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RESUMEN

Caracterizacion funcional y estructural del dominio N-terminal del factor de
transcripcion SUB1A-1 de arroz (Oryza sativa) expresado en Arabidopsis thaliana.

Actualmente, la humanidad enfrenta un nuevo paradigma compuesto por el aumento en la
poblacién, la demanda de alimentos que se genera y el incremento en eventos climatologicos
productos del calentamiento global. Por ello, resulta de vital importancia generar tecnologias que
permitan obtener cultivos resistentes a dichos eventos con la menor pérdida posible de rendimien-
tos y caracteristicas nutritivas y sensoriales.

En el campo de la biotecnologia vegetal se han identificado a los ERFs del locus SUBMER-
GENCE1 como los elementos genéticos responsables de la capacidad de sobrevivir a la inunda-
cién en los cultivares tolerantes de arroz. Sin embargo, esta capacidad de responder al estrés por
inundacién, es una capacidad endémica propia de sélo algunas variedades de este cereal.

Los primeros intentos de generacién de plantas mediante la transformacion con el ERF SUB1A-
1 no lograron generar plantas con mayor tolerancia a la inundacién, pero si permitieron trasladar
algunas otras funciones correspondientes a este factor de transcripcion como retenciéon de car-
bohidratos, atraso en la floracion y menor elongacién celular.

La hipotesis de este trabajo es que SUB1A posee un mecanismo de regulacién que depende
de la proteccién 0 exposicion de su dominio N-terminal, por lo que al estar comprometido por
la adicion de elementos,como al marcador inmunolégico FLAG, producird fenotipos de diferente
intensidad de resistencia a la inundacion.

Para demostrar lo anterior, en este trabajo se analizaron plantas transformadas de Arabidop-
sis thaliana con combinaciones de 2 promotores (uno inducible y otro constitutivo) con el gen
SUB1A-1y su homdlogo de menor intensidad SUB1C-1y la presencia de un marcador FLAG pro-
tegiendo o exponiendo al dominio N-terminal. Adicionalmente, se realiz6 un proceso secuencial
de modelado computacional para obtener un modelo tridimensional teérico de la proteina SUB1A.

De este modo, se concluyd que la intensidad de la resistencia a la inundacion y el fenotipo ob-
servado en las plantas modificadas esta directamente relacionado con el orden de los elementos
utilizados en el cassette de expresion. Con el modelo tedrico en tres dimensiones de SUB1A se
analizaron los dominios presentes en este factor de transcripcion y permite proponer un mecanis-

mo de modulacidon estereoespacial que involucra al domino N-terminal de la proteina SUB1A.



1. INTRODUCCION

1.1. La inundacién

La inundacion vegetal se presenta cuando el agua asociada a fendmenos meteoroldgicos
cubre totalmente al organismo vegetal (Tamang y Fukao, 2015). Cuando la acumulaciéon de agua
no excede el nivel de la parte aérea, es decir, no cubre totalmente al organismo, recibe el nombre
de anegamiento (Shiono y Yamada, 2014). Tanto la inundacion como el anegamiento generan
estrés en el organismo vegetal.

Después de la sequia, la inundacién es el segundo estrés abidtico mas perjudicial para los
cultivos y organismos vegetales. El valor de las pérdidas causadas por esta condicién resulta
complicado de calcular, sin embargo, en los Estados Unidos se estima que un promedio de 3
mil millones de dolares por afio se pagaron por las empresas aseguradoras a los agricultores
en el periodo 2011-2014 (Bailey-Serres y cols., 2012b). En Asia, las pérdidas econdmicas se
estiman en cerca de 1,500 millones de dolares (Xu y cols., 2006). En México, las principales
areas afectadas corresponden a zonas costeras con actividad agricola (Manson y cols., 2009), en
las que se calculd en 2014 una pérdida promedio del 35% de la produccion anual (Pefia-Castro,
2014). Se estima que en los proximos afios se incrementard el riesgo de eventos meteoroldgicos
como huracanes y tormentas en todo el planeta como consecuencia del cambio climético, lo que
incrementara el riesgo de inundaciones (Hirabayashi y cols., 2013).

Durante la inundacion, el agua disminuye la difusion de gases, tanto de la planta al aire (€j.
etileno) como a la inversa (CO2y 02), y también reduce la captacion de luz y la capacidad foto-
sintética de las plantas (Voesenek y Sasidharan, 2013).

El conjunto de estos fendmenos colocan al organismo vegetal en una situacion de crisis ener-
gética. Al disminuir el oxigeno, se crean condiciones de hipoxia, que se define como la disponi-
bilidad de oxigeno por debajo de la concentracién normal o norméxica de 21 % p/p (Voesenek
y Bailey-Serres, 2015). La reduccién en la asimilacién de luz y la hipoxia, provocan el cese de
produccién de ATP por medio de la ruta aerobia glucdlisis - ciclo de los &cidos tricarboxilicos -

cadena de transporte de electrones (Branco-Price y cols., 2008).



1. Introduccién

Adicionalmente, la acumulacion de agua provoca la proliferacion de microorganismos y au-
menta la probabilidad de que estos entren en contacto con el tejido vegetal (Hsu y cols., 2013;
Voesenek y Bailey-Serres, 2015). La inundacién también modifica las capacidades electroquimi-
cas del suelo, provocando con ello que las concentraciones de iones y metales como el magnesio
(Mg@), hierro (Fe), boro (B), sodio (Na) y aluminio (Al) aumente considerablemente hasta volverse
téxicos para las plantas (Bailey-Serres y Voesenek, 2008; Setter y cols., 2009).

La crisis energética del organismo se enfrenta por medio del uso del metabolismo fermentati-
vo. El proceso de cambio de metabolismo inicia con la desviacidn del flujo de electrones hacia el
lactato como producto final y cuya acumulacion reduce el pH citoplasmatico. Lo anterior tiene co-
mo consecuencia que se active a la enzima piruvato descarboxilasa (PDC) (Mithran y cols., 2014)
y al mismo tiempo se inhiba la lactato deshidrogenasa (LDH) para que ahora el nuevo aceptor de
electrones sea el etanol, una molécula menos téxica a través de la enzima alcohol deshidrogena-
sa (ADH). Las enzimas LDH, ADH y PDC son suficientes energéticamente para convertirse en el
principal mecanismo de recirculacion de NAD+y mantener a la glucélisis como principal ruta de
obtenciéon de ATP (Figura 1.1).

Sin embargo, como consecuencia del tiempo de adaptacién a esta via metabdlica y a las
oscilaciones diurnas, los tejidos vegetales se ven méas propensos al dafio oxidativo provocado
por las especies reactivas de oxigeno (ROS; Reactive Oxygen Species) y nitrogeno (RNS; Reactive
Nitrogen Species) que se forman, debido principalmente al funcionamiento erratico de la cadena
mitocondrial de transporte de electrones que no cuenta con oxigeno, su receptor final de elec-
trones (Gupta y cols., 2009; Blokhina y cols., 2003). Todo lo anterior tiene como consecuencia,
qgue los tejidos sufran necrosis, clorosis, retraso en el crecimiento, y en casos severos, la muerte

completa del organismo vegetal (Pefia-Castro, 2014).

1.1.1. Escape y Quiescencia

La busqueda de mecanismos naturales de respuesta y tolerancia a la inundacién condujo a la
investigaciéon, en primer instancia, de las plantas acuéticas. Se encontré que estas implementan
como mecanismo de adaptacidén evolutiva el desarrollo de aerénquimas (estructuras especializa-
das tubulares huecas rellenas de aire) y raices adventicias (Voesenek y cols., 2006). Desde el
punto de vista de la importancia agroindustrial, estos mecanismos son deficientes o inexistentes
en los cultivares modernos de arroz (Oryza sativa), maiz (Zea mays), cafia de azucar (Saccharum
sp.) y trigo (Tricum sp.). Aunado a la distancia genética existente entre estas plantas, es muy dificil

el traslado interespecie de estos mecanismos de tolerancia.

1.1. La inundacion 3



1. Introduccién

En plantas superiores se han caracterizado dos mecanismos de respuesta a la inundacion
(Bailey-Serres y Voesenek, 2008; Banti y cols., 2013). El primero de estos mecanismos es cono-
cido como escape (LOES; Low-Oxygen Escape Syndrome) y se caracteriza por la translocaciéon de
los carbohidratos disponibles en los tejidos de reserva para favorecer la elongacion de la parte
aérea y con ello, sobrepasar el nivel de la inundacion para alcanzar la atmésfera y retomar el

metabolismo aerobio y la fotosintesis (Hattori y cols., 2009).

Glucosa

Energia
+

Figura 1.1: Metabolismo de carbohidratos en condiciones normales y de hipoxia (caja punteada). TCA,
ciclo de los &cidos tricarboxilicos

El escape es mediado por los genes SNORKEL-1 y 2: (SK1, SK2) que son responsables

de fomentar la hiponastia, favorecer la formacion de raices adventicias y la modificacién de los
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poros. Sin embargo, esta estrategia de supervivencia resulta ineficiente cuando el nivel de la
inundacion (fendbmeno que para la planta es imposible de determinar) es muy elevado, ya que
los carbohidratos disponibles, pocas veces son suficientes para estimular niveles de elongacion
gue permitan superar altos niveles de agua. De tal manera, su importancia como mecanismo de
tolerancia esta restringido a ciertos nichos ecolégicos (Pucciariello y Perata, 2013).

El segundo mecanismo se conoce como quiescencia (LOQS; Low-Oxygen Quiescence Syndro-
me, del latin quiescere; estar quieto) y utiliza, a diferencia del escape, una estrategia intensiva de
conservacion de energia (Bailey-Serres y Voesenek,2008; Pucciariello y Perata, 2013). Para ello,
se reprime la actividad metabdlica para consumir una cantidad discreta de energia y conservar las
funciones celulares esenciales. Asi, de manera simultdnea se detiene el crecimiento y la floracion,
y se induce el uso del metabolismo fermentativo para poder sobrevivir por periodos relativamen-
te prolongados de tiempo bajo el agua. Este mecanismo se descubri6 en plantas de arroz, en
las que se observd que la quiescencia tiene las ventajas de permitir que el metabolismo vegetal
se restablezca una vez que el estrés ha terminado con menos efectos negativos resultantes (Xu
y cols., 2006). El principal gen responsable de esta respuesta es SUB1A-1 y se detallara en la
Seccién 1.3.

A pesar de que sus efectos parecen totalmente contrarios ambos mecanismos tienen en co-
mun que no involucran el uso de estructuras biolégicas especializadas, sino que promueven la
reduccion o aumento del metabolismo vegetal mediante ajustes moleculares (Bailey-Serres y

Voesenek, 2008).

1.2. Los genes SUBI

Se han encontrado variedades de plantas que exhiben diferentes niveles de resistencia al
estrés por inundacién, de entre todas ellas, el arroz (Oryza sativa) es probablemente la mas
estudiada dado que generalmente su modo de produccion y su ecosistema natural incorporan
constantemente niveles variables de agua (Bailey-Serres y cols., 2010). Un cultivar en especifi-
co de la variedad indica, FR13A (IR40931-26) resulta altamente tolerante por el mecanismo de
quiescencia y puede sobrevivir hasta 1 semana mas (14 dias en total) que otras variedades ba-
jo inundacidon completa y renovar su crecimiento una vez que el estrés desaparece (Vergara y
Mazaredo, 1975;Xu y Mackill, 1996).

En FR13A se encontré por andlisis cuantitativo de locus (QTL; Quantitative Trait Locus) y
clonaciones secuenciales, que la resistencia reside en los genes del locus denominado SUB-

MERGENCE 1 (SUB1) que tiene una longitud de 182 kb y se encuentra ubicado cerca del cen-
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trémero del cromosoma 9. En el locus SUB1 estan presentes 3 genes: SUB1A, SUB1By SUBI1C
(Figura 1.2). Los tres genes SUBL1 codifican para factores de transcripcion de respuesta al etileno
(ERFs; Ethylene Response Factors). Adicionalmente, en el locus SUB1 se han encontrado otros
10 genes por analisis de secuencia, de 4 de ellos se han reportado transcritos, mientras que
los 6 restantes se encuentran actualmente catalogados como proteinas hipotéticas (Xu y cols.,
2006). No obstante, los estudios realizados por (Fukao y cols., 2009) revelan que, con base en
la variabilidad genética, SUB1C es el gen ancestral del locus SUB1 a partir del cual, se derivaron
evolutivamente los genes SUB1A, SUB1B y SUB1C (Fukao y cols., 2009; Pucciariello y Perata,
2013).

Por su similitud de secuencia, sobretodo en su segmento de unién al DNA, los genes del locus
SUB1, se han clasificado como parte de la familia VII de los ERFs (Nakano y cols., 2006), una
familia multigénica de proteinas vegetales que se han asociado con respuestas reguladoras de
multiples estreses como los generados por insectos, sequia, frio y enfermedades en multiples

sistemas vegetales (Gutterson y Reuber, 2004; McGrath y cols., 2005; Nakano y cols., 2006).

SUB1A-1 SUB1B-1 SUB1C-1

817 pb 45 kb 451 pb 15 kb

Figura 1.2: Composicion de la regién en el locus SUB1 del cultivar FR13A de arroz tolerante que contiene
a los ERFs. Las cajas blancas representan las regiones codificantes, en verde se muestran las regiones
promotoras, las flechas indican el sentido de la transcripcién. Adaptado de Xu y cols. (2006)

1.3. EI factor de transcripcion SUBIA-1

SUB1B y SUBIC, estan presentes en la regién SUB1 de todas las variedades de arroz ana-
lizadas hasta la fecha, sin embargo, la presencia del gen SUB1A es variable y se ha asociado a
las variedades tolerantes (Xu y cols., 2006). Existen 2 alelos para este gen (Li y cols., 2011), el
primero de ellos, SUB1A-1 es reconocido como un alelo especifico de tolerancia (Fukao y cols.,
2006), mientras que el segundo alelo, SUB1A-2, no se asocia aun a la tolerancia (Pucciariello y
Perata, 2013). La principal diferencia entre estos dos alelos es un polimorfismo de nucleétido sim-

ple (SNP; Single Nucleotide Polymorphism) en la posicién 556 que codifica a una prolina en vez de
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una serina en la posicién 186 de la proteina (Parnell y cols., 2005). Hipotéticamente, esto impide
el reconocimiento de quinasas activadas por mitégeno (Mitogen-Activated Protein Kinase; MAPK),
lo que podria hacer que exista diferencia en la tolerancia a la inundaciéon. Por otra parte, se han
encontrado nueve alelos para SUB1B y siete para SUBLC, sin embargo, con excepcién de la re-
gulacion negativa del alelo SUB1C-1, a la fecha ninguno de estos se ha asociado positivamente a

la resistencia a la inundacion.

SUBI1A esté constituido por 1312 nucle6tidos (Apéndice A.1.1), de los cuales 149 correspon-
den a la region 5'-UTR, 846 al marco abierto de lectura (Open Reading Frame; ORF) que codifica
para una proteina de 281 aminoéacidos (aproximadamente 30 kDa, Apéndice A.1.2) y finalmente

una region 3'-UTR de 317 nucleodtidos .

La sobreexpresion de SUB1A-1 en variedades intolerantes de arroz confiere un aumento en
la tolerancia a la inundacion, la disminucién de la transcripcion de SUB1Cy un aumento en la
expresion de los mensajeros que codifican para la alcohol deshidrogenasa 1 (ADH1), una enzi-
ma caracteristica del metabolismo fermentativo (Agarwal y cols., 2007). Lo anterior sugiere que
SUB1A-1 es un elemento relevante en la resistencia a la inundacidon, se ha determinado que
SUB1A-1 es responsable del 70% de la variabilidad en respuesta a la inundacién (Niroula y cols.,
2012).

La participacion del resto del locus SUBL1 parece significativa también, estudios hechos por Xu
y cols. (2006) revelan que durante la inundacién, en la variedad tolerante aumentan los niveles
de concentracion de los mARN de SUBI1A y SUBIC, los cuales disminuyen cuando el estrés
desaparece. Sin embargo, en variedades intolerantes, la induccién de SUB1Ces mas elevada que
en la variedad tolerante. Por otro lado, los transcritos de SUB1B aumentan débilmente durante la
inundacién. En escrutinios de un nimero elevado de variedades de arroz se logr6 asociar, gracias
a los cultivares carentes de SUB1A, que SUBI1C es responsable de una respuesta primitiva de
quiescencia (Niroula y cols., 2012). La sobreexpresiéon de SUB1C en Arabidopsis también apoya

la anterior hipdtesis (Pefia-Castro y cols.,2011).

Ademas del arroz, se han buscado elementos responsables de la respuesta al estrés por
inundacion en otros organismos, como maiz (Campbell y cols., 2015), Brachypodium distachyon
(Rivera-Contreras y cols., 2016a) y Arabidopsis. En este Gltimo, se encontré un total de 5 genes
ERFs inducibles por hipoxia que pertenecen a la misma clasificacion que SUB1A-1, 3 de ellos,
At1g53910, At3g14230y At3gl6770, tienen alta homologia (al igual que SUB1A) con una proteina
nativa de Arabidopsis, APETALA2, por lo que se denominaron RAP (RELATIVE TO APETALA)
y se identifican generalmente como RAP2.12, RAP2.2 y RAP2.3 respectivamente. Licausi y cols.

(2010), demostraron que ademas de los RAPs existen otros factores de respuesta a hipoxia tipo
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ERF llamados HYPOXIA RESPONSIVE ELEMENTS (HRE) en Arabidopsis que cuando se inte-
rrumpen por T-ADN (Knock out) en el genoma de Arabidopsis, la sensibilidad a la hipoxia es mayor
gue en plantas silvestres.

Recientemente, se ha encontrado que el estrés por hipoxia desencadena la sintesis de miR-
NAs (porciones de ARN de entre 13 y 21 pb cuya funcidon es generalmente la de silenciamiento
especifico) pero se cree que estos juegan un papel menor en la respuesta al estrés por hipoxia
(Licausi y cols., 2011b).

1.4. Mecanismo molecular de accién de los ERFs

La investigacion de los mecanismos de accién en el estrés por inundacién se ha centrado
en los RAPs de la planta modelo Arabidopsis. Es en este contexto que se sabe que la sintesis
de estos ERFs y sus ortologos se controla directamente por la concentracion de etileno y de
oxigeno presentes en el entorno celular. En condiciones normoxicas, los gases son capaces de
difundirse libremente en la atmdsfera, por lo que el etileno se encuentra en bajas concentraciones
en la periferia celular lo que resulta en una baja transcripciéon de estos ERFs. Al haber oxigeno
presente en el citoplasma vegetal, las pocas proteinas que se sintetizan se oxidan en la cisteina-2
del motivo N-terminal MCGGIL que marca a la proteina para su futura degradacion proteosomal
por medio del complejo enzimatico N-terminal (Licausi y cols., 2011a; Gibbs y cols., 2011; Weits
y cols., 2014, Seccién 1.5.1). Aquellas copias de la proteina que no se oxidan, por lo general,
se secuestran por una proteina de membrana del tipo unién a acetil coenzima A (ACBP; ACYL-
COA-BINDING PROTEIN), lo que mantiene una transcripcion minima de los genes centrales de
hipoxia (GCH) por parte de los ERFs Figura 1.3.

Ante un evento como la inundacion, el etileno es incapaz de difundirse a la atmosfera debido
a la ausencia al agua acumulada alrededor del organismo y al encontrarse en altas concentracio-
nes, promueve fuertemente la transcripcién de los ERFs. Las proteinas sintetizadas no se oxida
en la cisteina del dominio MCGG debido a la ausencia de oxigeno y por lo tanto no se degradan
en el proteosoma. Cuando la concentracion de las proteinas ERFs alcanza niveles adecuados,
se introducen al nucleo celular gracias a la presencia en de una secuencia de localizacidon nuclear
([E/A]****[R/K]**[K/S]; Seccion 1.5.2) e inicia fuertemente la transcripcién de los GCH (revisado
en Pefia-Castro, 2014).

Sin embargo, y a pesar de ser altamente homdlogo a los RAPs y pertenecer a la misma fami-
lia de ERFs, SUBI1A parece tener un mecanismo diferente. Gibbs y cols. (2011) demostraron, por

medio de la manipulacién de elementos de la ruta N-terminal, que a pesar de poseer el dominio de
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Normoxia Hipoxia
Atmésfera
Fuerte
> Normal
> Débil

Figura 1.3: Mecanismos de accion de las proteinas ERF de Arabidopsis en condiciones normales y de
hipoxia. Figura generada con base en Bailey-Serres y Voesenek (2008); Bailey-Serres y Colmer (2014)

reconocimiento N-terminal, SUBIA no se degrada por esta ruta, sin embargo Pefia-Castro y cols.
(2011) demostraron que SUB1A-1 es susceptible de degradacion proteosomal, al probar, me-
diante inmunoprecipitacion de extractos de plantulas, que la concentracién detectable de SUBIA
aumenta cuando se trata a las plantas con el inhibidor MG132 del proteosoma y que se reduce en
ausencia de dicho inhibidor. Lo anterior sugiere que SUBIA se degrada por el proteosoma sin ser
procesado por la ruta N-terminal por medio de un mecanismo aun no determinado (Gibbs y cols.,

2011).

Jung y cols. (2010) demostraron que en el transcriptoma movilizado por SUBIA, se encuentran
multiples elementos que afectan el metabolismo en general, incluidos otros factores de transcrip-
cion, que incluyen a otros ERFs que serian responsables de la modulacién del aumento en la
sensibilidad al acido abscisico (ABA; absicic acid) y represion del acido giberélico (GA; gibberellic
acid).

SUB1A-1 actua directamente sobre la homeostasis energética del organismo aumentando la
sensibilidad al ABA, una hormona que se ha asociado a la respuesta al estrés por sequia (Fukao
y cols.,2011), por medio de 2 proteinas conocidas como SLENDER RICE 1 (SLR1) y SLENDER
RICE 1-LIKE 1 (SLRL1), que reprimen la produccién del GA, el principal antagonista del ABA

(Fukao y Bailey-Serres, 2008; Fukao y cols.,, 2011). El GA también es responsable, entre otras
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cosas, de la movilizacion de carbohidratos y de la estimulacion de la elongacién. De tal forma,
SUBIA mantiene la regulacién hormonal del mecanismo quiescente. En presencia de SUBIA, el
uso de las reservas de carbohidratos se restringen y se utilizan por vias anaerobias de produccion

de ATP (Figura 1.4).

Figura 1.4: Mecanismo de accién molecular de SUBIA durante el estrés por inundacion en arroz. Figura
generada a partir de Bailey-Serres y Voesenek (2008); Fukao y Bailey-Serres (2008); Jung y cols. (2010);
Bailey-Serres y Voesenek (2010); Bailey-Serres y Colmer (2014)

Avances recientes en el entendimiento de los fendmenos que ocurren durante y después de la
inundacion revelan que cuando la inundacién cede, el organismo vegetal sufre estrés oxidativo al
tener que readaptarse al entorno aerobio (Tamang y Fukao, 2015) y también de estrés energético-
luminoso cuando el fotosistema recibe luz abruptamente. Se ha demostrado que las plantas son
maé&s propensas a sufrir desecacién de hojas en las primeras horas de haber terminado el evento
de inundacion, y que generalmente, enfrentan una falta de nutrientes por el efecto del agua sobre

la dindmica de iones en el suelo (Setter y cols., 2010).
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1.5. Los dominios conservados en los ERFs

Las proteinas ERFs pertenecen a una megafamilia de proteinas denominada AP2/ERF, que
esta formada por cuatro subfamilias; AP2, RAV, ERF y DREB. Cada subfamilia se ha asociado
a diversos mecanismos de sobrevivencia en las plantas y les da la versatilidad necesaria al ser
organismos sésiles que han evolucionado para controlar redes metabdlicas de adaptaciéon y poder
enfrentar los cambios de su entorno y sobrevivir (Mizoi y cols., 2012).

Las proteinas ERFs se identifican por poseer en su secuencia al menos un dominio APETA-
LA. Ademés poseen una cantidad variable de dominios altamente conservados evolutivamente
gue se han determinado por analisis bioinformético de secuencia (Nakano y cols.,2006; Zamora-
Hernandez, 2016). Recientemente se demostré que tales dominios responden a una amplio con-
junto de funciones, desde sensores de oxigeno hasta activador o desactivador transcripcional en
respuesta a multiples estimulos (Figura 1.5). En el caso del grupo VIl de los ERFs, se han obte-
nido estas secuencias gracias al analisis de la planta modelo Arabidopsis. Nakano y cols. (2006)
encontraron que pueden contener hasta 10 dominios, siendo los mas estudiados el N-terminal

(Seccion 1.5.1) y el de unidn a ADN (Seccion 1.5.2).

Sensor de Activacion
Oxigeno Transcripcional

YHGIRQRPWG RWSSEIRDPVKGVRLWLGTFDTAVEAALAYDAEARRIHGWKARTN

Figura 1.5: Dominios conservados en la familia de los ERFs, Adaptado de Zamora-Hernandez (2016)

1.5.1. El dominio N-terminal

Por su importancia en el mecanismo de accion de los ERFs, uno de los dominios mas estudia-

dos es el dominio N-terminal, el cual consiste en los residuos conservados MCGG(A/I)L, y que se
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ha asociado a la sefializacién para la degradacion proteosomal a través del mecanismo conocido
como la ruta N-terminal (Bachmair y cols., 1986; Graciet y cols., 2010; Weits y cols., 2014). En
condiciones normales, esta ruta controla un amplio conjunto de funciones asociadas al desarro-
llo de brotes y hojas (Graciet y cols., 2009). Sin embargo, en condiciones hipdxicas, la cisteina
ubicada en la posicion 2 del dominio N-terminal es oxidada por enzimas de la familia cisteina oxi-
dasas (PCO; PLANT CYSTEINE OXIDASES) para formar acido cistein-sulfonico (CSA; cystein
sulphonic acid). Durante este paso, la proteina madura pierde la metionina N-terminal por efecto
de proteinas de la familia metionil-aminopeptidasas (Bradshaw y cols., 1998). Lo anterior coloca a
la cisteina como el residuo N-terminal, lo que la hace reconocible por las proteinas PCO. EI CSA
actlla como como un sitio de reconocimiento para la maquinaria de degradacién proteosomal. Se
sabe que la sintesis de enzimas de la familia PCO es regulada por los propios genes ERFs, por lo
que cuando los ERFs se sintetizan en altas cantidades se reprime la sintesis de PCOs y se crea

un bucle de autorregulacion (Weits y cols., 2014).

1.5.2. El dominio AP?2

Los ERFs poseen en comun una copia de la region conservada APETALA2 (AP2) (Xu y cols.,
2006), llamada asi por la proteina del mismo nombre encontrada en Arabidopsis y que se asocié
a la floracion (Jofuku y cols., 1994) y que es un dominio de 56 residuos de aminoéacidos (Weigel,
1995). Su longitud es variable segun la proteina y el organismo en el que se encuentre (Shigyo
y cols., 2006). A pesar de ser un grupo altamente conservado a lo largo de las proteinas ERFs,
existen diferencias discretas en el dominio AP2 de cada ERF. En el locus SUB1, el dominio AP2
de SUB1B y SUBI1C tiene los 2 aminoéacidos caracteristicos del subgrupo B2 de la familia de los
ERFs (distintivos del grupo VII); alanina y acido aspértico ubicados en las posiciones 14 y 19
respectivamente (asteriscos en la Figura 1.6), mientras que en SUBI1A dicho dominio incorpora

una serina en la posicién 15.

1 11 21 31 41 51
#HHEHHIFHHETHT ## # #
SUB1A-1 YEYHGIRQRP WGRWSSEIRD PVKGVRLWLG TFDTAVEAAL AYDAEARRIH GWKARTNF
SUB1B-1 YPYRGVRQRP WGRWASEIRD PVKGARVWLG TFDTAVEAAR AYDAEARRIH GHKARTNF
SUB1C-1 YPYRGIRQRP WGRWASEIRD PVKGIRVWLG TFDTAEGAAR AYDDEVRRIY GGNAKTNF

Figura 1.6: Comparativo de las secuencias de los ERFs del locus SUB1 en la regién AP2. Figura generada
a partir de Xu vy cols. (2006)

Dada la alta homologia entre los dominios AP2 de los ERFs, se puede asumir que en todos
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ellos la estructura tridimensional es semejante a la region original de la proteina APETALA 2. Allen
y cols. (1998) analizaron por resonancia magnética nuclear (RMN) la estructura de dicha region
y reportaron sus coordenadas atémicas (PDB ID: 2GCC). Se pudo identificar que el dominio
AP2 posee caracteristicamente 3 hojas p antiparalelas (rojo en la Figura 1.7a) conformadas por
los segmentos Vall49-Argl1l52, Lys156-Aspl163 y Alal69-Phel76 respectivamente y una a-hélice
(azul en la Figura 1.7a) de 16 residuos (Thrl78-Argl94).

El analisis muestra que la estructura de AP2 se estabiliza por contactos hidrofébicos en
las cadenas laterales que se forman por los pares de residuos Tyrl46-Vall49, Phel57-Alal59,
llel61-Vall71, Leul73-Phel76, Alal79-Alal82, Alal83-Alal85, Tyrl86-Alal89, Alal190-Alal98 y
Leu200-Phe202 (lineas azules en la Figura 1.7c).

La posicién de la a-hélice, casi paralela a la segunda hoja p en direccién N-terminal a C-
terminal, parece estar determinada por la interaccion de los multiples residuos de alanina presen-
tes con los residuos hidrofobicos de las hojas p; Phel57, llel6l, Vall7l y Phel76 (lineas rojas
en la Figura 1.7c), lo cual provee a la estructura de estabilidad por rigidez. El bucle N-terminal
His145-Gly148 parece tener mayor estabilidad que el C-terminal Gly195-Pro203 (Allen y cols.,
1998).

Allen y cols. (1998) determinaron que las 3 hojas p son las responsables directas de la inter-
accion con un segmento especifico de ADN mediante unién no covalente tipo B-DNA. El analisis
sugiere que los residuos de AP2 responsables de dicha union de caracter no covalente hidrof6-
bico son Argl47, Gly 148, Argl50, Argl52, Trpl54, Lys156, Argl62, Argl70, Trpl72, Thrl75 y
Tyrl86 (asteriscos en la Figura 1.7c). Con esta informacién se generd el modelo de unién que
se muestra en la Figura 1.7b (PDB ID: 1GCC). Se determin6 en general el dominio AP2, y sus

homoélogos reconocen las secuencias de ADN semejantes a la secuencia base AGCCGCC.

A pesar de la importancia bioldgica de SUBIA, es remarcable la ausencia de estudios es-
tructurales de esta proteina y los mecanismos de accién de sus dominios. La mayoria de las
investigaciones realizadas a la fecha en ERFs utilizan como modelo de estudio a las proteinas
RAPs, especialmente a RAP2.12 pues es el principal elemento de respuesta de Arabidopsis a la
inundacion (Papdi y cols., 2015; Kosmacz y cols., 2015). Entre estos estudios se encuentran los
ensayos de transactivacion con los que Bui y cols. (2015) determinaron que la capacidad de acti-
vacion de la transcripcién de RAP2.12 reside en un dominio conservado en el extremo C-terminal
(LWS9), e identificaron que la funcion del motivo interno CMVII-4 (NSFGCSFSQ**TP) definido

por Nakano y cols. (2006), es inhibir la transcripcién.

1.5. Los dominios conservados en los ERFs 13



1. Introduccién
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KHYRGVRQRPWGKFAAEIRDPAKNGARVWLGTFE

TAEDAALAYDRAAFRMRGSRALLNFPLRV
180 190 200

c) 3

Figura 1.7: El dominio de unién AP2 y su modelo de interaccién con DNA. a) Seccién AP2
obtenida por RMN (PDB ID: 2GCC), en rojo se muestran las hojas 3, en azul, la a-hélice. b) Modelo de
interaccion de AP2 con ADN (PDB ID: 1GCC), en verde el dominio AP2, en naranja, una porcién de ADN
de secuencia afin. ¢) Fuerzas no covalentes (polares) que mantienen la estructura, las flechas negras
representan a las hojas 3, el cilindro azul representa la a-hélice, las flechas azules sefialan a los pares
hidrofobicos, las flechas rojas a los residuos estabilizadores del a-hélice, los residuos responsables de la
unién a ADN se sefialan con un asterisco. Figura generada a partir de Allen y cols. (1998)

El conocimiento actual de la funcion de tales dominios se logr6 sin el uso de un archivo de

coordenadas atomicas. Se desconocen las razones por las que no existe tal informacion en las
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bases de datos. Al no existir tal informaciéon, no es posible el analisis tridimensional de la proteina
y sus dominios, lo que permitiria determinar tedricamente las posiciones y mecanismos de los

mismos.

1.6. Modelo computacional

Una alternativa que ofrece una solucién a la falta de un archivo de coordenadas atémicas,
implica el uso de métodos tedricos basados en pardmetros biofisicos. La dinamica molecular (MD;
Molecular Dynamics) se utiliza para obtener una prediccion tedrica-computacional de un sistema
guimico mediante el procesamiento secuencial de algoritmos matematicos como el algoritmo de
Verlet (1967, 1968) y su versién actualizada, Velocity Verlet (Swope y cols., 1982). La MD se
fundamenta en la segunda ley de Newton y produce una estimacion a nivel atdbmico de un sistema
quimico. Gracias a la MD es posible simular una porcidon representativa del sistema problema y
su evolucion a través del tiempo hasta que el sistema adopte su conformacion de menor energia.
Gracias a la MD se han podido determinar las estructuras mas probables de péptidos y proteinas
pequefias a partir de simulaciones de plegado de proteinas (Zhou y cols.,2011;Zhang y Ma, 2010,
2012; Liu y cols., 2014). Sin embargo cuando se aplica Unicamente MD, la capacidad de cémputo
requerida para simular el plegado de las proteinas se incrementa exponencialmente conforme
aumenta la longitud de la cadena, por lo que esta via de solucién puede ser poco practica o
incluso imposible si no se cuenta con la capacidad de cOmputo necesaria.

Para resolver este problema, se han desarrollado estrategias como el recocido simulado (GSA;
Generalized Simulated Annealing) que permite reducir considerablemente el tiempo de computo al
someter a la proteina a un incremento de temperatura seguido de un descenso de la misma para
inducir la adopcion de la estructura de mayor orden y menor energia posible (Agostini y cols.,
2006). Adicionalmente, el incremento de la cantidad de estructuras depositadas en las bases de
datos como el Protein Data Bank permitieron el desarrollo de modelos de prediccién de estructura
secundaria basados en homologia (McDougal y cols., 2014). Generalmente los algoritmos de
estos modelos se alojan en servidores web y suponen que segmentos de secuencias proteicas
iguales poseen una estructura tridimensional semejante (Xia y Wei, 2014). La combinacion de
estos métodos en un proceso completo, podria permitir la obtencién de un modelo de la estructura
de una proteina completa en un periodo de tiempo razonable (Hao y cols., 2015).

Cuando se dispone de las estructuras atdmicas de las particulas que se piensa interactdan,
se pueden tratar computacionalmente con métodos como el acoplamiento molecular (AM), que

utiliza la forma tridimensional de los modelos moleculares para predecir, en base a propiedades
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fisicas de los mismos, si dos o0 mas moléculas tienen la posibilidad de interaccionar entre si para
formar un complejo estable. El AM permite ademas, predecir el mecanismo y la conformacion que
adoptan las moléculas cuando se comienza a formar, o a deformar, un complejo estable. Se ha
demostrado que el AM se puede utilizar para determinar los mecanismos de unién de enzimas
con sus sustratos (Deeb y cols., 2010). Se puede hipotetizar que también se puede emplear este
método para analizar la manera en la que un factor de transcripcion se acopla con su secuencia

nucleotidica blanco (Prajapati y cols., 2013).

1.7. Avances biotecnolégicos con SUBIA

Con técnicas de biotecnologia vegetal convencional (cruzas y retrocruzas) y aprovechando la
heredabilidad mendeliana de caracteres en el arroz, Xu y cols. (2004) lograron la introgresién de la
capacidad de tolerancia a la inundacién desde la variedad tolerante FR13A (indica) a la variedad
sensible de arroz M202 (jap6nica). Mas tarde, Xu y cols. (2006) apoyados en métodos de selec-
cion asistida por marcadores lograron hacer una introgresiéon en la variedad indica Swarna. Las
plantas Swarna-SUB1 mostraron altos niveles de resistencia a la inundaciéon. Actualmente, esta
nueva variedad se cultiva en las Filipinas (Singh y cols., 2013) sin cambios en los rendimientos de
produccién debidos a la seleccion (Swarna: 6.3 = 0.1 t ha, Swarna-SUB1: 6.4 = 0.1 t ha).

Las nuevas lineas demostraron una productividad superior en condiciones de inundacién de
hasta 3.8 toneladas por hectarea contra 1.6 toneladas de las variedades silvestres y sin pérdida
de las caracteristicas sensoriales o de calidad del grano (Septiningsih y cols.,2009; Bailey-Serres
y Voesenek, 2010). Este paso fue una mejora importante debido a que el cultivar FR13A posee
caracteristicas indeseables de sabor (Neeraja y cols., 2007).

Estas investigaciones demostraron que el locus SUB1 es un factor genético de la tolerancia
gue se puede transferir exitosamente entre variedades. Estas nuevas variedades se generaron
sin el uso de técnicas de ADN recombinante, lo cual hizo posible la implementacion inmediata de
estos cultivos en siembra a campo abierto principalmente en zonas de Asia (Septiningsih y cols.,
2009; Dar y cols., 2013; Singh y cols., 2009), regién en la que se encuentran dos terceras partes
de los cultivos mundiales de arroz, que enfrentan constantemente niveles variables de inundacién,
principalmente la India, Tailandia y Bangladesh (Bailey-Serres y cols., 2010).

En un primer intento por trasladar la resistencia a la inundaciéon a plantas diferentes al arroz,
Pefia-Castro y cols. (2011) sobreexpresaron ectdpicamente a SUB1A-1 y SUB1C-1 en plantas de
Arabidopsis variedad Columbia (Col-0) usando el promotor constitutivo del virus del mosaico de la

coliflor CaMV 35S (Cauliflower Mosaic Virus) combinado con marcaciéon inmunoldgica tipo FLAG
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protegiendo el extremo N-terminal. Sin embargo, contrario a lo que se esperaba, los individuos
transformados resultaron altamente sensibles a la inundacién como se muestra en la Figura 1.8.
Por otra parte, este estudio demostrd que la inhibicion de la floracién es parte del mecanismo de
quiescencia y esta regulado por SUB1A-1 y que el gen SUB1C modifica el fenotipo de las plantas

haciendo que sus hojas sean mas pequefias y se enrollen (Figura 1.9).

Inundacion Oscuridad

Dias 0 3 5 7 9 10 7 10
Col-0
OxSUBIA-L5

OxSUB1A-L12

OxSUBIC-L10

OxSUBIC-L6

Figura 1.8: Sobrevivencia de plantas transformadas con SUB1A-1 y SUB1C-1 bloqueados en el extremo
N-terminal con el marcador FLAG por Pefa-Castro y cols. (2011). Se indica sobreexpresion constitutiva
(Ox), la identidad del gen SUBL1 vy la linea probada (L), los nimeros indican progenie a partir de una
misma planta transformada.

Nufiez-Lopez y cols. (2015) observaron la capacidad de retencion de carbohidratos en plantas
de Arabidopsis que sobreexpresaron a SUB1A-1, especialmente almidén, y propusieron utilizar
a SUB1A-1 como una estrategia para mejorar la obtencién de un incremento en la cantidad de
azlUcares fermentables por medio de sacarificaciéon, con el objeto de lograr su posterior aplicacion
en la produccion de bioetanol como alternativa energética. No obstante, este estudi6 demostrd
gue la presencia de SUB1A-1 retrasa el crecimiento, especialmente en etapas posteriores a la

floracion.

A pesar de que se ha logrado dotar a variedades de arroz intolerantes con la capacidad de to-
lerar la inundacién utilizando al gen SUB1A-1 (Xu y cols.,2004,2006; Bailey-Serres y cols., 2010),
la transformacién de una especie diferente supone un importante reto ya que los organismos ve-

getales, aun cuando pertenezcan a las familias cercanas evolutivamente, modulan su crecimiento
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Figura 1.9: Fenotipo de las plantas Col-0 transformadas con SUBIA y SUB1C por Pefia-Castro y cols.
(2011)

y sus respuestas ante estreses de diferentes maneras y utilizan rutas metabdlicas y metabolitos
diferentes (Jackson y Ismail, 2015). Ademés hay otras posibilidades, lo cual complica la inser-
cion de una regiéon codificante en el genoma cuyo producto ademas, puede ser reconocido como
una invasion y ser atacada por la maquinaria de defensa inmunolégica del organismo huésped,
modificada postraduccionalmente y que afecte el nivel de expresion (Butaye y cols., 2005).
Prajapati y cols. (2013) obtuvieron una imagen tridimensional del factor de transcripcion SUB1A-
1 utilizando homologia empirica computacional, sin embargo el resultado fue una estructura poco
resuelta (< 40% del total de la secuencia). Adicionalmente, el modelo final supone un bloqueo
espacial en la region AP2, por lo que se puede predecir que este modelo se puede refinar més

con la adicion de nuevos pasos de analisis que incluyan nuevas herramientas como la MD.

1.8. Arabidopsis thaliana

En el presente trabajo, se utiliz6 a la planta modelo Arabidopsis thalianacomo el modelo de es-
tudio para probar la hipétesis. Lo anterior debido a que se ha utilizado extensamente en estudios
de inundacion y pruebas de concepto de la transferencia de factores génicos de tolerancia (Lee
y cols., 2011; Vashisht y cols., 2011; Pefia-Castro y cols., 2011; Weits y cols., 2014). Adicional-
mente, Arabidopsis thaliana es una planta dicotiledénea del género de la familia Brassicaceae que
carece de importancia agricola pero que se usa ampliamente como organismo modelo debido a

la simplicidad de su genoma (aproximadamente 145 Mpb, 5 cromosomas, totalmente secuencia-
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do), su ciclo de vida corto de 12 semanas, su abundante produccién de semillas y la facilidad de
cultivo (Weigel y Glazebrook, 2002). Un ecotipo en particular de esta planta, Columbia-0 (Col-0)
es ampliamente utilizado en estudios de biologia molecular y sus etapas de crecimiento estan
muy bien caracterizadas (Boyes y cols., 2001, Figura 1.10).

Al ser una planta originaria de las Montafias Harz en Alemania y otras zonas al noreste de
Europa (The Arabidopsis Information Resource, 2016), es sensible a los cambios en la calidad
y duracién de la luz por lo que también se utiliza como modelo de estudio en problemas que
involucran variaciones en el fotoperiodo.

Algunas otras caracteristicas que hacen de Arabidopsis una planta modelo por excelencia son

su alta capacidad productiva, pues una sola planta produce hasta 5000 semillas.

Germinacion
Produccién de hojas

Formacion de roseta

Inflorescencias

Llenado de semillas

Dias

Figura 1.10: Etapas de crecimiento de Col-0 en fotoperiodo largo, Adaptado de Boyes y cols. (2001)
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Por la posicién geogréafica de México, una gran parte de su territorio se encuentra cercano a
regiones costeras entre los océanos Pacifico y Atlantico, por lo que es un pais propenso a sufrir
eventos climéaticos como lluvias y huracanes, que se traducen en elevados riesgos de inunda-
ciones principalmente en estas zonas costeras. Se espera que, como consecuencia del cambio

climético la secuencia de estos eventos aumente (Bailey-Serres y cols., 2012a).

Por estas razones, resulta primordial la implementacién de tecnologias que permitan obtener
cultivos tolerantes a la inundacion, con la menor pérdida de propiedades sensoriales, nutritivas y
de rendimientos productivos, y sin riesgos para el consumidor, garantizando asi la alimentacion

humana.

Desde que los ERFs se identificaron por bioinformética en Arabidopsis y arroz , se determiné
gue su funcion podria ser muy importante para definir la respuesta vegetal al estrés por inunda-
cion y que estaria definida por los multiples dominios que poseen. Recientemente, esto se ha
abordado de forma experimental confirmando que los dominos poseen funciones relevantes para
la percepcion de oxigeno, union a DNA, inhibicion o promocion de la transcripcion (Nakano y cols.,
2006; Bui y cols., 2015; Papdi y cols., 2015). Sin embargo, la mayor parte de este conocimiento
se ha obtenido usando a la planta modelo Arabidopsis y el gen SUB1A-1 de arroz, a pesar de su
importancia biotecnolégica moderna, no ha sido abordado de la misma forma. El analisis de su
secuencia proteica indica que al igual que los deméas ERFs, esta dotado varios de estos dominios

conservados evolutivamente (Jung y cols., 2010).

Por lo tanto, para poderse usar eficientemente como factor genético para transferir caracte-
risticas de importancia biotencnolégica como la tolerancia a la inundaciéon y la conservacion de
almidén, debe pasar por un anédlisis estructural de dominios.

La evidencia experimental al momento usando la transferencia directa de SUB1A, ha logrado
sOlo conocimientos parciales, pero que sugieren que algunos de sus dominios en efecto estan
conservando su funcidn molecular. Con esta informacién, se puede suponer, por ejemplo, que
el cassette de expresion utilizado por Pefia-Castro y cols. (2011) comprometié espacialmente a

alguno de estos dominios, principalmente el dominio N-terminal causando una baja supervivencia
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en inundacién; Nufiez-Lopez y cols. (2015) utilizaron esta caracteristica para lograr la efectiva
retencion de carbohidratos.

Adicionalmente, el analisis de expresion sugiere que el uso de un promotor constitutivo como
el CaMV 35S en el cassette de expresidon podria generar una severa crisis en el organismo vegetal
al promover la quiescencia desde edades tempranas del desarrollo, lo que provoca que cuando
el estrés se presente, las plantas sean incapaces de aumentar su tolerancia a niveles mayores
de estrés y perezcan. El uso de promotores inducibles de activacion conjunta con el estrés, como
los presentes en el metabolismo fermentativo, podria promover el mecanismo LOQS sdélo en las
condiciones necesarias.

No se dispone en la actualidad de un archivo de coordenadas atdémicas de SUB1A-1 o cual-
quiera de sus analogos, con lo que se podria determinar cémo afecta la transformacién antes
mencionada, o cualquier otra, a alguna region en la proteina SUB1A-1 madura. Este proble-
ma puede solucionarse por medio de simulacion por MD, que ha demostrado ser efectiva como
via para la obtencion de una imagen de un estado fisicoquimicamente posible para un sistema
complejo como las proteinas. Asi, se podria predecir la posicién tridimensional de los dominios
estructurales del factor SUB1A-1 vy, al tratarse biocomputacionalmente (por medio de acoplamien-
tos moleculares), esta informacion podria brindar mayor entendimiento acerca del mecanismo de
accion de este factor de transcripcién.

El entendimiento en los fenémenos involucrados en la exposicion o proteccion del dominio
N-terminal del factor de transcripcién SUB1A-1 de arroz podria conducir al desarrollo de un nuevo
tren de investigacion biotecnolégica que permita eventualmente obtener cultivos tolerantes a la

inundacion.
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2.1. Hipotesis

La exposicion al entorno del dominio N-terminal de la proteina SUB1A-1 de arroz produci-
r4 fenotipos de diferente intensidad de resistencia a la inundacién en plantas transgénicas de

Arabidopsis thaliana.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo General

Conocer los fenotipos generados por la exposicion y el bloqueo fisico del dominio N-terminal
de la proteina SUB1A-1 y su homélogo SUB1C, asi como sus diferentes niveles de resistencia a

la inundaciéon en plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana.

2.2.2. Objetivos Especificos

1. Predecir por dindmica molecular la localizacion de los dominios AP2, N-terminal, C-terminal

y MCGG asociados al mecanismo de accién del factor de transcripcion SUB1A-1.

2. Evaluar el nivel de tolerancia a la inundacién de plantas transgénicas transformadas con

SUB1A-1 con el extremo N-terminal bloqueado vy libre.
3. Cuantificar el nivel de expresion de SUB1A-1 en las plantas transformadas.

4. Evaluar la conservacién de caracteristicas fenotipicas asociadas a la accion de SUB1A-1

(floracion, conservacion de almidén y arquitectura).
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4.1. Material Vegetal

Se utilizé a la planta Arabidopsis thaliana var. Col-0 tipo silvestre y sus lineas transformadas
con los genes de los factores de transcripcion SUB1A-1 y SUB1C-1 de arroz en cassettes de
expresion que lo combinan con el promotor de la ADH de Arabidopsis (pADH, inducible por estrés
por inundacién) y pCaMV 35S (p35S, promotor constitutivo del virus del mosaico de la coliflor).

Para el promotor p35S se colocdé un marcador de seleccién inmunolégica tipo FLAG bloqueando

el extremo N-terminal o el C-terminal (Figura 4.1).

Promotor ) N-Proteina-C
SUBIA-I FLAG-tag
SUBIA-I FLAG-tag
SUB1C-1 FLAG-tag
SUB1C-1 FLAG-tag
FLAG-tag — SUB1A-1

Figura 4.1: Cassettes de expresion que se utilizaron para transformar a las lineas de Arabidopsis thaliana

gue se emplearon en este trabajo.

Las construcciones quiméricas de ADN y la transformacién genética se realizaron previamente
en la University of California at Riverside por el Dr. Julidn Mario Pefia-Castro y la seleccion en

placas de BASTA (Figura 4.2) se realiz6 por la alumna de servicio social Adriana Prado Fuentes
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en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad del Papaloapan.

Figura 4.2: Seleccion de las plantas transformadas en medio MS con el herbicida Basta (50 mg/ml). Se
observan las plantulas resistentes de color verde y las sensibles (no transformadas) de color amarillo. Se
muestra una placa se seleccion para la construccion ADH-SUB1C-F.

Para apreciar las diferencias en los organismos provocadas por las variaciones en los casset-
tes de expresién, se analizaron las lineas provenientes de 2 eventos de transformacion para cada
combinacion descrita en la Figura 4.1. Se colocd un evento con fenotipo fuerte y otro moderado.
Las semillas de dichas lineas estan actualmente disponibles en el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la Universidad del Papaloapan bajo la custodia del Dr. Julidn Mario Pefia Castro bajo

utilizacién confinada de organismos genéticamente modificados (Registro SAGARPA 001-2016).

4.1.1. Condiciones de Crecimiento

Las semillas de las plantas transformadas y silvestres se desinfectaron con un lavado en etanol
al 70 % por 5 min. seguido de otro con hipoclorito de sodio en mezcla 1:1 con agua destilada estéril
(deH20) por 3 min. Posteriormente, se incubaron por 4 dias a 4 °C, para detener el proceso de
dormancia y sincronizar la germinacion. Las semillas se sembraron en placas Petri con 40 ml de
medio MS 0.5X (sacarosa 1%, sales Murashige-Skoog 0.5X, pH 5.7, agar 1%) y se colocaron
verticalmente bajo fotoperiodo corto (8h luz/16h oscuridad) por 7 dias. Después, las semillas se
trasladaron a sustrato sélido (mezcla Sunshine #3 - perlita en relacion 3:1) y se afiadio fertilizante

NPK 12:12:17 al 3% p/p. Las plantulas permanecieron en condiciones controladas en camara de
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crecimiento automatizada (Conviron Adaptis CMP6010) a 23 °C con una humedad relativa del

60% bajo régimen luminico de 150 ~“moles m-2s-1 en fotoperiodo corto (8h luz / 16h oscuridad).

Las plantas se regaron por goteo a diario durante los primeros 7 dias después de haber sido
trasladadas a sustrato. Posteriormente, se regaron por inmersién en agua potable cada 2 dias.
Para reducir efectos diferenciales de las condiciones de crecimiento, las plantas se cambiaron

aleatoriamente de posicién dentro de la camara después de cada riego.

4.2. Andlisis de resistencia en inundaciéon

Se desarrollé un analisis del desempefio de estas lineas durante condiciones controladas de
inundacién, para ello se siguio el protocolo de Rivera-Contreras y cols. (2016b) con las siguien-
tes modificaciones: 15 individuos de 28 dias de edad se sometieron a inundacion completa dos
horas antes del final del dia bajo influencia del fotoperiodo durante 2, 4, 6 y 8 dias en cuarto de
crecimiento vegetal a 23 °C. Después de este periodo los individuos se sometieron a 7 dias de
tratamiento de recuperacion en camara automatizada (Conviron Adaptis CMP6010) en las condi-
ciones descritas anteriormente. Al final de esta etapa se registr6 el nimero de hojas y porcentaje
de individuos sobrevivientes para calcular el Tiempo Letal 50 (LT50), usando un algoritmo de re-
gresion lineal construido en base al método simple de regresion lineal (Chapra y Canale (2006),
Apéndice A.5). Este experimento se realizd por triplicado para fines del analisis estadistico y se
analiz6 con una prueba simple de T de Student de una sola via con a = 0.05, todas las lineas se

probaron simultaneamente.

4.3. Monitoreo del retraso en la floraciéon

Como indicador del efecto de los cassettes de expresion sobre los procesos de floracién de la
planta, se desarroll6 un experimento en el que 15 individuos crecieron en condiciones controladas
(Secciéon 4.1.1) y se monitoreé el tiempo de floracién. Este experimento se realizé por triplicado
para fines del analisis estadistico, el cual consisti6 de una prueba simple de T-Student con a <

0.05.
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4.4. Determinacién de la expresion de SUB1A-1 y SUB1C-1

Cinco individuos de cada una de las lineas transformadas de la Tabla 4.1, asi como de la linea
control Col-0 de 14 dias de edad se sometieron a dos dias de inundacion completa en condiciones
de fotoperiodo largo (16h luz, 8h oscuridad). Se cosecharon muestras de la parte aérea al final del
dia y se colocaron en envoltorios de aluminio en donde se congelaron por inmersiéon en nitrégeno
liguido (NL). Posteriormente, las muestras se mantuvieron a -80 °C en ultracongelador (Thermo

Scientific 9000) hasta su uso.

Tabla 4.1: Lineas transformadas seleccionadas para la extraccion de RNA

SUB1A-1
Promotor Control Inundacion Clave Fenotipo

ADH-SUB1A-F-1 (AA1l) ADH-SUB1A-F-1 (AAl) AA-10-1 Fuerte

ADH ADH-SUB1A-F-2 (AAT7) ADH-SUB1A-F-2 (AA7) AA-18-7 Débil
35S-SUB1A-F-1 (A4) 3A-3-14 Fuerte

35S 35S-SUB1A-F-2 (A3) 3A-9-15 Débil
35S-F-SUB1A-1 (L5) L5 Débil
35S-F-SUB1A-2 (L12) L12 Fuerte

SUB1C-1

ADH ADH-SUB1C-F-1 (AC®6) ADH-SUB1C-F-1 (AC6) AC-4-6 Fuerte
ADH-SUB1C-F-2 (AC20) ADH-SUB1C-F-2 (AC20) AC-9-20 Débil

35S 35S-SUB1C-F-2 (C9) 3C-9-9 Fuerte
35S5-SUB1C-F-1 (C6) 3C-6-10 Débil

4.4.1. Extracciéon de RNA

Las muestras se trituraron con NL en mortero estéril, en seguida se colocaron en microtubos
precongelados y se almacenaron a -80 °C por 24 h. Las muestras se procesaron con el kit de
extraccién Direct-zol ARN MiniPrep (Zymo Research #R2050). Para ello, se agregaron 500 N
del reactivo TRI-Reagent por cada 50 mg de tejido (aproximadamente 0.1 ml de tejido triturado
contenidos en un microtubo). La mezcla resultante se homogeneiz6 en vortex (Genie 2, Scientific
Industries) durante 3 min, posteriormente se centrifugé a 12,000 rpm (Pico 17, Thermo Scientific)
durante 2 min a temperatura ambiente y el sobrenadante se transfiri6 a un microtubo de 1.5 ml
en donde se agregaron 500 /N de etanol puro y se mezclé vigorosamente en vortex. La mezcla

se transfirio a la columna incluida en el kit acoplada a un tubo colector, se centrifugdé a 12,000
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rpm por 1 minuto y se descartd el sobrenadante, se afiadieron 400 ™ de solucion buffer de lavado

(incluida en el kit) y se centrifug6é por un minuto para después descartar el sobrenadante.

Para remover el ADN de la muestra, se mezclaron en un microtubo nuevo 5 ™ de DNAsa
I (Zymo Research E 1011-A 250 U en 4 ml) con 75 /™ de buffer de digestion de ADN (ambos
incluidos en el kit) y se mezclaron gentilmente para después afiadirse a la columna e incubarse a

temperatura ambiente por 15 minutos.

Posteriormente, la columna se lavo 2 veces con 400 ™ de buffer de prelavado y una con 700 N
de buffer de lavado, ambos incluidos en el kit, y se centrifugé por 1 min a 12,000 rpm. Finalmente,
la columna se transfirié a un nuevo tubo y se afladieron 25 ~l de agua libre de RNAsas y DNAsas.

Se centrifug6é por 2 minutos a 13,000 rpm para eluir el ARN que se almacend a -80 °C.

4.4.2. Determinacién de la concentracion de ARN extraido

La concentracién del ARN se midid por absorbancia en la regién UV-Vis por medio de un
nanoespectrofotdmetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific). Se colocé 1N de cada extraccién en
el equipo y se leyé a longitudes de onda de 230, 260 y 280 nm, procurando que las relaciones de
absorbancia 280/260 y 260/230 fueran cercanas a 2. Los resultados se analizaron con el software
NanoDrop 2000 obteniendo las concentraciones de la Tabla 4.2. Posteriormente, se realizaron las
diluciones correspondientes para obtener 12 ™ de cada muestra a la misma concentracion (15.5

ng/M), tomando como referencia aquella con la menor concentracién de ARN extraido.

4.4.3. Verificaciéon de ausencia de DNA

Para verificar la remocion de ADN de las muestras, se realiz6 una PCR utilizando a la enzima
GoTagq Green Master Mix (Promega #M7122) y primers para amplificacién del gen TUBULINZ2:
(TUB2); (GenBank: M84700.1, Wenkel y cols.,2006;Apéndice A.3). A cada volumen de reaccion
de 19.5 N se le adiciond 0.5 N de la dilucion del ARN que le correspondiera. Se utiliz6 el programa

de la Tabla A.1 (Apéndice A.2) en un termociclador automatico (Techne, Tc-512).

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa/TAE al 1.6% w/v
(Apéndice A.4.3).Se utilizé6 un marcador de peso molecular GeneRuler ADN Ladder Mix (Thermo
Scientific #SM0331 Apéndice A.2). Los geles se tifieron con solucion de EtBr /TAE 1X (Apéndi-

ce A.4.5)y se visualizaron con ayuda de un fotodocumentador (Syngene, InGenius LHR).
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Tabla 4.2: Concentraciones calculadas de ARN en cada muestra

Linea Condicion Concentracion
(ng/™)

35S-SUB1A-F-2 Control 141.1
35S-SUB1A-F-2 Inundacion 63.7
355-SUB1A-F-3 Control 18.4
ADH-SUB1A-F-1 Control 32.8
ADH-SUB1A-F-1 Inundacién 52.5
ADH-SUB1A-F-2 Control 72.2
ADH-SUB1A-F-2 Inundacién 71.5
ADH-SUB1A-F-3 Inundacién 47.0
35S5-SUB1C-F-1 Control 22.7
35S5-SUB1C-F-2 Control 54.3
ADH-SUB1C-1 Control 17.8
ADH-SUB1C-1 Inundacién 21.1
ADH-SUB1C-2 Control 15.5
ADH-SUB1C-2 Inundacion 35.0
ADH-SUB1C-2.2 Inundacién 22
35S-F-SUB1A Control 76.2
X0 Control 54.8
X0 Inundacion 110.1

4. Metodologia

4.4.4. Sintesis de cDNA

Una vez que se verificO la correcta extraccion de RNA, se procedid a realizar la sintesis de
la primera cadena de ADN complementario (cDNA) por medio de RT-PCR de un sdlo ciclo con
ayuda del kit RevertAid H minus First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific #K1632). En
microtubos de 0.2 ml se colocaron 5.5 /N de dilucibn de ARN de cada muestra, se afadieron
0.5 ™ de oligo (dT)is provisto con el kit, y posteriormente se afiadieron 4 ~l de la mezcla de los
componentes del kit descrita en la Tabla 4.3. La mezcla se incub6 por 60 min a 42 °C en un

termociclador automatico (Techne, Tc-512).

Tabla 4.3: Volumenes de los reactivos utilizados para la sintesis de cADN(en N)

Componente volumen
Buffer de reaccion 5X 2
Inhibidor de ARNsa RiboLock 0.5
Mezcla de dNTPs 10 mM 1
Transcriptasa reversa 0.5
volumen total 4
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4.45. Verificacion de ADN sintetizado

La verificacion de la correcta sintesis del cCADN a partir del ARN se realiz6 por PCR utilizando a
la enzima GoTaq Green Master Mixy primers para la amplificacion del gen TUB2. Se utiliz6 gADN
de Arabidopsis como control positivo y como control negativo se utilizé la reaccién sin nucleétido
molde. La PCR sigui6 el programa detallado en la Tabla A.1 (Apéndice A.2) en un termociclador
automatico. Posteriormente, los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa/TAE al
2% w/v y se tifleron con solucién EtBr/TAE 1X (Apéndice A.4.4).

4.4.6. Amplificacion de los transcritos de SUB1A-1 y SUB1C-1

Una vez que se verificd la integridad del cDNA, se procedio a utilizarlo como molde para reali-
zar una PCR utilizando a la enzima GoTaq Green Master Mix con los primers para la amplificacion
de los genes SUB1A-1 y SUB1C-1 (Apéndice A.3). La PCR siguio el programa de la Tabla A.1
(Apéndice A.2) en un termociclador automético (Tecne Tc-512). Posteriormente, los productos de
PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 2% w/v en TAE 1X (Apéndice A.4.4).
La imagen de la separacion de los productos de PCR en el gel se visualizé con ayuda de un

fotodocumentador.

45. Medicion cualitativa de la retencién de carbohidratos

Para observar cualitativamente el efecto de los cassettes de expresion sobre la dindmica de
retencion de carbohidratos en forma de almidén, se realiz6 una tincién con yodo (NuUfiez-Lopez
y cols.,2015). Muestras de la parte aérea de cada linea transformada, asi como de la linea control
Col-0 de 15 dias de edad que crecieron en las condiciones descritas en la seccién Seccion 4.1.1
se cosecharon al final de la noche y se infiltraron al vacio con una solucién de formaldehido
al 3.7% en buffer de fosfatos a pH de 6.6 (Apéndice A.4.1). Posteriormente, las muestras se
sumergieron en solucion de etanol al 80% a 80 °C y se calentaron en bafio maria a 80 °C por 30

min para remover la clorofila, se enjuagaron con diH20 para rehidratarlas.

Las muestras se tifieron por inmersion en solucion de Lugol (Apéndice A.4.2) bajo estricta
proteccién luminosa por 30 minutos. Las muestras se enjuagaron con abundante diH20 hasta
dejar de apreciarse coloracion en el agua de enjuague. Las muestras se observaron con ayuda

de la luz blanca producida por un transiluminador.
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4.6. Estrategia Computacional

Como estrategia para el andlisis de la conformacion tridimensional de SUB1A-1 y la posicion

espacial de sus dominios conservados se desarroll6 un tren de modelado tedrico de esta proteina.

46.1. Analisis bioinforméatico

Se obtuvo la secuencia del gen SUB1A-1 de arroz de la base de datos NCBI bajo el nUumero
de accesion DQ011598.1 4912..5747 (Gl: 93504064, Xu y cols.,2006; Fukao y cols.,2009). Pos-
teriormente se tradujo a proteina por medio del algoritmo Expasy Translate Tool (Gasteiger y cols.,
2003, web.expasy.org/translate/) y se comparé con la reportada previamente (gb: AAZ06207.1).

Se obtuvo la secuencia consenso del dominio AP2 para la familia VII de los ERFs (Nakano
y cols.,2006; Fukao y cols., 2006; Pefia-Castro y cols.,2011), y se verificd por multialineamientos
de secuencia con el algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004, http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/)
en el paquete de software Unipro UGENE (Okonechnikov y cols., 2012, http://ugene.net). Una
vez que se obtuvieron los residuos conservados, se alinearon a la secuencia de SUB1A para
determinar la posicion y longitud del dominio AP2.

Se utiliz6 la suite bioinformatica MEME (Bailey y cols., 2009; http://meme-suite.org/) para la
elucidacion de las posiciones de los dominios reportados por Nakano y cols. (2006) presentes en
la proteina SUBL1A, se aplicé el criterio de discriminacion al software. Una vez que se localizaron
los dominios presentes, se busco la posicién especifica por multialineamientos de secuencia con

ayuda del algoritmo Muscle.

4.6.2. Uso del servidor I|-Tasser

La secuencia de la proteina de SUB1A-1 (gh: AAZ06207.1, Apéndice A.1.2) se envio al servi-
dor de busqueda de estructura secundaria por homologia I-Tasser sin restricciones (Roy y cols.,
2010, zhanglab.ccmb.med.u mich.edu/I-TASSER). Se us6 al dominio AP2 como "semilla" debido
a su alta estabilidad. Los modelos arrojados por este servidor se analizaron por medio del C-score
(prefiriendo valores valores cercanos a 0) para determinar el modelo més confiable.

Adicionalmente, se evalu6 el coeficiente de desviacion cuadritica media o RMS de los alinea-
mientos estructurales de los modelos producidos por I-Tasser y el archivo de coordenadas de la

region AP2 (PDB ID: 2GCC). En este punto se verificO que la region de anclaje a ADN no se
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encontrara bloqueada, y que la porcién ordenada del modelo fuera la mayor posible.
Se seleccion6 como mejor modelo aquel con un buen C-score, un RMSD pequefio, la mayor

porcién ordenada y el menor bloqueo a la regidon de anclaje.

4.6.3. dinamica molecular

El mejor modelo del paso anterior se refind6 por DM, por medio del paquete de software GRO-
MACS (Bekker y cols., 1993;van der Spoel y cols., 2005) en su version 5.1. Se utilizé el algoritmo
de descenso rapido para la minimizacién de energia, posteriormente, se realiz6 una simulacion
por DM de todos los 4&tomos utilizando agua como disolvente y equilibrando las cargas de la pro-
teina con NaCl, para después procesarse con el campo de fuerza CHARMM 27 en estaciones de

trabajo hibridas CPU/GPU (NVIDIA 700 Cuda engine) en cinco etapas descritas a continuacion:

m 855 picosegundos (ps) de minimizacidon de energia

m 200 nanosegundos (ns) de simulacién por MD en equilibrio constante de concentracion,

volumen y temperatura (NVT) a 300 K.
m 80 ns de equilibrio a concentracidn, presién y temperatura constantes (NPT) a 298 K.
m 20 ns de SA de 21 pasos con intervalo de incremento/decremento de 30 K.

m MD de producciéon NPT por el tiempo necesario para alcanzar una conformacién estable.
Para esto se tom6 como criterio decisivo el aporte del radio de giro total (rGXYZ), el coefi-
ciente de desviacién cuadratica media (RMSD) y la evolucion de estructura secundaria. Al

final de esta etapa se dispondra de un modelo putativo de SUB1A-1.

4.6.4. Acoplamiento Molecular

Finalmente, el modelo putativo de la estructura de SUB1A-1 se sometié a una sesién de Aco-
plamiento Molecular rigido y flexible mediante los paquetes de software Vina v1.1.2 de AutoDock
y CLC Drug Discovery Workbench v2.5 de Quiagen. Se calcularon en esta etapa los potenciales
de interaccion de la proteina SUB1A-1 y su energia de acoplamiento con una regién afin a su sitio
de interacciéon (PDB ID: 1GCC:BxC) para validar el modelo propuesto. Lo anterior para demostrar
que la estructura reproduce las condiciones naturales, en este punto se realizd el andlisis de los
dominios.

Una vez que se validé el acoplamiento estructural, se localizaron espacialmente los dominios

de la proteina SUB1A-1 encontrados por analisis de secuencia y se determind su posicion y se
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determiné el efecto del bloqueo espacial de la proteina por el uso del marcaje inmunolégico.
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5. Resultados y Discusiones

5.1. Efecto del cassette de expresion sobre el fenotipo

La transformacion con los cassettes de expresion empleados (Figura 4.1) tuvo efectos diferen-
tes sobre el fenotipo de Arabidopsis. Para estudiar lo anterior, se seleccionaron como controles
para realizar las comparaciones a las plantas tipo silvestre (Col-0) y la linea 35S-F-SUB1A previa-
mente reportada (Pefia-Castro y cols., 2011). 35S-F-SUB1A, posee una proteccion de secuencia
FLAG (DYKDDDDK) en el extremo N-terminal, se caracterizd por tener hojas pequefias y ensan-
chadas, con peciolos cortos, un color verde claro, floracién tardia, clorosis temprana, y tamafio
menor respecto a Col-0 (Figura 5.1)

En las lineas transformadas con el cassette 35S-SUB1A-F, que deja al extremo N-terminal
desprotegido, las hojas también se redujeron en tamafio, adoptaron una forma ensanchada, y
presentaron clorosis; pero el fenotipo fue menos pronunciado que en las lineas 35S-F-SUB1A.
Incluso, se pudieron recuperar lineas con un fenotipo mas moderado (35S-SUB1A-F2) que no se
pudieron encontrar cuando el extremo N-terminal se bloque6 (Pefia-Castro y cols., 2011). Todas
las lineas tipo 35S-SUB1A-F fueron fértiles, mientras que las lineas 35S-F-SUB1A son estériles,
en su mayoria (sélo una fértil se recuperé en un escrutinio de méas de 300 individuos). Estos
resultados indican que al proteger al extremo N-terminal, en este caso con una secuencia FLAG,
se fomentaria una mayor estabilidad de la proteina SUB1A-1 que se observa como un fenotipo
mas intenso que el que se observa cuando la secuencia FLAG se coloca en el extremo C.

En el caso de las lineas pADH (ADH-SUB1A-F) el fenotipo se mantuvo casi sin cambios con
respecto a Col-0, la excepcién fue la presencia de un color morado en las hojas maduras. De esta
forma, el cambio de promotor, permitié eliminar los efectos negativos sobre el crecimiento de la
planta que se han observado al usar una expresion constitutiva.

Cuando el gen SUB1C se expres6 de forma constitutiva con una proteccion FLAG en el ex-
tremo N-terminal, el fenotipo con respecto a SUB1A fue muy diferente. SUB1C provocé el enro-
llamiento de las hojas y una casi total esterilidad de las plantas (Pefia-Castro y cols., 2011; Figu-

ra 1.9), esto dltimo fue la razon por la cual no se incluyeron en este trabajo dichas lineas trans-
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génicas, pues su descendencia se ha agotado. Sin embargo, al retirar la proteccién N-terminal
(35S-SUB1C-F), el fenotipo de esterilidad desaparecié y el enrollamiento de hojas, se presento,
pero disminuido.

Por otra parte, las lineas ADH-SUB1C-F mantuvieron hojas del mismo tamafio que la linea
control Col-0, sin embargo las hojas maduras presentaron un color morado y aparecieron en ellas
bordes dentados, y menor enrollamiento. La altura del tallo floral de estas lineas fue indistinguible
de Col-0. Lo anterior sugiere que la insercién de un promotor constitutivo resulta dafiino para la
planta ya que no tiene la posibilidad de detener los efectos del mecanismo quiescente aun cuando
el estrés no este presente. Por otra parte, cuando el promotor promueve la transcripcion de los
genes SUBL1 de forma condicional, el efecto sobre la fisiologia es més discreto. La intensidad en el
efecto fisioldgico observado, también se relaciona directamente con el tiempo que el mecanismo
guiescente esta activo, por lo que la insercion de un promotor inducible parece ser la opcion
biotecnolégica mas adecuada silo que se desea es obtener la menor cantidad de modificaciones

fisiolégicas en el organismo.

35S-SUB1A-F-1
35S-SUB1A-F-2
ADH-SUB1C-F-1
ADH-SUB1 C-F-2

35S-F-SUB1A-1

355-SUB1 C-F-1
35S-SUB1 C-F-2
ADH-SUB1 A-F-1

ADH-SUB1 A-F-2

Col-0

Figura 5.1: Fenotipo de las lineas de Arabidopsis thaliama analizadas en estre trabajo.
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5.2. Efecto del cassette de expresion sobre la tolerancia a la inun-

dacion

Ademas de las modificaciones en el fenotipo, las lineas transformadas sufrieron modifica-
ciones en la capacidad de sobrevivencia al estrés por inundacion como resultado directo de la
manipulacién genética recibida. Después de someterse a inundacion por periodos de 2, 4, 6y 8
dias y tras una etapa de recuperacion de 7 dias, se monitored el porcentaje de supervivencia y
se expreso en forma de tiempo letal 50 (LT50).

De igual modo que con la modificacién fenotipica, la resistencia a la inundacién resulté en
un evento dependiente del arreglo de los elementos que integraron el cassette de expresion,
en especial la proteccion N-terminal. El conocimiento previo indica que la expresidén constitutiva
de SUBI1A, contrario a lo que se deseaba, ocasiond un fenotipo sensible a la inundacion. Estos
resultados se confirmaron en este trabajo pues las lineas 35S-F-SUB1A fueron las de menor
tolerancia al estrés, por el marcador FLAG bloqueando el extremo N-terminal. La remocion de la
proteccién no mejoro la condicién, pues fueron las lineas que siguieron en sensibilidad al estrés.
Finalmente, la mayor sobrevivencia al estrés por inundacion observada pertenecié a las lineas
cuyos cassettes estan compuestos por el promotor inducible ADH y el transgén SUB1C; todavia
con diferencias significativas con respecto a Col-0. De tal manera, ninguna construccion fue capaz
de transferir la capacidad de tolerancia que se observa en el arroz, a Arabidopsis (Figura 5.2).

Todo lo anterior muestra que el orden de los elementos en el cassette de transformacién
utilizado en cada una de las lineas tiene un efecto sobre la capacidad de supervivencia de los
individuos (Tabla 5.1). Se pudo notar que la resistencia a inundacién otorgada a los individuos de
las lineas ADH-SUB1C es la mas cercana a la de la linea control, puesto que en ambos casos el
valor de LTS es cercano a 9 (ADH-SUB1A-F-2) o superior (ADH-SUBla-F-1).

Debido a que SUB1C no ha sido asociado a la tolerancia al estrés por inundacion (Niroula
y cols., 2012), se puede hipotetizar que el fenotipo Col-0, que se ha usado extensamente en
la investigacion, es un fenotipo tolerante a la inundacion de forma natural. Asi, puede ser dificil
observar fenotipos con tolerancia mejorada en este fondo

Vashisht y cols. (2011) realizaron un escrutinio de 86 variedades de Arabidopsis en inundacion
y encontraron una variabilidad en la LT50 desde 4 hasta 11 dias. Col-0 tuvo un registro de 9 dias,
colocandose en la parte superior de la tabla. Los ecotipos mas sensibles como Cvi-0, Tanz o

Bay-0, pueden ser mejores candidatos para probar nuevas estrategias biotecnoldgicas.
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Tabla 5.1: Tiempos letales 50 (LT50) de las lineas analizadas durante el estrés por inundacion

Linea t

o2
Control (Col-0) 9.3 £ 0.3 a
35S-F-SUB1A-1 48 + 05 b
35S-F-SUB1A-2 44 + 0.3 b
35S-SUB1A-F-1 6.1 + 0.6 c
35S5-SUB1A-F-2 47 + 04 b
35S-SUB1A-F-3 5.0 = 05 b
ADH-SUB1A-F-1 6.6 + 0.3 c
ADH-SUB1A-F-2 6.8 £ 0.2 c
ADH-SUB1A-F-3 5.6 + 0.2 c
355-SUB1C-F-1 79 + 01 d
355-SUB1C-F-2 6.6 + 0.2 c
ADH-SUB1C-F-1 139 £ 05 e
ADH-SUB1C-F-2 8.6 £ 0.3 d

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas, prueba T de Student con a < 0.05.
Los datos son el resultados de tres experimentos

independientes con=15.

5.3. Efecto del transcrito sobre la floraciéon

Durante el estudio de las lineas 35S-F-SUB1A se observé que el cambio fenotipico més no-
torio fue el atraso en la floracion. Al profundizar méas, se descubrié que las plantas que expresan
a SUBI1A, tanto en Arabidopsis como en arroz, reprimen la expresion de los genes esenciales de
floracion CONSTANS (CO)y FLOWERING LOCUS T (FT). El resultado de este mecanismo se-
ria la inhibicion temporal de la floracion para ahorrar recursos energéticos durante la inundacion

dentro del esquema de la quiescencia (Pefia-Castro y cois., 2011).
En esta tesis, se observéd, como resultado de la insercién de las diferentes combinaciones de

cassettes de expresion en las lineas transformadas, un desplazamiento en los periodos de flora-

cién de las lineas transformadas con respecto a Col-0.(Figura 5.3).
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Figura 5.2: Sobrevivencia de plantas de Arabidopsis a la inundacion a los 7 dias posteriores al estrés
aplicado durante los tiempos indicados.

5.3. Efecto del transcrito sobre la floracion 38



5. Resultados y Discusiones

Col-0 . 1 1

ADH-SUB1A-F-1

1 mim .

ADH-SUB1A-F-2 -
ADH-SUB1A-F-3
ADH-SUB1C-F-1 u . Ho| .

ADH-SUB1C-F-2

35S-SUB1 A-F-2
35S-SUB1 A-F-1

35S-SUB1 A-F-3 I a |

35S-SUB1C-F-1

35S-SUB1 C-F-2
]l = _
1 1 1 T T 1 1 1
35S-F-SUB1A 1
26 28 30 32 34 36 38 40

Dias

Figura 5.3: Valores promedio de los tiempos de floracion de las lineas utilizadas. 3 experimentos
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Primero, la floracion de la linea 355-F-SUB1A se atras6é hasta los 35 - 38 dias, estos son 9
dias después que Col-0. En las lineas sin proteccién en el N-terminal 35S-SUB1A-F, el intervalo
de floracion fue menor que el de la linea protegida. Las lineas provistas del promotor inducible

pADH también incrementaron el intervalo de tiempo a floracion, pero casi indistinguible de Col-0.

Este experimento afiade evidencia experimental a la conclusion de que la combinacién vy el
orden de los elementos en el cassette de expresién es responsable directo en la intensidad de las
variables de respuesta (floracién, resistencia a la inundacion y fenotipo) pues, cuando la intensi-
dad del cassette se espera sea baja, como con pADH o sin proteccion en el extremo N-terminal,

los efectos observados son menores en comparacién con la linea 35S-F-SUB1A.

5.4. Efecto del transgén sobre la retencién de carbohidratos

En trabajos anteriores, se observo que las plantas que expresan a SUBI1A con el extremo
N-terminal protegido, retienen mas almidén que las plantas silvestres en dias largos y etapas
juveniles (NUfiez-L6pez y cols., 2015).

Para registrar el efecto de los cassettes de expresion sobre esta caracteristica, tres plantulas
de cada linea de 15 dias de edad cultivadas en fotoperiodo largo y corto, se cosecharon al final de
la noche y se tifieron en solucidon de Lugol. En este experimento se pudo comprobar que la linea
35S-F-SUB1A tuvo maés hojas con coloracion azul, y que las lineas que expresaron a SUB1C

constitutivamente tenian menos, respecto a Col-0 (Figura 5.4).

La remocién de la protecciéon FLAG no disminuyo la coloracién en las lineas SUB1A, lo que
indica que esta caracteristica se puede lograr con ambos tipos de construcciones en dia largo. No
fue asi cuando SUBI1A estuvo bajo el control de pADH donde se perdid la capacidad de acumular

almidén.

Cuando SUBI1C estuvo bajo el control de pADH, se observd un efecto discrepante entre las
dos lineas probadas, una acumulé méas que Col-0 (2) mientras que otra se mantuvo igual (1).
Para discernir esta diferencia, se propone recurrir a métodos cuantitativos como los de trabajos

anteriores.

Cuando este experimento se realizé en dias cortos, se observd que la capacidad de retener
almidén de la linea 35S-F-SUB1A y la capacidad de perderlo de las lineas 35S-SUB1C-F, se
mantuvo. Ante el cambio de régimen luminoso, las lineas pADH-SUB1A perdieron la capacidad

de retener almidén que si se observd en dias largos (Figura 5.4).
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Figura 5.4: Tincion con yodo de plantulas de 14 dias de edad al final de la noche. Arriba, fotoperiodo
largo (16h luz, 8h oscuridad); Abajo, fotoperiodo corto (8h luz, 16h oscuridad). EI almidon se observa de
color azul
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5.5. Expresion de SUB1A-1 y SUB1C-1

Para observar la expresion de los transgenes en las plantas estudiadas, se seleccioné una li-
nea para cada gen que estuviera bajo el control del promotor constitutivo fuerte 35S. Para SUB1A
fue la linea 35S-SUB1A-F-1 y para SUBI1C fue 35S-SUB1C-F-1. Como se observa en la Figu-
ra 5.5, se detect6 una banda de intensidad diferente a la observada en el control Col-0 no trans-
formado. De esta manera, se comprob6 que las construcciones realizadas si tienen la capacidad

de expresar los genes de interés en Arabidopsis.

Figura 5.5: Expresion de los genes SUB1A-1 y SUB1C-1. Se observan geles de agarosa al 2% tefiidos con
EtBr con la separacién electroforética de RT-PCR de los genes y cADNs indicados

5.6. Obtencion de un modelo tedrico para la proteina SUB1A-:

Para observar la accesibilidad del dominio N-terminal en la proteina SUB1A-1, se realiz6 una
simulacion computacional por medio de dinamica molecular. La secuencia de la proteina SUB1A-
1se someti6 al servidor I-TASSER sin restricciones. El servidor arroj6 5 modelos que se muestran
en la Figura 5.6, los cuales se analizaron alineando espacialmente con el archivo de cristalografia
del dominio AP2 (PDB:1GCC). Se puede observar que en los casos de los modelos 1, 3y 5,
AP2 se encuentra bloqueado, por lo que una simulacién realizada a partir de cualquiera de estos
modelos no representa la realidad biol6gica del factor de transcripcion. Se seleccion6 al modelo

2 por tener a AP2 disponible, un valor de C-Score alto (-4.00), un RMS alto y la menor porcion
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C Score: -3.69 C Score: -4.00
PD: 83% PD: 72% PD: 71%
RMS: 1.409 RMS:1.611 RMS:1.741
C Score: -3.94
PD: 82% PD: 74%
RMS: 1.594 RMS: 2.565

Figura 5.6: Modelos de la proteina SUB1A-1 arrojados por el servidor I-TASSER (azul) alineados con el
archivo de cristalografia de dominio AP2 (rojo)

desordenada.

5.7. Refinamiento estructural por dindmica molecular

Una vez que se determin6é que el modelo 2 resulté el mas adecuado para ser refinado por
MD, se determiné por calculo de distancias que la celda de simulaciéon cubica 6ptima es de 9.496
nm de arista con el centro de masa de la proteina en las coordenadas 4.748,4.748,4.748. Poste-
riormente, la celda se llené con 25,572 moléculas agua utilizando el modelo rigido simple tip3p

(Jorgensen y cols., 1983). La carga neta de la proteina (-12) se equilibré por adicién de NaCl, para
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ello, se sustituyeron 528 moléculas de agua con 270 4tomos de sodio y 258 atomos de cloro para
obtener una carga neta de cero y una concentracion salina de 0.05 mMol. Asi, se representaron
las condiciones fisiolégicas del citoplasma vegetal, el pH se supuso cercano a la neutralidad en
6.7.

5.7.1. Minimizacién de energia

Una vez que se equilibraron las cargas de la proteina, se realiz6 una simulacion de todos
los 4&tomos sobre la celda de simulacién en el campo de fuerza CHARMM 27 (Karplus, 1983).
Inicialmente, el sistema se minimiz6 energéticamente con el algoritmo de Descenso R&pido con
las condiciones listadas en la Tabla A.2 (Apéndice A.6)y convergié en un valor de energia acep-
table de 826.83 KJ/mol/nm después de 855 pasos (855 ps), en este punto el valor de la energia
potencial fue de -1.4006482e+06 KJ/mol/nm (Figura 5.7).

-800000

-900000

i -1x106

-1.1x106

-1.2x106

-1.3x106

ET@ec go

-1.4x106

-1.5x106
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Tiempo (ps)

Figura 5.7: Evolucién de la energia potencial durante el proceso de minimizacién de la proteina SUB1A-1.

5.7.2. Equilibrio NVT

Una vez que la celda de simulacién que contenia al modelo 2 alcanzdé la estructura de menor

energia, se realizo sobre ella una ronda de simulacién de 200 ps en el ensamble NVT (numero
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de particulas, volumen y temperatura constantes) con el fin de permitir que el sistema adoptara la
conformacion de menor energia sin el efecto del barostato (algoritmo de restriccion en el aumento
o disminucion de la presién en la celda de simulacion).

Para esta etapa, la temperatura inicial de la celda se configur6 a 300 K y para su control se
utilizé la modificacion de V-rescale al termostato de Berendsen (Bussi y cols., 2007). El volumen
de simulacion se mantuvo fijo en 856.2924 nm3. El total de atomos simulados fue de 79858, de
los cuales, 4198 son de la proteina (281 residuos de amino &acidos), 75132 son de moléculas de
agua, 270 a4tomos de sodio y 258 atomos de cloro. Los pardmetros utilizados para esta etapa se
detallan en la Tabla A.3 (Apéndice A.6).

Después de 8 ps, la presion del sistema tom6 un valor estable y se mantuvo en valores cer-
canos a -1000 bar (Figura 5.8) por lo que no se requiri6 de mayor tiempo de simulacién para esta

etapa.

Tiempo (ps)

Figura 5.8: Evolucion de la presién del sistema durante la simulaciéon de la proteina SUB1A-1 en NVT.

5.7.3. Equilibrio NPT

Una vez que la celda se encontraba en su estado de menor energia y después de alcanzar
el equilibrio de presién en el ensamble NVT, se realiz6 sobre ella una simulacién de 80,000 ps

(80 ns) en el ensamble NPT (nimero de particulas, presion y temperatura constantes) con los
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parametros descritos en la Tabla A.4 (Apéndice A.6). Esta etapa de la simulacion permiti6 obtener
un estado estable de la proteina que mostraba indicios de plegado en forma de cambios en el
radio de giro del esqueleto de la proteina o backbone indicando que su posicion estaba cambiando
por efecto de la evolucién del sistema como se puede apreciar en la Figura 5.9. Sin embargo,
el valor absoluto maximo de este radio de giro después de 80 ns resulté en tan solo 0.01 nm,
mismo que sugeria mas tiempo de simulacién para alcanzar el optimo adecuado. A pesar de ello,
la pendiente promedio de esta propiedad se mantenia positiva de acuerdo a lo reportado en la

bibliografia (Papdi y cols., 2015)
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Figura 5.9: Movimiento del backbone de la proteina SUB1A-1 durante 80 ns de simulacion en NPT

5.7.4. Recocido simulado (GSA)

Para reducir el tiempo total de co6mputo posterior al periodo de simulacién NPT, se realizé una
simulacion con el método de recocido simulado o GSA durante 20 ns divididos en 21 etapas de
aproximadamente 952 ps cada una. Durante las primeras 8 etapas se incrementé la temperatu-
ra del sistema hasta un valor de 510 K en intervalos de 30 K con el fin de dotarlo de energia
cinética (aproximadamente 340 000 kJ/mol) y asfi inducir los movimientos en la arquitectura de
los grupos R de los residuos de aminoacidos y posteriormente del esqueleto carbonado. Los in-

tervalos pequefios de tiempo impidieron la descomposicion de los enlaces de la proteina. Los 7
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intervalos posteriores llevaron este valor nuevamente a los 300 K para forzar a esta estructura
altamente energizada a adoptar la forma de menor energia y de mayor orden. Finalmente, los 6
ultimos intervalos permitieron a la estructura estabilizarse a 300 K (trazo rojo en la Figura 5.10).

Los parametros de esta etapa se detallan en la Tabla A.5 (Apéndice A.6).

Tiempo (ps)

Figura 5.10: Temperatura (trazo azul, eje izquierdo) y RMSD (trazo rojo, eje derecho) del sistema de la
proteina SUB1A-1 durante la simulacién en GSA

Al finalizar la simulacion GSA, la estructura adopté una configuracién espacial mas ordenada
gue en el paso anterior. Adicionalmente, el valor absoluto del indicador de plegado o RMSD, con
valor de 0.95 nm (trazo rojo en la Figura 5.10), fue 90 veces mayor que el obtenido en la simulacién
NPT previa.

Tal como se esperaba, la energia potencial y la densidad del sistema se comportaron de
manera reciproca (Figura 5.11). Esto es un indicador de la estabilidad de la proteina durante los

incrementos y decrementos en la energia cinética a los que se sometid.

5.7.5. Dinamica de producciéon en NPT

Aln cuando la simulacion en GSA permiti6 modificar el valor de RMSD mas rapido que la
simulaciéon previa NPT, se puede suponer que el tiempo tan corto de simulacién en esta etapa
podria representar un estado no estable de la molécula. Para descartar esta posibilidad, después

de la simulacién en GSA se realiz6 una simulacion de produccién con las mismas condiciones
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Tiempo (ps)

Figura 5.11: Evolucién de la Energia potencial (trazo azul, eje izquierdo) y la densidad (trazo rojo, eje
derecho) del sistema de la proteina SUB1A-1 durante la simulacion GSA

que la seccién NPT previa, con el fin de dar al sistema la cantidad de tiempo suficiente para
adoptar, si asi fuese, la estructura mas relajada de la proteina o en caso de que la etapa GSA
hubiese permitido alcanzar la estructura mas estable, aumentar el valor del RMSD para obtener

una imagen del sistema aun mas definida.

En esta etapa se utilizaron 2 parametros de control, el primero de ellos fue el valor del RMSD,
que debia adoptar valores estables por al menos 40 ns, y el segundo, el diccionario de estructuras
secundarias (DSSP; Define Secoundary Structure of Proteins) que determina mediante el analisis
de los angulos del backbone si un residuo pertenece a una estructura tridimensional definida de

a-hélices, hojas-,0, 3-helix, giros, puentes o bucles.

Para llevar a cabo este objetivo, se realizaron etapas de simulacion en NPT de 20 ns cada una.
Al final de cada etapa, se monitoreé la evolucion del RMSD y DSSP y cuando alguno de ellos no
fue estable, se realizé una etapa posterior. Esta estrategia produjo resultados positivos después
de 55 etapas de simulaciéon, logrando un tiempo total de simulacién (desde la minimizacion de
energia) de 1,221,085 ps (1.22 Ns), lo cual supone una mejora considerable en comparacion de
los actuales métodos de plegado de proteinas que requieren en promedio de 7 ~s para obtener
valores estables de los pardmetros enlistados y que se limitan a un sistema de no mas de 20

residuos.
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Tiempo (ns)

Figura 5.12: Movimiento del esqueleto carbonado durante todas las etapas de simulacion

Al finalizar esta segunda etapa en NPT, el esqueleto carbonado de la estructura tuvo un RMSD
con valor de 1.21 nm con respecto al modelo inicial arrojado por el servidor I-TASSER. Este valor
se encontrd estable a partir de un tiempo de simulacién de 1.17s (Figura 5.12). Esto supone
que el proceso aqui descrito logré producir cambios estructurales en la proteina SUB1A-1. Sin
embargo, el RMSD no aporta informacién acerca de cuales son dichos cambios, es por ello que
se recurrio al algoritmo DSSP, cuya imagen global se presenta en la Figura 5.13. El eje de las
ordenadas indica la suma de residuos que se afiaden a una de las estructuras definidas, por lo
que es de suponerse que cuando estos valores se tornen estables, la estructura dejara de sufrir
modificaciones y por lo tanto se habra alcanzado una configuracion del sistema valida para las

condiciones fisiolégicas establecidas al inicio de la simulacién.

Esta imagen también permite observar que, en etapas tempranas de la simulacién, la estruc-
tura de la proteina se encontraba en su mayoria conformada por loops o coils (trazo negro), lo cual
concuerda con el alto valor de la porcion desordenada. Adicionalmente, la Figura 5.13 muestra
gue las hojas beta se encontraban estables desde etapas tempranas de la simulacién, por la de-

cision de usar al segmento AP2 como semilla de homologia.

5.7. Refinamiento estructural por dindmica molecular 49



5. Resultados y Discusiones

150

_|53100-

Y
P

™ B &lOT

50

0 500 1000
Tiempo (ns)

Figura 5.13: Progreso de la definicion de estructura secundaria en la simulacion

5.8. Validacién del modelo de la proteina SUB1A-1

Una vez alcanzados valores estables de RMSD y DSSP para la proteina simulada, se obtuvo
la dltima imagen del sistema y se convirti6 a un archivo de estructura legible y se minimizé por
el algoritmo de descenso rapido por 500 ps para eliminar efectos estocasticos remanentes de la
simulacion dependiente del tiempo, resultando en la imagen final de la proteina (Figura 5.14b).
El modelo se analiz6 con la herramienta d_ssp del paquete de software GROMACS concluyendo
gue la porcion desordenada se redujo del 73% hasta el 43%.

Para confirmar la calidad estructural, el modelo se trat6 bajo los pardmetros de calidad a los
que tipicamente se someten las estructuras obtenidas experimentalmente por medio de RMN o
difraccion de rayos X (DRX) del servidor de validacion del PDB. Se corrobor6 que este mode-
lo cumple con los paradmetros propios de los archivos de coordenadas obtenidos por métodos

experimentales y puede ser usado en estudios de acoplamiento molecular.
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A partir del refinamiento de la estructura por MD se pueden enunciar que, a pesar de haber lo-
grado obtener una imagen posible del estado quimico de la proteina SUB1A-1, el resultado arrojo
una molécula significativamente mas organizada que al inicio pero no definida en su totalidad, por
lo que se requiere de mayor tiempo de andlisis para obtener una estructura plegada al 80% (es
decir con <20 % de porcién desordenada).

Sin embargo, y considerando que el analisis del diccionario de estructuras secundarias mues-
tra que la estructura alcanza el equilibrio de conformacién luego de 1 s de simulacién por MD,
se puede pensar que para lograr valores de porcion ordenada mayores al valor aqui reportado de
57% se requerird de tiempos de procesamiento significativamente mayores.

Por otra parte, aun cuando el tiempo de simulacion total con la metodologia propuesta en
este trabajo es insuficiente para obtener un modelo plegado en mas del 80% de su secuencia, si
supone una mejora con respecto al uso individual de otros (DM, AM y GSA) para la obtencién de
un sistema proteico. Por lo que este modelo se encuentra dentro de un resultado aceptable y (til

(Karplus y McCammon, 2002).

Figura 5.14: Vista de la proteina SUB1A-1 antes del refinamiento estructural (verde, izquierda) y modelo
al final del tratamiento computacional (amarillo, derecha).

5.8.1. Analisis de angulos diedros

En un primer analisis del modelo obtenido, se monitorearon los &ngulos diedros de los enlaces
peptidicos de la proteina final. Para ello, se obtuvo el mapa de Ramachandran para el sistema
mediante la herramienta g_rama del paquete de software GROMACS y se verificO que no exis-
tieran puntos en las zonas no admitidas. Como se puede apreciar en la Figura 5.15, la proteina

se encontré dentro de los limites permitidos, corroborando que el modelo obtenido posee las
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caracteristicas estructurales de una proteina natural.

A partir de la dltima imagen del sistema, se generd un archivo de coordenadas en formato
PDB que se procesd y sincronizdé con el paquete pdbeditor (Lee y Kim, 2009) 2009) para que
cumpliera con los formatos oficiales del Protein Data Bank. El modelo se encuentra disponible por

medio de peticidon al correo electronico julianpc@unpa.edu.mx.

El modelo final de SUB1A-1 que se obtuvo, tiene mejores pardmetros computacionales que
el propuesto por Prajapati y cols. (2013) al considerar la realidad biolégica del ERF SUB1A-1, y
complementar los analisis realizados con el C Score, verificacion por PDB y analisis de angulos

diedros presentados en forma de mapa de Ramachandran.

200 -

. e

,‘

~\ "'S]
.o 1 Jln i

-100
m'i
N\ ' ®, y
-2(X)
-200 -1(K) o} 100 200

Phij
Figura 5.15: Mapa de Ramachandran para el modelo final de la proteina SUB1A-1. En cuadros sélidos en

negro se representan los puntos obtenidos por medio del algoritmo g_rama; en trazo azul, zonas de alto
valor estructural; en trazo parpura, zonas de valor estructural medio-alto.
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5.9. Acoplamiento del modelo de proteina con un segmento de ADN

afin

El modelo de la proteina SUB1A se acopld a lasecuencia de ADN TAGCCGCCAGCGCTGGC-
GGCTA (PDBID: 1GCCxB:C) por medio de los paquetes de software Vinay CLC DrugDiscovery.
Sin embargo, el tamafo del sistema super6 las capacidades de ambos paquetes. Asi, se optd por
el uso del servidor especializado NPDock (http://http://genesilico.pl/NPDock/,Tuszynska y cols.,
2015) que se aliment6 de forma separada con los 2 archivos, el de SUB1Ay el de lasecuencia de
DNA. Con ellos, se realiz6 una corrida sin restricciones de 5000 pasos, refinados por el método
estadistico Monte Carlo y arroj6 un PDB con el modelo ilustrado en la Figura 5.16. Se observa
como el dominio AP2 es la zona que interactia con el DNA, tal y como se reporté previamente en
la literatura a partir de estructuras determinadas experimentalmente (Read y cols., 2016).

Dada la alta homologia de los dominios AP2 de los ERFs se puede hipotetizar que el resto de

los genes SUBL son también elementos funcionales, al menos a nivel de este dominio.

5.10. Localizacién estructural de dominios

Una vez obtenida la imagen tridimensional del sistema, se us6 el paquete PyMOL para la
visualizacion de los dominios encontrados con el paquete bioinforméatico MEME (Tabla 5.2). Una

vista general de la posicion espacial de estos dominios se muestra en la Figura 5.17.

Tabla 5.2: Dominios encontrados en la secuencia de SUB1A con ayuda del paquete MEME

Dominio Secuencia Residuos Funcién putativa
N-terminal MCGG(A/I)L 1.7 Sensor de oxigeno
CMVII-5 (LWS) LWS(I/L/Y)DE*N 58:66 Promocién de transcripcion
CMVII-3 [E/A]****[R/K]**[K/S] 38:43 localizacién nuclear
AP2 Apéndice A.1.1 121:179 uniéon a DNA
CMVII-6 E D*R**D*GDG**E*D 15:26 inhibicién de transcripcion
CMVII-8 y ****g y d *| ***f 227:239 desconocido

5.10.1. Posicion del dominio AP2

La proteina SUB1A-1 se analizé por visualizacién con el paquete de software PyMOL (Schro-

dinger inc, DelLano, 2002). Con el paquete MEME Suite se ubicaron en ella las posiciones de los
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6 dominios presentes en la proteina SUB1A-1 caracteristicos de los ERFs (Tabla 5.2).

Figura 5.16: Acoplamiento del modelo de SUB1A-1 obtenido y una secuencia de ADN afin

5.10.2. Posicién del dominio N-terminal

Después de analizar el plegado de la proteina obtenido por MD, se puede proponer que el do-

minio N-terminal de la proteina SUB1A-1 se encuentra proyectado desde el centro de la estructura
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Figura 5.17: Posicion de los dominios en el modelo de SUB1A-1. En amarillo, el dominio AP2; en azul el
dominio N-terminal; en rojo, el dominio LWS; en verde, el dominio CMVII-3; en naranja el dominio
CMVII-6; en cian el dominio CMVII-8.

entre dos grupos voluminosos formados por la estructura que adoptan las regiones adyacentes
al dominio AP2 formadas por aproximadamente 30 aminoacidos Figura 5.18. En base a la fle-
xibilidad aparente de estas regiones, se puede proponer que este factor de transcripcion sufre
modificaciones estructurales una vez que la estructura del complejo SUB1A-ADN se estabiliza
para distribuir la energia potencial de unién entre las cadenas laterales, lo cual, podria suponer
un sistema de regulacion estereoespacial que expondria o protegeria a este dominio de la oxida-
cion N-terminal. Si el dominio de oxidacion requiere de este sistema de activacion/desactivacion
para promover la transcripcién de los GCH es de suponerse que cualquier adicion espacial como
la de un marcador inmunoldégico tipo FLAG (Figura 5.19) propiciaria el bloqueo de este sistema,
impidiendo con ello la regulacion de la proteina SUBL1A-1 y por ende, explicaria la mayor inten-
sidad de los fenotipos cuando ese dominio esta protegido. La falta de tolerancia a la inundacion
que se observa en los individuos transformados con estos cassettes, en especial aquellos de las

lineas 35S-F-SUB1A, son el reflejo de la carencia de este sistema de regulacion.
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Figura 5.18: Posicion del N-terminal en Modelo final de la proteina SUB1A-1 sin la metionina-1; en rojo
y azul los dominios abultados derecho (residuos 26:61) e izquierdo (residuos 234:272); en verde el dominio
N-terminal (residuos 2:7); en amarillo, la cisteina 2, en naranja el grupo sulfidrilo.

Los factores de transcripcién requieren de estos mecanismos estereoespaciales de control
para poder interactuar con las proteinas que regulan sus actividades. Aunque para SUB1A-1
se han determinado varias proteinas de identidad desconocida como interactuantes, alun no se
conoce su importancia biolégica (Seo y cols., 2011). Para los ERFs de Arabidopsis, si se han
demostrado varias interacciones proteina-proteina relevantes como el caso de las PCO, ACBP1
y de HYPOXIA RELATED ELEMENT 1 (HREL1), todos responsables de bucles autoregulatorios
(Gibbs y cols., 2014 ;Weits y cols., 2014; Lee y cols., 2011). Incluso, Bui y cols. (2015) determinaron
que en la secuencia de los ERFs RAP2.12 y RAP2.2 existen dominios que realizan funciones

contradictorias de promocion y represion de la expresién Figura 1.5.
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6.1. Conclusiones

Mediante el estudio de lineas transgénicas de Arabdiopsis thaliana transformadas con cas-
settes de expresion que poseen al dominio N-terminal MCGGIL con o sin proteccion de una
secuencia FLAG, se pudo demostrar que este dominio es funcional. Al estar protegido, se obser-
varon fenotipos de floracién tardia, hojas redondeadas, senescencia temprana y acumulacién de
almidén més intensos que cuando se encontrd expuesto y susceptible a regulacién, probablemen-
te por el mecanismo de degradacion proteosémica de la regla N-terminal. Estas observaciones

confirmaron la hipétesis inicial del trabajo.

No obstante lo anterior, no se pudo obtener un fenotipo de tolerancia aumentada al estrés por
inundacion con ninguna combinacion de gen SUBL, promotor inducible por inundacién o constitu-
tivo, ni funcionalidad del dominio N-terminal. Desde el punto de vista biotecnolégico, si se logré
recuperar la fertilidad y el crecimiento normal de las lineas transgénicas mediante la exposicion

del dominio N-terminal al entorno.

Con el uso de herramientas computacionales, se logré obtener un modelo teérico de la protei-
na SUB1A-1 compatible con los pardmetros caracteristicos de estructuras proteicas determinadas
experimentalmente. El analisis de este modelo permitié identificar en la estructura de SUB1A-1 a
varios dominios de los ERFs de la subfamilia VII. De especial importancia, el dominio N-terminal
se encontr6 expuesto en la superficie de la proteina entre dos bloques de aminoacidos com-
puestos por bucles y a-hélices de aparente movilidad elevada que sugieren la presencia de un
mecanismo de regulacién estereoespacial. Proponemos que involucrard a las proteinas del me-

canismo proteolitico N-terminal, como ATE, PRT, PCO y el proteosoma.

Los resultados de los experimentos de fisiologia vegetal y quimica computacional aqui pre-
sentados, pueden ser utilizados en el futuro para disefiar mejores estrategias biotecnoldgicas con
el fin de obtener plantas con mayor tolerancia a la inundaciéon, mayor acumulacién de almidén y

menores efectos indeseados en el desarrollo vegetal.
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6. Conclusiones y Perspectivas

6.2. Perspectivas

Con la informacion aqui presentada, se propone que los futuros estudios biotecnoldgicos que
pretendan transferir la caracteristica de tolerancia a la inundaciéon conferida por SUB1A-1 que se
ha observado en el arroz, deben realizarse en un fondo genético diferente a Col-0, en especial,
alguno menos tolerante de forma natural como un paso previo para su implementacion en cultivos
comerciales.

Estos estudios, también deberan ampliar la cantidad de promotores probados para modificar
la etapa de desarrollo, la intensidad y la localizacion de la expresién del gen SUB1A-1 para lograr
plantas con caracteristicas biotecnoldgicas de interés. Por ejemplo, para el caso de la inundacién
se pueden probar promotores sensibles a menor intensidad luminosa capaces de detectar el ad-
venimiento de una tormenta o promotores activados por quimicos. Para el caso de la acumulacién
de almiddén, promotores que respondan a etapas del desarrollo no juveniles o especificos de hojas
maduras.

La demostracién experimental y tedrica de que la exposicion del dominio N-terminal de SUB1A-
1 incide en el fenotipo de la planta, muy probablemente por la estabilidad de la proteina, indica
que el cambio de promotores serd efectivo s6lo si siempre se utiliza una version no susceptible
a regulacion proteolitica. Esto puede ser por medio de bloqueo con otros amino acidos (como el
aqui probado), mutagénesis sitio-especifico de la cisteina 2, o la remocién total del dominio.

El tren de andlisis biocomputacional propuesto en esta tesis, se puede utilizar para disefiar
simulaciones complejas de interaccion de SUB1A-1 (u otros ERFs) con otras moléculas, como
el oxigeno, reguladores proteicos y secuencias de DNA. También se puede usar para proponer
estructuras de proteinas, que al igual que SUB1A, s6lo se conoce una porcion de su estructura

determinada experimentalmente.
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A. Anexos

A .1,

A.l1.1.

A.l1.2.

Secuencias de SUBIA

Nucleoétidos

ATGTGTGGAGGAGAAGTGATCCCCGCCGACATGCCGGCGGCGCCGTTCACGCCACGCCACGGCGACGGC
GAGACATGGGTTGACAGAAAGAGGAGGAACAAGAAGAAGAGGAAGCGCGGCGCCGACGAAGAATGGGAG
GCCGCCTTCCAGGAGTTCATGGCTGCTGACGACGACGACGACGGCGGCGGACTCGTGTTAAGTAGTAAA
TCTTTGGTGTTGAGGTCACCAGGTGAAAATGATGCAGGCCGGGGCGCCGCCGCCACCATGTCCATGCCG
CTGGACCCCGTGACCGAGGAGGCCGAGCCGGCGGTGGCTGAGAAGCCTCGCCGGCGCCGGCCGAGGCGEG
AGCTACGAGTACCACGGCATCCGGCAGCGGCCGTGGGGGCGGTGGTCGTCGGAGATCCGCGACCCCGTC
AAGGGCGTCCGCCTCTGGCTCGGCACCTTCGACACCGCCGTCGAAGCCGCGCTCGCCTACGACGCCGAG
GCCCGCCGCATCCACGGCTGGAAAGCCCGGACAAACTTCCCACCCGCCGATCTTTCTTCGCCGCCGCCG
CCGTCGCAGCCGCTCTGCTTCTTGCTCAACGACAACGGCCTCATCACAATCGGAGAAGCGCCGACCGAC
GACGCCGCGTCGACGTCGACGTCGACGACGGAGGCGTCCGGCGACGCGCGCATACAACTGGAGTGCTGC
TCGGACGACGTGATGGACAGCCTCCTCGCCGGCTACGACGTGGCCAGCGGCGACGACATATGGACATGG
ACATCTGGAGCCTCCTCCACCTCTGTTAACCAAGAGATCAAGACCCCATCGATCCACCAAAACATATCA
TATGCAGGGGAAGCCTGA

Aminoacidos

La region en color azul corresponde al dominio AP2

MCGGEVIPAD MPAAPFTPRH GDGETWVDRK RRNKKKRKRG ADEEWEAAFQ EFMAADDDDD
GGGLVLSSKS LVLRSPGEND AGRGAAATMS MPLDPVTEEA EPAVAEKPRR RRPRRSYEYH
GIRQRPWGRW SSEIRDPVKG VRLWLGTFDT AVEAALAYDA EARRIHGWKA RTNFPPADLS
SPPPPSQPLC FLLNDNGLIT IGEAPTDDAA STSTSTTEAS GDARIQLECC SDDVMDSLLA
GYDVASGDDI WTWTSGASST SVNQEIKTPS ITHQNISYAGE A

Al
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A .2. Configuraciones de ciclos para PCR

Tabla A.1: PCR con GoTaq Green

Paso Temperatura Duracion Repeticiones
Desnaturalizacion inicial 95 3 min 1
Desnaturalizacion 95 30s
Alineamiento 55 30s 35
Extension 72 1 min
Elongacion final 72 2 min 1

Marcador de peso molecular
Se utilizé el marcador de peso molecular GeneRuler ADN Ladder Mix (Thermo Scientific #

SM0331), con la proporcion recomendada por el fabricante de 1N de Ladder de ADN con 1 /N de
buffer de carga 6X Loading Dye Solutiony 4 N de ddH20 para un volumen de carga de 6 /.

A.3. Primers utilizados para PCR

Los primers utilizados se disefiaron en el laboratorio de Biotecnologia vegetal de la Universi-

dad del Papaloapan y se sintetizaron por la empresa Macrogen

Set de primers para la amplificaciéon del gen de TUBULIN2 de Arabidopsis thaliana
(TUB2)

Se disefiaron con seguro contra contaminacién por ADN gendmico al amplificar una region de

667 pb cuando existen intrones y 166 pb de la secuencia madura ((Wenkel y cols., 2006)).

Primer Secuencia Tm(C) %GC

Directo 5-GAGCCTTACAACGCTACTCTGTCTGTC-3’ 69.8 51.8
Reverso 5-CACCAGACATAGTAGCAGAAATCAAG-3’ 64.7 42.3

A.2. Configuraciones de ciclos para PCR A2
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Set de primers para la amplificacién de SUBIA

Los primers utilizados para la amplificacion de los genes SUB1A y SUB1C se obtuvieron de
acuerdo a lo reportado por Fukao y cols. (2009). El tamafio del amplicon se calculé en 101 pb con
ayuda del algoritmo PCR test de la Sequence Manipulation Suite (Stothard, 2000), disponible en:

http://www.bioinformatics.org/sms2/index.html.

Primer Secuencia e & %GC
Directo 5-GACAAACTTCCCACCCGC-3’ 53 61.11
Reverso 5-GCGCTTCTCCGATTGTGATG-3’ 54 55.00

Set de primers para la amplificacién de SUB1C

El tamafio del amplicén se calculé en 90 pb con ayuda del algoritmo PCR test de Sequence

Manipulation Suite (Stothard, 2000)

Primer Secuencia %GC
—i3 0

Directo 5-ATACTCATCGAGTGCTGCTCCGAC-3’ 59 54.17

Reverso 5-TTAGCTCCAGAAGCGCATGTC-3’ 52 50.00

A.4. Composicién de las soluciones utilizadas

A.4.1. Formaldehido - Buffer de fosfatos pH 6.6

Se siguid el protocolo de la Universidad de California en Berkeley. Se prepararon 100 ml de
soluciones stock como sigue:
Solucién 1: Stock 1M de Fosfato de potasio monobéasico (KH2PO4)

Se afiadieron 13.06 g de fosfato de potasio monobasico (Sigma Aldrich) a 100 ml de deH20,

se mezcld vigorosamente con ayuda de un vortex hasta lograr la disolucién completa.

Solucién 2: Stock 1M de Fosfato de potasio dibasico (K2HPO4)

Se afiadieron 17.42 g de fosfato de potasio dibésico (J.T. Baker) a 100 ml de deH20, se mezclé

vigorosamente con ayuda de un vortex hasta lograr la disolucion completa.

A.4. Composicién de las soluciones utilizadas A3
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Posteriormente, se mezclaron 7.62 ml de la solucion 1con 12.38 ml de la solucién 2, esta mez-
cla se afadi6é a 180 ml de deH20. Finalmente, se afiadieron a la mezcla 7.612 ml de formaldehido

el solucion al 37%.

A.4.2. Solucién de yodo Lugol

En un volumen de 300 ml se afiadieron:

m 1 g de Yodo sublimado (12, Quimica Meyer) en perlas previamente maceradas en mortero

m 2 g de Youro de potasio granulado (KI; J. T. Baker)

La mezcla final (KI 2% w/v, 12 1% w/v) se agité por 30 min con ayuda de un agitador magnético

en un contenedor cubierto con papel aluminio.

A.4.3. Gel de agarosa al 1.6% w/v

Se afiadieron 200 ml de buffer TAE 1X a 3.2 g de agarosa (lbi Scientific, IB70040) y se fundie-
ron completamente con ayuda de un horno de microondas (Daewoo KR 16) en intervalos de 30 s
de operacion. Ya fundida, la solucién fue vertida en los moldes apropiados previamente nivelados,

se dejoé reposar durante 20 min para su solidificacion.

A.4.4. Gel de agarosa al 2% w/v

Se afiadieron 200 ml de buffer TAE 1X a 4 g de agarosa (lbi Scientific, 1B70040)) y se fundieron
completamente con ayuda de un horno de microondas (Daewoo KR 16) en intervalos de 30 s de
operacién. Ya fundida, la solucién fue vertida en los moldes apropiados previamente nivelados,

se dejoé reposar durante 20 min para su solidificacion.

A.45. EtBr/TAE 1X

A 20 ml de solucion TAE 50X se le afiadieron a 980 ml de dH20y se mezclaron por agitacion
manual. Posterioemente se afiadieron 40 ™ de EtBr de un stock de 10 mg/ml w/v y se cubrié de

la luz con envoltorio de papel aluminio.

A.4. Composicién de las soluciones utilizadas A4
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A.5. Algoritmo de regresion lineal en Fortran 2008 para calcular el

LTso

PROGRAM regresionlineal
IMPLICIT NONE

REAL :: m, a, b, r, sum_x, sum_y, X_prom, y_prom, sum_Xy, Ssum_Xxc, sum_yc
REAL :: ra, rtb, rc, rd, p3, p2, pl

INTEGER, PARAMETER :: n_max=100

INTEGER :: n, i, stl , st2 , st3 , st4 , st5 , st6 , st7

REAL, ALLOCATABLE, DIMENSION (:)::x,s,sc,scc , Yy, yr, Xr
sum_xy=0;
sum_xc=0;
sum_yc=0;
sum_x=0
write (* ,*) ’'Leerucantidad udeupuntosuauanalizar’
read (* ,*) n
DO i=1,n
write (* ,*) 'Leerucoordenadasu(x ,y)udel upuntou ', i
read (* ,*) x(i), y(i)
sum_x=sum_x+x( i)
sum_y=sum_y+y (i)
END DO
X_prom=sum_x/n
y_prom=sum_y/n
DO i=1,n
s(i)=x(i)*y(i)
sum_xy=sum_xy+s (i)
sc(i)=x(i)**2
sum_xc=sum_xc+sc (i)
scc(i)=y(i)**2
sum_yc=sum_yc+scc (i)
END DO

m=(n*sum_xy-sum_x*sum_y)/ (n*sum_xc— (sum_x**2));

A.5. Algoritmo de regresion lineal en Fortran 2008 para calcular el LT50 A5



b=y_prom-m*x_prom ;

ra = ((n*sum_xy) — (sum_x*sum_y));
rb = ((I"I *SUm_XC) — (Sum_x**z)) *% 0.5;

rc = ((n*sum_yc) — (sum_y ** 2)) ** 0.5;

rd=rb*rc;

r=(ra/rd)**2

write (* ,*) ’'laupendienteuesu m
write (* ,*) ’'lauordenadaua luorigen ues :u’', b
write (* ,*) ’'eluvalorudeur"2udeulauregresionues:u’, r, '%

END PROGRAM regresionlineal

A.6. Configuraciones de las diferentes etapas de simulacion

Tabla A.2: Valores utilizados en la configuracién de la minimizacién de energia

Campo

Valor maximo de energia
Valor de paso de iteracién
NUumero de pasos

Frecuencia de lista de vecinos
Método de lista de vecinos
Radio de corte

Radio de corte coulémbico
Radio de Van der Waals

Valor

1000
0.01
50000

grid

Unidades Comentario

KJ/mol/nm
KJ/mol/nm
valor maximo
pasos

nm
nm
nm

Tabla A.3: Valores utilizados en la configuracion de la simulacién NVT

Campo

Integrador

Valor de paso de tiempo
Frecuencia de lista de vecinos
Radio de corte

Radio de Van der Waals
Radio de Coulomb
Temperatura

Valor Unidades Comentario
Leapfrog
2 fs
10 pasos
1.4 nm
1.4 nm
1.4 nm
300 K

A.6. Configuraciones de las diferentes etapas de simulacion
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Tabla A.4: Valores utilizados en la configuracion de la simulacion NPT

Campo Valor Unidades Comentario

Integrador Leapfrog

Valor de paso de tiempo 2 fs

Frecuencia de lista de vecinos 10 pasos

Radio de corte 14 nm

Radio de Van der Waals 1.4 nm

Radio de Coulomb 14 nm

Temperatura 300 K

Presién 1 bar

Compressibilidad

4.5*10-5 bar-1

Tabla A.5: Parametros utilizados en la etapa GSA

Campo

Integrador

Valor de paso de tiempo
Frecuencia de lista de vecinos
Radio de corte

Radio de Van der Waals
Radio de Coulomb

Presion

Temperaturas (incremento)
(Reduccién)

(Estabilizacion)

Valor Unidades
Leapfrog
2 fs
10 pasos
14 nm
14 nm
14 nm
1 bar

300 330 360 390 420 450 480 510
480 450 420 390 360 330 300
300 300 300 300 300 300

A.6. Configuraciones de las diferentes etapas de simulacién
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