt
gagtacaactttgtttatgtaaaagtgtcgtgttattcattccaaa
tttgtgttttctctetttcgtgagaaaaaaaatataaagaagactt

gtcggeegecteegeectegagaacttetaaacatetttggggegg
cccccaagaaatgaactgggecaactgtttettacgagatetggee
gacaaagcttggattctcacacaaaaaaaacagggcgcagegtcety
acaatccaatgagtcgagtcectteggatgtcaagaggtcacgagee
gcatcaattatccccctggetetegaacagttatettagatetgea
cttgaactccaacggtgtcgattctacgaaactggcoctgetatet
tgtcatggtggaggacatggctecat

Figura 31. Secuencias de cDNA y de proteina del gen OpsHSP18 de Opuntia streptacantha.
A) Secuencia de nucleétidos del cDNA obtenido en la biblioteca de cDNA de O. streptacantha, la
regién codificante de 486 pb se indica en rojo. B) Secuencia de aminoacidos de la proteina de
OpsHSP18 de O. streptacantha.

Un arbol filogenético con 19 proteinas que codifican para proteinas de choque
térmico de bajo peso molecular (SHSP) de A. thaliana y la proteina OpsHSP18 de
O. streptacantha, fue construido (Fig. 32). Las proteinas sHSP de Arabidopsis se
clasifican en base a su localizacion intracelular, por ejemplo se han clasificado en
citoplasmaticas (ClI, Cll y CIll), de plastidios (Clase P), de reticulo endoplasmico
(Clase ER) y de mitocondria (Clase M). Como se observa en esta figura, la
proteina OpsHSP18 de nopal se agrupa con las proteinas citoplasmaticas de la
clase 1 de Arabidopsis. La clasificacion de las proteinas sHSP se observa de la
siguiente manera: la clase citoplasmatica | incluye seis proteinas de A. thaliana y
la de nopal; la clase Il contiene dos y la clase Ill presenta una. Mientras que la
clase del reticulo endoplasmico (ER) muestra una; la de mitocondria tiene dos y la
de plastidios contiene tres y ademas, cuatro relacionadas a la clase | y dos

relacionadas a la clase P (Fig. 32).
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Figura 32. Arbol filogenético de las proteinas sHSP de A. thaliana. El arbol filogenético por el
algoritmo ClustalW del DNASTAR empleando las secuencias de amino&cidos de las 19 proteinas

de A. thaliana y la proteina OpsHSP18 de O. streptacantha.

Como se observa en la figura 32, la OpsHSP18 de nopal presenta una mayor
identidad con proteinas sHSP citoplasmaticas de la clase 1 de Arabidopsis: 75.6
(At3g46230), 77.1 (Atlg53540), y 77.2% (At5959720).

En el alineamiento entre las proteinas OpsHSP18 y At5g59720 que se muestra en
la figura 33, se puede observar el dominio conservado a-cristalino caracteristico de
estas proteinas sHSP (rojo). Dentro de este dominio, la firma caracteristica es

AxxxnGvL (subrayado; Fig. 33).
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At5g59720 MSLIPSIFGGRRSNVEFDPFSQDLWDPFEGFFTPS-SALANASTARDVAAFTNAR 59
OpsHSP18 MSLIPSFFGSRKTNVFDPFSLDVWDPFEGFLSSALSNVQPSSAARETSQFVSTRV 60

****** ** * ******* * ******* . . . * ** . K *******

At5g59720 119

OpsHSP18 120
Kk KKk Kok Kok kok KKk KKk Kok kok s o R kk Kok ok g kok g ok Kok ok ok ok ok ok kok Kk kK Rk ok sk Kk K

At5g59720 GAN 161
OpsHSP18 GN- 161

khkkkrkhkrhkhkhkhkk ek hkhkhkhkhkhx *k*k K hkk ko kk o kkkkk

Figura 33. Alineamiento tipo Clustal W del dominio a-cristalino de la proteina OpsHSP18 de
O. streptacantha y la proteina At5g59720 de A. thaliana. El dominio a-cristalino se muestra en

rojo y la firma caracteristica AxxxnGvL del dominio a-cristalino se encuentra subrayado.

De este modo, para analizar el patrén de expresion del gen At5g59720, el cual
presenta la mayor identidad (77.2%) con el gen OpsHSP18 de nopal, se utilizo la
base de datos de microarreglos de la pagina AtGenExpress
(http://www.weigelworld.org/resources/microarray/AtGenExpress). En la figura 34,
se puede observar que el gen At5g59720 se induce bajo condiciones de estrés
abidtico, presentando una mayor expresion en raiz bajo condiciones por frio,
osmoético, salino y por calor. Mientras que en la parte aérea la expresion se

observé en estrés osmatico y por calor.
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Figura 34. Patrén de expresion del gen At5g59720 de A. thaliana. Expresion bajo condiciones
de estrés abidtico en raiz como en la parte aérea de la planta. Se muestra la intensidad media
normalizada de la expresién del gen. Esta figura fue obtenida de la pagina AtGenExpress

(http://www.weigelworld.org/resources/microarray/ AtGenExpress).

61


http://www.weigelworld.org/resources/microarray/AtGenExpress
http://www.weigelworld.org/resources/microarray/AtGenExpress

4.2.1 Analisis de la expresion del gen OpsHSP18 en O. streptacantha

bajo condiciones de estrés abidtico

Para realizar el analisis de la expresion del gen OpsHSP18 de nopal bajo
condiciones de estrés abidtico se tomaron muestras del nopal Opuntia
streptacantha sometidas a estrés hidrico en un invernadero con las siguientes
condiciones: Luz-Riego (LR), Luz-Sequia (LS), Sombra-Riego (SR) y Sombra-
Sequia (SS) durante periodos de 15, 30 y 45 dias. La condicién de sombra se
llevo a cabo colocando en la parte superior de las plantas una malla sombra de
75% a diferencia de la condicién de luz que no incluye esta malla. Esta condicion
de sombra disminuye el agobio luminico y la temperatura simulando el efecto de

plantas nodrizas en el desierto.

En la figura 35, se muestra el andlisis de RT-PCR punto final del gen OpsHSP18.
En general, las condiciones de sequia inducen la expresion del gen OpsHSP18,
siendo mas notoria la expresion conforme avanza el periodo de estrés, en

particular en el tratamiento de Luz-Sequia a los 45 dias.

LR) Luz-Riego

LS) Luz-Sequia

SR) Sombra-Riego
SS) Sombra-Sequia

HSP
Actina

LR LS SR SS LR LS SR SS LR LS SR SS
15 dias 30 dias 45 dias

Figura 35. Andlisis de la expresion del gen OpsHSP18 de Opuntia streptacantha bajo
condiciones de estrés abi6tico. La expresion del gen OpsHSP18 se midié bajo estrés hidrico
incluyendo tratamientos de Luz-Riego (LR), Luz-Sequia (LS), Sombra-Riego (SR) y Sombra-
Sequia (SS) durante 15, 30 y 45 dias. La grafica muestra la expresioén relativa del gen OpsHSP18

al ser normalizada con la expresion del gen de referencia (actina).
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4.2.2 Sobreexpresion del gen OpsHSP18 en A. thaliana

Con el objetivo de caracterizar el gen OpsHSP18 de nopal se construyd un vector
para su sobreexpresion en A. thaliana. Primero se realiz6 la amplificacion
utilizando de molde el cDNA de la biblioteca de nopal con los oligonucleotidos G
(tabla 5) disefiados en el ORF. En la figura 36, se muestra la banda de la
amplificacion del ORF del gen OpsHSP18, con un tamafio de 492 pb. Después de

la amplificacion, se clond en el vector pEntry para su transformacion en E. coli.

1 2

1000 Y
<€— 492 pb

Figura 36. Amplificacién del ORF del gen OpsHSP18 a partir de cDNA. Amplificacién del ORF
del gen OpsHSP18 a partir de cDNA. ElI marcador de peso molecular (carril 1) y la banda 492 pb
correspondiente al ORF del gen OpsHSP18 (carril 2).

Posteriormente, mediante PCR en colonia se verifico la amplificacion del ORF del
gen OpsHSP18 en E. coli. Al seleccionar 20 colonias al azar, fue obtenida la
amplificacion del fragmento esperado de 492 pb (Fig. 37A). A partir de estas
colonias, se seleccionaron 8, mediante PCR se verificd la orientacion del gen
OpsHSP18 en el vector pEntry, utilizando el oligo GW1 (I; tabla 5) el cual esta
ubicado a 77 pb donde se clona el producto de PCR y con el oligo antisentido del
gen OpsHSP18 (Fig. 37B). En la figura 35C, se muestra la amplificacion del ORF
del gen OpsHSP18 en los carriles 4, 6 y 7, con un tamafio de 569 pb. El plasmido
pEntry-OpsHSP18 (clona 3) fue secuenciado y seleccionado para recombinarlo al
vector destino pMDC32.
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501 TAACGCTAGC ATGGATGTTT TCOCAGICAC GACGITGTAR AACGACGGCC AGTCTTAAGC TCGGGCCCCA ARTARTGATT
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Figura 37. Analisis del gen OpsHSP18 en el vector pEntry en E. coli. A) PCR de 20 colonias
del gen OpsHSP18 en células de E. coli (carriles 1-20) y el marcador de peso molecular (carril 21).
B) Esquema donde se representa el oligo GW1 (linea azul) ubicado a 77 pb del producto de
clonacién (cuadro rojo) en el vector pEntry. C) PCR para verificar la orientacion del gen OpsHSP18

en el vector pEntry (carriles 2-9) y el marcador de peso molecular (carril 1).

Después de la recombinacion del vector pEntry-OpsHSP18 al vector pMDC32
mediante la clonasa LR, el producto de la recombinacion se transformé en células
de E. coli, las cuales se seleccionaron en medio LB con kanamicina.
Posteriormente, para verificar la integracion del gen OpsHSP18 en el vector
pMDC32, se realizé mediante PCR de colonia (15 colonias seleccionadas al azar)
con los oligonucleétidos G (tabla 5). En la figura 38, se muestra la amplificacién
del ORF OpsHSP18 con un tamafio de 492 pb. El plasmido pMDC32-OpsHspl18

(clona 1) se selecciond para la transformacion genética de A. tumefaciens.

Figura 38. PCR de colonia del ORF del gen OpsHSP18 en el vector pMDC32 en E. coli.
Amplificacion del ORF del gen OpsHSP18 en el vector pMDC32 de 15 colonias (carriles 2-16), el
tamafo de la banda es de 492 pb en E. coli y el marcador de peso molecular (carril 1).
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Para efectuar el escrutinio de las células transformadas de A. tumefaciens que
contengan el plasmido pDCM32-OpsHSP18 se utilizaron placas de LB con una
combinacion de antibiéticos (rifampicina y ampicilina que son los marcadores de
resistencia para la bacteria, y kanamicina que es el marcador de resistencia del
vector pMDC32). Ademas ser verificd por medio de PCR la banda correspondiente
a 492 pb del gen OpsHSP18. En la figura 39, se corrobora la amplificacion del gen
OpsHSP18 en el vector pMDC32 (pMDC32-OpsHSP18).

500

Figura 39. PCR de colonia del gen OpsHSP18 en el vector pMDC32 en A. tumefaciens. PCR
de colonia del gen OpsHSP18 que presentan un tamafio de banda de 492 pb (carril 2) y el

marcador de peso molecular (carril 1).

El plasmido pMDC32-OpsHSP18 se transformé en A. thaliana. Después de
obtener semillas transgénicas de Arabidopsis, se seleccionaron en medio MS con
higromicina. A partir de esta seleccién de la primera generacion filial 1 (F1), se
obtuvieron once lineas transformantes resistentes al antibidtico. Posteriormente, el
DNA gendmico de las once lineas transformantes, fue extraido para verificar por
PCR que amplifiguen el ORF del gen OpsHSP18. En la figura 40, se observa la
banda de 492 pb en las once plantas transformantes, logrando asi una

transformacioén exitosa.
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Figura 40. PCR de las lineas transgénicas del gen OpsHSP18 en A. thaliana. Las once
plantulas transformadas presentan el gen OpsHSP18 con un tamafio de banda de 492 pb (carriles

2-12) y el marcador de peso molecular (carril 1).

Ademas, de la prueba de PCR gendmico, se realiz6 un RT-PCR punto final de las
once lineas transformantes, para conocer el nivel aproximado de expresion de
cada linea transgénica. A partir del cDNA de las once lineas se realiz6 el PCR con
los oligonucledtidos G (tabla 5) para amplificar el ORF del gen OpsHSP18, y como
control utilizamos oligonucleétidos J (tabla 5) para amplificar el gen de actina de
Arabidopsis como gen de referencia (Fig. 41A). En la figura 41B, se muestra la
grafica de los valores normalizados de la expresion del gen con respecto a la
expresion de actinas. La seleccion de las lineas transgénicas fue al azar,
seleccionando las lineas transformantes 3 y 7 (flecha negra), las cuales se

sometieron a condiciones de estrés salino.
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Figura 41. Expresién de las lineas transgénicas del gen OpsHSP18 en A. thaliana. A) RT-PCR
punto final del gen OpsHSP18 en las once lineas transformantes y como control el gen de actina.
Las flechas indican las lineas seleccionadas. B) La grafica representa los valores normalizados de

la expresién del gen OpsHsp18 respecto al control.

Actualmente, estamos identificando la linea homocigota estable del transgen en la
segunda generacion filial (F2) de las 2 lineas sobreexpresantes (OpsHSP18-over3

y OpsHSP18-over7) para lograr lineas transgénicas estables.

4.2.3 Andlisis del fenotipo de la sobreexpresante del gen OpsHSP18

en A. thaliana bajo condiciones de estrés abiotico

Para analizar el fenotipo de las dos lineas sobreexpresantes OpsHSP18-over3
y OpsHSP18-over7 seleccionadas se realizaron experimentos bajo condiciones
de estrés salino. El experimento se planted de la siguiente forma: plantulas de
10 dias de edad de las sobreexpresantes del gen OpsHSP18 (OpsHSP18-
over3 y OpsHSP18-over7) y de la Col-0, se crecieron en placas MS a una
concentracion de 150 mM de NaCl durante 15 dias. Después de este periodo
de estrés salino, fueron transferidas a macetas con tierra para observar su
recuperacion post-estrés. En la figura 42, se muestra que las sobreexpresantes

(OpsHSP18-over3 y OpsHSP18-over7) se recuperan mejor y en un mayor
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porcentaje con respecto a la Col-0. En la grafica (Fig. 42), se indica el

porcentaje de supervivencia después de haber sido retadas al estrés salino,

resultando que ambas lineas sobreexpresante del gen OpsHS1P8 de nopal

muestran hasta un 70% de supervivencia en comparacion con la Col-0 que

muestra menos del 20% de supervivencia.
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Figura 42. Analisis del fenotipo de las lineas sobreexpresantes del gen OpsHSP18 de A.

thaliana bajo condiciones de estrés abidtico. Imagenes de

lineas transgénicas

sobreexpresantes OpsHSP18 (OpsHSP18-over 3 y OpsHSP18-over 7) y la Col-0 en recuperacion,

después de retarlas con 150 mM de estrés salino. En la grafica se muestra el porcentaje de

supervivencia de las sobreexpresantes OpsHSP18-over 3 (barras verdes), OpsHSP18-over 7

(barras amarillas) y la Col-0 (barra negras). En experimento se realiz6 por duplicado con 7

plantulas por tratamiento.
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V. DISCUSION

Las plantas son organismos sésiles, las cuales estan diariamente expuestas a
condiciones desfavorables, como por ejemplo temperaturas extremas, la falta de
agua, diversos tipos de suelos no aptos, entre otros, los cuales limitan su
crecimiento y desarrollo. Para contrarrestar todos estos estreses ya sea a corto 0
a largo plazo, las plantas han desarrollado mecanismos de adaptacion a dichos

entornos complejos y cambiantes.

Uno de los fendbmenos mas comunes cuando la planta se ve afectada bajo
condiciones de estrés es la pérdida de estructura e inactivacion de las proteinas.
Para ello, la planta cuenta con un sistema complejo de chaperonas moleculares
como las proteinas de choque térmico (HSPs). Dichas HSPs se han clasificado de
acuerdo con su peso molecular, y son esenciales para los procesos celulares,
como la sintesis, el plegamiento, el replegamiento, la localizacién subcelular, el
transporte y la prevencién de agregados de proteinas (Mayer y Bukau, 2005). La
induccion de las HSPs se ha descrito principalmente bajo condiciones de estrés
por calor, sin embargo, se inducen bajo otras condiciones de estrés, como frio y
salinidad (Noven et al., 1992; Kilstrup et al., 1997).

En el presente trabajo de tesis, nos enfocamos a la identificacion de ESTs que
codifican para proteinas de choque térmico, partiendo de bibliotecas de cDNA de
frijol y nopal previamente generadas en nuestro grupo de trabajo bajo condiciones
de estrés abiotico. De esta manera, a partir de una biblioteca sustractiva (SSH) de
frijol, solo identificamos un EST que mostré homologia con las DnaJ de plantas, y
en el caso de nopal, identificamos un cDNA que mostr6 homologia con las
sHSP18 de plantas. El frijol y el nopal constituyen plantas de interés agronémico
en nuestro pais, sin embargo, las herramientas de biologia molecular ain no han
sido eficientemente desarrolladas para estas plantas. Por ello, se propuso la
caracterizacion de genes ortologos a las HSPs de frijol en Arabidopsis, asi como la

caracterizacion funcional del gen de nopal en ésta planta modelo. De esta manera,
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en esta tesis nos enfocamos a estudiar los genes ortélogos de A. thaliana (AtDJ2 y
AtDJ3) al EST aislado en la SSH de frijol, el cual es una secuencia de cDNA
parcial de 790 pb, que es homologa a proteinas DnaJ de plantas. Esta secuencia
parcial de frijol al ser traducida in silico codifica para 263 aa, que corresponden a
la parte central de las proteinas DnaJ, sin embargo carece del dominio J (el cual
esta localizado hacia el amino terminal), y de la region C-terminal. Dicha proteina
parcial de DnaJ de frijol (263 aa) presenta una identidad de 53.7 y 54.5% con las
proteinas AtDJ2 y AtDJ3 de Arabidopsis, respectivamente. Las proteinas AtDJ2 y
AtDJ3 pertenecen al tipo | o A de la familia de las DnaJ, las cuales presentan
todos los dominios caracteristicos como: el dominio J, la regién rica en glicinas y

fenilalaninas (G/F), el dominio dedo de zinc y la regidn carboxi-terminal.

Es importante sefialar que entre estos genes paralogos, el AtDJ2 y la version larga
del AtDJ3.2 (resultado de una retencion de intrén) presentan una alta identidad del
90.8% a nivel proteina. No obstante, la identidad disminuye al comparar la version
pequefia AtDJ3.1 con las AtDJ3.2 y AtDJ2 que presentan identidades de 77.4% y
71.3%, respectivamente. Cabe mencionar que la region carboxi- terminal de las
DnaJ de plantas se encuentra conservada, por lo que la version AtDJ3.1 al tener
una region carboxilo terminal méas corta (77 aa menos) podria tener un cambio en
su estructura y asi verse reflejado en sus posibles interacciones proteina-proteina,
qgue la haga tiempo y tejido especifico. A futuro sera clave elucidar la posible

funcion de esa region C-terminal en sus dos versiones.

Por otro lado, se ha reportado que en ciertos casos la expresion tejido especifico,
se debe al “splicing” alternativo de los transcritos de los Dnad. Aunado a lo
anterior, en humano se ha descrito una variante de procesamiento de la DnaJAl,
la cual pertenece a la misma clase (tipol) de las AtDJ2 y AtDJ3 de Arabidopsis
(Hu et al., 2004). La version DnaJAl tiene un tamafo de 397 aa, en cambio la
version que sufre el procesamiento (nDnaJA1l) mide solo 331 aa, debido a que el
altimo intron es retenido, y solo se traducen cinco aa del intron (Hu et al., 2004).

Esta version de humano es interesante (nDnaJA1l) debido a que coincide con la
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version AtDJ3.1 de Arabidopsis, ya que ambas presentan un carboxilo terminal
mas corto; siendo mas especificos, la version de Arabidopsis carece de 77 aa y la
del humano de 66 aa del final de la proteina en comparacién a sus isoformas
respectivas. Otro punto notable, es que la versién que la DnaJAl de humano es
altamente expresada en testiculos y pulmén, pero su expresion es baja en colon e
higado, mientras que la isoforma nDnaJAl (version pequefia) es altamente
expresada en colon e higado (Hu et al., 2004). Por lo que otro punto a considerar
en nuestro trabajo, seria determinar si las isoformas de Arabidopsis se expresan

tejido especifico y/o en diversas condiciones de estrés.

Cuando obtuvimos las lineas mutantes insercionales de T-DNA de los genes
AtDJ2 y AtDJ3 y la doble mutante (atdj2-atdj3) para determinar los fenotipos por
pérdida de funcion obtuvimos un retraso en la velocidad de germinacion bajo
condiciones de estrés salino, principalmente con la mutante atdj3 y en la doble
mutante. Cabe mencionar que el efecto que se observé solo fue en la velocidad de
germinacion, y no fueron afectadas en la viabilidad de germinacion. Lo anterior lo
consideramos porque al continuar monitoreando los experimentos de germinacion
bajo salinidad por méas de 10 dias (20 dias desde el inicio del estrés), observamos
que todas las lineas mutantes alcanzaron el 100% de su tasa de germinacion.

Respecto a la linea mutante sencilla atdj3, que presentd un retraso mas
pronunciado en la velocidad de germinaciébn comparandola con la otra linea
mutante atdj2, bajo condiciones de estrés y crecidas en MS, una posible
explicacion es que la expresion del gen AtDJ3 reportada en diversos microarreglos
es principalmente en las etapas de desarrollo de la semilla, por lo que dicha
mutante al carecer de esta DnaJ puede estar afectada en el proceso de
germinacion, continuando asi con la tendencia mas marcada del retraso de

germinacion para la doble mutante.

En un reporte previo Li et al., (2007), estudiaron los genes At5g22060 y At3g44110

bajo condiciones de estrés por calor, reportando que sola la doble mutante (atdj2-
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atdj3), mostré un fenotipo de sensibilidad a elevadas temperaturas en
comparacion a las lineas mutantes sencillas (atdj2 y atdj3) y a la Col-0. El
experimento consisti6 en someter plantulas de 10 dias de edad de las lineas
mutantes sencillas (atdj2 y atdj3), la doble mutante (atdj2-atdj3) y la Col-0 a 45°C
durante 100 min, y después del choque térmico se colocaron a 22°C por 7 dias
para observar su fenotipo en recuperacion. En particular, el fenotipo de las
mutantes sencillas no mostraron diferencias importantes en comparacion con la
Col-0, sin embargo en la doble mutante se observé un fenotipo de clorosis a los 7
dias de recuperacion (Li et al., 2007). Cabe sefialar que en el trabajo del Dr. Li,
coincidimos con la misma linea insercional de T-DNA (Salk_071563) para el gen
At5g22060, pero para el gen At3g44110, nosotros trabajamos con la linea
Salk 132923, que se localiza rio arriba de la linea Salk 141625 con la cual ellos
trabajaron. Ambas lineas presentan la insercién de T-DNA en la region del ORF,

por lo que las dos lineas interrumpen la funcion de dicho gen.

En nuestro trabajo pudimos identificar un fenotipo mas marcado en la mutante
sencilla atdj3 en germinacién bajo condiciones de estrés salino, en comparacion a
los estudios realizados de estas mutantes por choque térmico por el grupo de Li et
al., 2007. Aunado a lo anterior, los fenotipos de sensibilidad en el doble mutante
tanto en estrés salino como térmico apoya la hipotesis de que ambos genes AtDJ2
y AtDJ3, estan implicados en respuesta a diversos tipos de estrés abidtico.

Otro de los objetivos que se plantearon, fue la construccion del vector destino
pMDC32/AtDJ2 para la sobreexpresion del ORF del gen AtDJ2 en A. thaliana,
utilizando el promotor constitutivo 35S. Actualmente, estamos en la etapa de
seleccion de las plantas transgénicas resistentes a higromicina. Una vez que se
tengan las lineas sobreexpresantes, las someteremos a condiciones de estrés
abibtico, en donde esperamos obtener plantas tolerantes bajo condiciones de
estrés salino. Es importante mencionar, que en el trabajo del Dr. Li, generaron
lineas sobreexpresantes de los dos DnaJd (AtDJ2 y AtDJ3), las cuales muestran

termotolerancia a 45°C durante 120 min, comparando con la Col-O0.
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En el reporte de Zhu et al (1993), describen la DnaJ (ANJ1) de Atriplex
nummularia (una especie arbustiva forrajera de alta adaptabilidad a la aridez y
semiaridez), la cual es homologa a la DnaJ de S. cerevisiae. Demostraron que la
pANJ1, presenta una homologia funcional a YDJ1/IMASS5, porque fue capaz de
complementar el fenotipo de crecimiento de sensibilidad a temperatura de la
mutacion de Aydjl/mas5 en levadura. En este trabaj0 mostraron que hay una
induccion coordinada de los transcritos tanto de la ANJ1 como de la Hsp70
durante el estrés térmico, sin embargo, sus patrones de expresion difieren bajo
condiciones de NaCl, observando que la expresion de la ANJ1 se incrementa bajo
condiciones de estrés salino, comparada con la Hsp70 que no se observa su
expresion (Zhu et al., 1993).

Otra de las estrategias que se plante6 para la caracterizacién de estas proteinas
Dnads, fue la construccion del vector “bait” con el gen At5g22060 (AtDJ2), para
identificar proteinas blanco con el sistema de dos hibridos “split-ubiquitin” en S.
cerevisiae. Hasta el momento existen pocos reportes acerca de los posibles
ligandos de las proteinas de choque térmico. Por ejemplo, en el trabajo de Millson
et al.,, (2004), reportaron las interacciones proteina-proteina de la chaperona
molecular HSP90, describiendo interacciones entre si y con otras proteinas
distintas, tales como un activador del dominio ATPasa de las HSP9O0, factores de
transcripcion, proteinas que participan en la remodelacién de la cromatina y
proteinas de funcién desconocida, entre otras. Por lo tanto, pretendemos obtener
e identificar a futuro utilizando el vector “bait” pDHB1AtDJ2 con el sistema de dos
hibridos proteinas blanco o ligandos de la AtJD2 y que podrian incluir otras HSPs
o proteinas relacionadas al estrés, las cuales nos ayudarian para entender el

mecanismo de accién de las chaperonas moleculares.
Respecto a la proteina de choque térmico de bajo peso molecular OpsHSP18 que

seleccionamos de nopal para ser estudiada en esta tesis, en los ensayos de

ganancia de funcion en lineas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresan
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ésta sHSP, observamos una tolerancia bajo estrés salino en comparacion a la Col-
0.

De esta manera, en otros trabajos sugieren que la sobreexpresion de sHSP puede
proteger a la planta de los dafios causados por el estrés abidtico. Recientemente,
Sato y Yokoya (2008) muestran que la sobreexpresion de la sHspl7.7 de arroz
incrementa la tolerancia a la sequia en plantas transgénicas de arroz. Por otro
lado, Sun et al., (2001) demuestra que la sobreexpresion de AtHspl7.6 de A.
thaliana confiere tolerancia al estrés por sequia y salinidad pero no al estrés por
calor. Los resultados de estudios recientes sugieren que la produccién de las
SHSP correlaciona con la tolerancia al estrés.

A pesar de la importancia de las proteinas de choque térmico en la respuesta al
estrés aln no se conoce completamente su mecanismo de accion. Aunado a esto,
siendo estas proteinas chaperonas moleculares, uno de los puntos clave sera el
identificar sus posibles ligandos y/o proteinas blanco. Por lo tanto, las lineas
mutantes, lineas transgénicas sobreexpresantes, los vectores construidos y los
resultados obtenidos en este estudio, proporcionaran informacién relevante y
contribuiran al entendimiento del mecanismo de accion de las proteinas de choque

térmico.
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VI. PERSPECTIVAS

Analizar el fenotipo de las lineas mutantes sencillas (atdj2 y atdj3) y la doble
mutante (atdj2-atdj3-46) bajo diferentes condiciones de estrés (calor y osmotico),

tanto en las etapas de germinacion como en plantulas.

Analizar el fenotipo de la sobreexpresante del gen AtDJ2 en A. thaliana bajo
diferentes condiciones de estrés (salino, calor, osmotico) tanto en las etapas de

germinacion como en plantulas.

Obtener e identificar posibles proteinas blanco de la proteina AtDJ2 de A. thaliana

utilizando el sistema de dos hibridos de la tecnologia “split-ubiquitin”.

Clonar las dos versiones de los transcritos (AtJD3.1 y AtDJ3.2) del gen AtDj3, para
sobreexpresarlos en la mutante sencilla atdj3 de A. thaliana para analizar su
fenotipo bajo diferentes condiciones de estrés (salino, calor, osmético) tanto en las

etapas de germinacion como en plantulas.
Analizar la sobreexpresante del gen OpsHSP18 de nopal en A. thaliana bajo

diferentes condiciones de estrés (calor y osmotico), tanto en las etapas de

germinacién como en plantulas.
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VIl. ANEXO

Medios de cultivos

Los medios utilizados en este estudio, se prepararon con agua destilada, y se

esterilizaron por autoclave.

Medio de cultivo Luria Bertani (LB; Un litro):
1) Liquido
e 10 g de pectona
e 5 g de extracto de levadura
e 10 g de NaCl ajustar a pH de 7.5 con NaOH

Medio de cultivo Luria Bertani (LB; Un litro):
2) Solido
e 10 g de pectona
e 5 g de extracto de levadura
e 10 g de NaCl ajustar a pH de 7.5 con NaOH

e 10 g de agar microbiologico

Medio de Cultivo Murashige y Skoog (MS)

1) Por cada litro:
e 433grdeMS
e 30 gr de sacarosa
e 14 grde agar
2) MS al 50% para poner a germinar semillas por litro
e 2.165grde MS
e 15 gr de sacarosa

e 14 grde agar
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En algunos casos fue necesario agregarles antibioticos, los cuales son:

e Espectinomicina 50 pg/mL
e Kanamicina 50 pg/mL

e Ampicilina 50 pg/mL

e Rifampicina 50 pg/mL

e Higromicina 50 pg/mL

Los medios utilizados en los experimentos bajo condiciones de estrés abidtico se
prepararon de la siguiente manera: los gramos de NaCl o manitol se pesaron
dependiendo de la concentracion utilizada en este estudio fueron 75, 100, 125,
150 mM, y 150, 200 250 mM, respectivamente, antes de esterilizar por autoclave

se agrego junto con los ingredientes para el medio MS.

Soluciones

Solucién Birnboim | (Minipreps) (100 ml):
e 50 mM glucosa (0.99 gr)
e 25 mM Tris-HCI pH 8 (2 ml de un Stock 2 M)
e 10 mM EDTA pH 8 (2 ml de un Stock 0.5 M)

e Aforar con agua a un volumen final de 100 ml

Solucién Birnboim Il (Minipreps) (10 ml):
e 0.2 Nde NaOH (1 ml de un Stock 2 N)
e 1% de SDS (0.5 ml de un Stock 20 %)

e Aforar con agua a un volumen final de 10 ml

Solucion Birnboim Il (Minipreps) (100 ml):
e Acetato de potasio (60 ml de un Stock 5 M)
e 11.5mlde Acido Acético Glacial
e 10 mM EDTA pH 8 (2 ml de un Stock 0.5 M)

e Aforar con agua a un volumen final de 100 ml
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CTAB para la extraccion de DNA gendmico:

e 2% (W/V) de CTAB

e 1.4 Mde NaCl

e 100 mM de Tris HCI con un pH de 8.0
e 20 mM de EDTA

Esterilizo por autoclave y se cubre con aluminio para protegerlo de la luz.

Solucion para la transformacion de Arabidopsis thaliana (100 mL):

e 0.22 g de Murashige y Skoog (MS)
e 5 gde sacarosa pura al 5%
e 50 pl de Silwet L-77

Resuspender la pastilla de células de Agrobacterium tumefaciens

Geles de agarosa

Gel de Agarosa 1.2 % 6 0.8 % para DNA (electroforesis; 100 ml):
e 1.2 6 0.8 gr de agarosa respectivamente.
e 100 mlde TAE 1X
e Después de disolver en el microondas se agrega 40 pl de Bromuro de
Etidio

Geles de Agarosa para RNA (electroforesis; 37.5 ml):
e 0.65gr de agarosa
e 37.5mlde agua DPC,

8.5 ml de formaldehido

5 ml de MOPS 10X

78



Proceso de las muestras de RNA (8.5 pl):
e 2 uldeRNA,
e 6 ul de buffer de carga

Incuba en bafio maria durante 5 minutos a 65°C,
e 0.5 de bromuro de etidio

Reposo a 4°C durante 2 minutos
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