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RESUMEN 

El incremento de la temperatura media global del planeta debido a la acumulación de gases de 
efecto invernadero en la atmósfera provocará cambios en el entorno fisicoquímico de la pedósfera 
como desertificación, erosión, salinización y cambios en los patrones e intensidades en los patrones 
de lluvia, diversos estudios plantean diversos escenarios para final de la centuria los cuales en mayor 
o menor grado estiman la pérdida de miles de especies de plantas y animales así como el riesgo en 
la seguridad alimentaria debido al fallo en la sustentabilidad la cual depende de los cultivos de 
importancia agrícola. Estos efectos adversos en la biósfera y sus componentes biocenóticos como 
las plantas se verán afectados por condiciones meteorológicas como la sequía, en cambios químicos 
como la acumulación de sales en el suelo y electromagnéticos como la luz ultravioleta, generando 
incluso riesgo de extinción en especies sensibles y el riesgo en la seguridad alimentaria en el caso 
de la plantas de interés agrícola debido al bajo rendimiento generado por estos tipos de estrés 
abiótico o sus combinaciones. 

Las plantas al ser organismos sésiles han desarrollado estrategias evolutivas para adaptarse  
condiciones específicas del entorno y estas se rigen por la selección natural durante periodos largos 
de tiempo en términos evolutivos como la sustitución de hojas por espinas, modificación de 
estomas, raíces profundas, acumulación de agua en raíces, preferencias en rutas metabólicas, por 
citar algunas; a la par de estas adaptaciones evolutivas especializadas, han desarrollado una batería 
de estrategias para contender o hacer frente a condiciones adversas súbitas del entorno 
permitiéndoles mecanismos de diversos respuestas como un “ajuste metabólico” que les permite 
adaptarse  hasta que las condiciones medias del entorno se reestablezcan mediante la acumulación 
de metabolitos involucrados en el ajuste osmótico, mecanismos de contención como proteínas 
protectoras de estructuras celulares, péptidos involucrados en la acumulación de iones en contra 
de un gradiente y aumento de turgencia vacuolar, entre otros, todos estos mecanismos obedecen 
a un “circuito biológico” de señalización, transmisión y amplificación de la señal hasta el núcleo, en 
donde se genera un cambio en la expresión genética de activación y supresión en la expresión de 
diversos genes cuya consecuencia será la “adaptación de novo o súbita a las condiciones externas, 
con una mayor probabilidad de supervivencia.  

Estos mecanismos de expresión génica pueden ser generales o de respuesta específica y están 
comandados por un grupo de genes ampliamente distribuidos y conservados en los tres dominios 
biocenóticos, los cuales son indispensables para la homeostasis de todas las formas de vida hasta 
ahora conocidas ya que de su regulación dependen funciones generales para el correcto 
funcionamiento de una célula o un organismo o para contender contra condiciones de estrés. Los 
primeros son los llamados Factores Generales de la Transcripción y tan sólo en Arabidopsis se estima 
que existen alrededor de 1, 800 de estos factores, sin embargo, muy poco se sabe sobre su papel 
en respuesta a condiciones de estrés abiótico como sequía, calor y salinidad. 

En este trabajo se reporta el estudio de miembros de la familia de los Factores Generales de la 
Transcripción TFIIB tales como TFIIB1, BRP1, BRP2, BRP3 y BRP4 en diversas condiciones de estrés 
abiótico como deshidratación, salinidad, calor y bajas temperaturas en diversos estadios de 
desarrollo y tejidos específicos de la planta modelo Arabidopsis thaliana,siendo el Splicing 
alternativo de TFIIB1 por retención de intrón lo más relevante y novedoso que aporta esta 
investigación.  
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ABSTRACT 

The increase in the global mean temperature of the planet due to the accumulaƟon of greenhouse 
effect gases in the atmosphere will cause changes in the physicochemical environment of the 
pedosphere such as deserƟficaƟon, erosion, salinizaƟon and changes in the paƩerns and intensiƟes 
of rainfall paƩerns, several studies propose various scenarios for the end of the century which, to a 
greater or lesser degree, esƟmate the loss of thousands of species of plants and animals as well as 
the risk in food security due to failure in sustainability, which depends on crops of agricultural 
importance. . These adverse effects on the biosphere and its biocenoƟc components such as plants 
will be affected by meteorological condiƟons such as drought, in chemical changes such as the 
accumulaƟon of salts in the soil and electromagneƟcs such as ultraviolet light, generaƟng even risk 
of exƟncƟon in sensiƟve species and the risk in food safety in the case of plants of agricultural 
interest due to the low yield generated by these types of abioƟc stress or their combinaƟons. 

Plants, being sessile organisms, have developed evoluƟonary strategies to adapt to specific 
environmental condiƟons. These are governed by natural selecƟon for long periods of Ɵme in 
evoluƟonary terms, such as replacing leaves with thorns, modifying stomata, deep roots and water 
accumulaƟon in roots, preferences in metabolic routes, to name a few; Along with these specialized 
evoluƟonary adaptaƟons, they have developed a baƩery of strategies to contend or deal with 
sudden adverse environmental condiƟons, allowing them mechanisms of various responses such as 
a “metabolic adjustment” that allows them to adapt unƟl the average environmental condiƟons are 
re-established. Through the accumulaƟon of metabolites involved in osmoƟc adjustment, 
containment mechanisms such as protecƟve proteins of cellular structures, pepƟdes involved in the 
accumulaƟon of ions against a gradient, and increased vacuolar turgor, among others, all these 
mechanisms obey a "circuit biological "signaling, transmission and amplificaƟon of the signal to the 
nucleus, where a change is generated in the geneƟc expression of acƟvaƟon and suppression in the 
expression of various genes, the consequence of which will be the" de novo or sudden adaptaƟon 
to external condiƟons, with a higher chance of survival. 

These gene expression mechanisms can be general or specific response and are commanded by a 
group of genes that are widely distributed and conserved in the three biocenoƟc domains, which 
are essenƟal for the homeostasis of all forms of life known so far since their regulaƟon depends on 
general funcƟons for the proper funcƟoning of a cell or an organism or to contend against stressful 
condiƟons. The first are the so-called General TranscripƟon Factors and only in Arabidopsis it is 
esƟmated that there are around 1,800 of these factors, however, very liƩle is known about their role 
in response to abioƟc stress condiƟons such as drought, heat and salinity. 

This work reports the study of members of the family of General TranscripƟon Factors TFIIB such as 
TFIIB1, BRP1, BRP2, BRP3 and BRP4 in various abioƟc stress condiƟons such as dehydraƟon, salinity, 
heat and low temperatures in various stages of Development and specific Ɵssues of the model plant 
Arabidopsis thaliana. 
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I. INTRODUCCIÓN 

La temperatura media global del planeta tierra está incrementando a una razón de  entre   ̴0.1°C y   
 ̴0.3 °C por década después de la era industrial, esta diferencia entre las temperaturas medias 
actuales con respecto a las anteriormente registradas a la era industrial se le llama calentamiento 
global, esto debido a las altas concentraciones de gases de efecto invernadero presentes en la 
atmósfera, siendo el CO2 el de mayor concentración, lo que traerá como consecuencias el 
calentamiento de la pedósfera provocando un aumento en la fuerza radiativa del planeta, 
generando el llamado efecto invernadero, este aumento en la temperatura media global tendrán 
efectos adversos en los sistemas biológicos, se estima que para el año 2050 se extinguirán entre 20, 
000 y 70, 000 especies vegetales como consecuencia directa de las alteraciones del entorno físico-
químico debido al cambio climático. 

Las modificaciones del entorno fisicoquímico que se desvían de la tendencia y que influyen de 
manera adversa a un sistema biológico como lo es una planta se conocen en conjunto como estrés 
abiótico, cuyas consecuencias fisiológicas, bioquímicas, celulares y moleculares son diferentes de 
las observadas bajo condiciones óptimas. Dentro de las condiciones de estrés abiótico más comunes 
que comprometen el desarrollo idóneo encontramos la sequía y la salinidad, las cuales de acuerdo 
con la intensidad-concentración, periodo de exposición, combinaciones con otros factores y estadio 
de desarrollo de la planta puede comprometer incluso la sobrevivencia de esta.  

Las plantas responden a estas variaciones del entorno para mantener su homeostasis a partir de 
varios procesos de expresión génica, con repercusión a nivel bioquímico, celular y fisiológico. El 
esquema general inicia con la percepción de la señal derivada del estrés, la cual es transferida al 
núcleo en donde un conjunto de elementos regulatorios en cis y en trans constituyen la maquinaria 
que regula los cambios en la expresión génica para contender contra el estrés, existen dos grandes 
categorías de los elementos en trans; los primeros son el producto de los genes de respuesta; los 
llamados “efectores” y que están involucrados en contrarrestar directamente el estrés, por ejemplo, 
genes que codifican para proteínas tipo LEAs, chaperonas, proteínas canal, enzimas de diversas 
funciones, entre otras; por otro lado, están los genes involucrados en las vías de señalización y 
regulación de la expresión, este último proceso es el que finalmente estará coordinando la expresión 
de una gran diversidad de genes que constituyen el intento de la planta para mantener las 
condiciones internas óptimas  ante las adversidades del entorno, estos elementos en trans que son 
clave para la regulación de la expresión bajo regímenes de estrés, son los llamados factores de 
transcripción, los cuales son los principales reguladores del control transcripcional.  

Se estima que Arabidopsis posee cerca de 1,800 factores de transcripción, aproximadamente 7% del 
genoma de esta planta. Además de existir factores específicos para diversas condiciones, existen los 
llamados factores generales de la transcripción, los cuales se consideran indispensables para el 
desarrollo óptimo de la planta. Aunado a esto, la diversidad y funciones pueden verse 
incrementadas por procesos de edición alternativa del transcrito que pueden generar proteínas con 
funciones, localizaciones o interacciones diferentes a las formas canónicas.  

Reportes previos demuestran que el factor de transcripción general TFIIB está involucrado en la 
respuesta a estrés abiótico en levadura, cítricos y tilapia. En este trabajo se reporta el análisis de 
expresión en condiciones de estrés de algunos miembros de la familia TFIIB como TFIIB1, BRP1, 
BRP2, BRP3 y BRP4 en Arabidopsis thaliana. El análisis de las regiones promotoras demostró que 
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poseen diversos elementos de respuesta a estrés, mientras que el análisis transcripcional mediante 
microarreglos de líneas mutantes insercionales en TFIIB1 y BRP4 muestra diversos genes regulados 
significativamente, los análisis por RT-PCR muestran que BRP2, BRP3 y BRP4 son preferencialmente 
expresados en tejidos de flor, mientras que TFIIB1 y BRP1 son constitutivos, además, TFIIB1 exhibe 
un splicing alternativo mediante la retención del tercer intrón bajo condiciones específicas de estrés 
salino, calor y deshidratación, generando un marco de lectura con un codón de término prematuro. 
y que pudiera ser regulado transcripcionalmente por el sistema Regulated Unproductive Splicing and 
Translation (RUST) o de traducirse, estaría actuando como un péptido de interferencia al carecer de 
un dominio ciclina, pudiendo tener funciones regulatorias en los procesos de expresión génica bajo 
estrés abiótico en un amplio y vasto  número de genes dependientes de la RNA pol II y genes 
poseedores de caja TATA en sus promotores. 

II. ANTECEDENTES 

1.  CALENTAMIENTO GLOBAL  

En 1960 Charles Keeling (Keeling, 1960) alertó por primera vez sobre el incremento en la 
concentración de CO2 en la atmósfera y su correlación con el incremento de la temperatura media 
global (TMG), actualmente existen cuatro plausibles escenarios considerados por el IPCC (Allen, et 
al., 2018; www.ipcc.ch/) para estimar las concentraciones de CO2 y la TMG para el año 2100, estos 
parámetros llamados “Trayectorias de concentración representativas” (RCP) contemplan las 
probables concentraciones de los gases de efecto invernadero (GHG) que pudieran presentarse al 
final del siglo XXI y sus efectos en la TMG. Tales índices consideran las concentraciones de diversos 
GHG en ppm usando CO2 eq como referencia por ser el GHG con mayor concentración en la 
atmósfera, el cual es derivado de actividades antropogénicas (Walsh, et al., 2014) y cuya presencia 
en la atmósfera genera un aumento en el índice del forzamiento radiativo (FR) total del planeta 
expresado en Watts m-2 favoreciendo un aumento en la temperatura de la pedósfera por su 
capacidad de retención de energía infrarroja. El primer escenario plantea una posible mitigación y 
reducción en la concentración de los GHG en 421 ppm y proyecta un FR de 2.6 W m-2, a este primer 
escenario se le llama RCP2.6 (van Vuuren et al., 2006; 2007); dos escenarios de estabilización RCP 
4.5 (Smith and Wigley; 2006; Clarke et al., 2007; Wise et al., 2009) y RCP6 (Fujino et al.; 2006; Hijioka 
et al., 2008) y uno final que sigue la tendencia actual del incremento de las emisiones de GHG 
llamado RCP 8.5 (Rao & Riahi; 2006; Riahi et al., 2007; 2011) los cuales se muestran en la tabla 1. 

Estos cuatro posibles escenarios tienen en común la clara tendencia en que la acumulación de los 
GHG (Sillmann, et al., 2017) aumentarán la TMG  de la superficie del planeta, cuyas estimaciones 
oscilan  entre   ̴0.9°C (RCP2.6) y   ̴5.4°C (RCP8.5) al final del sigo, las cuales provocarán aumentos en 
la temperatura del aire, en la temperatura máxima diaria por mes (Wang, et al., 2017) generando 
sequías, desertificación y erosión en diversas zonas (Huang, et al., 2015), mientras que en otras el 
aumento en el volumen, intensidad y  mayor prevalencia en los días de lluvia generando 
precipitaciones extremas e inundaciones ( Alexander, 2016, Dittus, et al., 2018) y finalmente el 
derretimiento de la criósfera aumentando el nivel oceánico (Mengel, et al., 2018, Overland, et al., 
2018, Schlosser, et al., 2018). 
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2. IMPORTANCIA DE LAS PLANTAS  

Las bases de datos “The plant list” (www.theplantlist.org) y “World flora online” 
(www.worldfloraonline.org) estiman que existen más de 350, 000 especies de plantas, mientras que 
la “Estrategia Mundial para la Conservación de las Especies” (GSPC, 
https://www.cbd.int/gspc/intro.shtml) estima que pudieran estar  en el orden de 400, 000 especies, 
por lo que las embriofitas constituyen el mayor grupo taxonómico de organismos terrestres; las 
plantas están involucradas de forma directa o indirecta en los ciclos biogeoquímicos de diversos 
elementos conformacionales de las macromoléculas que sustentan la materia viva, principalmente 
en el ciclo del carbono; la fotosíntesis, proceso que utiliza el carbono disponible en un entorno 
fisicoquímico como lo es la atmósfera en forma de CO2 gaseoso de donde es tomado e incorporado 
a los sistemas biológicos y por ende a la biósfera mediante un proceso redox de transferencia de 
electrones que convierte energía proveniente del sol en energía química (ATP y NADPH) para 
después ser almacenada al sintetizar moléculas altamente energéticas como los azúcares, este 
sustento energético es transferido a todos los seres vivos mediante redes tróficas perpetuando y 
sustentando la vida en la superficie terrestre al transformar CO2 en materia viva, la importancia de 
la fotosíntesis vegetal en la productividad primaria neta (NPP) y su conversión en biomasa en los 
ecosistemas terrestres es incluso mayor que la mediada por microorganismos fotosintéticos en los 
océanos (Field, et al., 1998, Falkowski, et al., 2008, Zehr & Kudela, 2009, Serret, et al., 2015, Moran, 
et al., 2016, Stein y Klotz, 2016, Hutchins & Fu, 2017). 

La relevancia de las plantas en la biósfera radica en que, al ser productores primarios, son la base 
de las redes tróficas de cualquier ecosistema terrestre que dependa de luz solar y son por tanto  el 
sustento de gran parte de las formas de vida de la geobiósfera, hace aproximadamente   ̴475 
millones de años las embriofitas colonizaron la superficie terrestre y transformar el planeta (Porada, 
et al., 2014, Shaw, 2015, Fischer, et al., 2016, Lenton, et. al., 2016, Morris, et al., 2018) mediante 
procesos evolutivos al desarrollar adaptaciones metabólicas  y estructurales que les permitió 
colonizar la superficie terrestre y especializarse para en un amplio rango de condiciones físicas, 
químicas y radiativas que hoy podemos definir como biocenosis, es decir, los elementos abióticos 
de un ecosistema como son luz, humedad, temperatura, tipos de suelos, por citar algunos ejemplos 
(Kenrick & Crane, 1997, Gensel, 2008, Wellman, 2010, 2014, Edwards, et al., 2014, Boyce & Lee, 
2017, de Vries y Archibald, 2018) cuyas variaciones son mínimas o progresivamente lentas en 

Tabla 1: Potenciales escenarios del forzamiento radiativo al final del siglo XXI; Modificada de 
https://sedac.ciesin.columbia.edu/ddc/ar5_scenario_process/RCPs.html 

[ ] Descripción Modelo IA Referencia 

RCP8.5 Aumento del forzamiento radiativo 
8.5 W/m2 para el 2100. MESSAGE Riahi et al. (2007) 

Rao & Riahi (2006) 

RCP6 Estabilización sin aumento a 6 
W/m2 y estable para el 2100 AIM Fujino et al. (2006)  

Hijioka et al. (2008) 

RCP4.5 Estabilización sin aumento a 4.5 
W/m2 y estable para el 2100 

GCAM 
(MiniCAM) 

Smith and Wigley (2006) 
Clarke et al. (2007) 
Wise et al. (2009) 

RCP2.6 Pico en el forzamiento radiativo ~ 3 
W/m2 antes del 2100 y decreciente IMAGE van Vuuren et al. (2006; 2007) 



Página | 12  
 

tiempos geológicos, permitiendo su adaptación a las nuevas condiciones. Al ser las plantas sistemas 
abiertos desde una perspectiva termodinámica, estas adquisiciones evolutivas favorecidas por la 
presión de selección de las condiciones del entorno también favorece las interacciones con otros 
seres vivos permitiendo un dinámico intercambio de materia y energía, las interacciones pueden ser 
básicamente neutrales, adversas o benéficas, estas últimas importantes para el sustento de la vida, 
ya que las plantas han coevolucionado con diversos organismos para favorecer y optimizar este flujo 
de materia y energía mediante interacciones benéficas tales como polinización, simbiosis, 
mutualismo y protocooperación entre otras, estas relaciones eficientizan y maximizan la 
incorporación de elementos abióticos del entorno, formando parte de los ciclos biogeoquímicos de 
diversos elementos indispensables para la vida, tales como el ciclo biogeoquímico del nitrógeno, el 
cual integra este elemento presente en la atmósfera a la materia viva mediante la fijación biológica 
del nitrógeno y cuya importancia sólo es equiparable con la fotosíntesis (Ahmad, et al., 2019). 

 Diversos estudios han tratado de determinar los posibles efectos en las interacciones debido al 
aumento drástico en la concentración de CO2 en la atmósfera y la TMG, modificando los patrones 
climáticos del mundo y afectando el desarrollo óptimo de las plantas y sus interacciones con otros 
seres vivos (Forrest, 2014, Crowther, et al., 2015, Yuan y Chen, 2015, Meyerholt, et al., 2016, 
Baldocchi, et al., 2016). 

3.  ESTRÉS EN PLANTAS Y SEGURIDAD ALIMENTARIA  

Por lo antes mencionado y tomando en cuenta que las embriofitas son importantes para el sustento 
de virtualmente todas las formas de vida de la superficie debido a la incorporación de carbono en 
forma de azúcares y la fijación biológica de nitrógeno, constituyendo las principales fuentes de estas 
moléculas para el resto de los organismos heterótrofos, es importante señalar que alteraciones 
fisiológicas adversas como la pérdida de agua o la falta de disponibilidad de ésta pueden tener 
consecuencias catastróficas para el resto de los seres vivos que dependen de las plantas en las redes 
tróficas debido a un desajuste y desacoplamiento de diversos procesos biológicos, recientes 
estudios han demostrado que el incremento de la TMG incrementará las sequías por ausencia o 
disminución de precipitaciones, reducción de humedad relativa y evaporación, generando aridez 
(Berg, et al., 2016). 

 Esta condición meteorológica provoca una disminución o ausencia de agua en suelo disminuyendo 
la disponibilidad para las plantas, a su vez, en éstas hay una mayor tasa de evapotranspiración de 
agua a través de los estomas provocando la salida del líquido de las células al espacio extracelular 
reduciendo la turgencia, esta deshidratación sistemática provoca la condición fisiológica de 
marchitez, lo que compromete el desarrollo óptimo de ésta debido a que la homeostasis y la energía 
son canalizadas a expresar mecanismos de sobrevivencia, los cuales, si son superados por una sequía 
intensa, varios episodios de exposición o acompañada de otros tipos de estrés como salinidad y 
factores inherentes a la planta como la etapa de desarrollo y la predisposición genética, entre otros, 
habrá fallo total, provocando la muerte de esta, estos factores abióticos externos se enlistan a 
continuación: 

 Incremento de la temperatura  
 Aumento de la evaporación, disminución o ausencia de precipitaciones                               
 Sequía, la sequía persistente se convierte en aridez 
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 Pérdida de agua en los sistemas biológicos por evapotranspiración, generando estrés 
abiótico                 

 Se genera una respuesta de contención 
  Fallo parcial, la planta sobrevive, se compromete el rendimiento. 
 Fallo total, la planta muere.  

 
Por extensión, los cultivos de importancia agrícola también se verán afectados por las condiciones 
adversas derivadas del cambio climático poniendo en riesgo la seguridad alimentaria, al afectar de 
manera directa a cultivos para alimentación humana o indirecta al afectar cultivos forrajeros, 
aunado a esto, hay un constante aumento poblacional (Ehrlich, et al, 2015, Grafton, et al., 2015, 
Crist, et al., 2017), lo que  a su vez genera mayor demanda de superficies de producción, por lo que 
existen tres principales factores involucrados que ponen en riesgo la seguridad alimentaria:  

1. Incremento de la población humana mundial. 
2. Mayor demanda de áreas destinadas a producción agrícola. 
3. Fallo en el rendimiento de cultivos agrícolas debido al cambio climático. 
 
Por lo tanto, el aumento en la TMG tendrá consecuencias como variaciones en los patrones de lluvia 
anuales, aumento de la temperatura promedio, olas de calor, proliferación de plagas y disminución 
de rendimiento (Raza, et al., 2019). Diversos estudios han estimado un descenso gradual en la 
productividad global de los principales cultivos de importancia agrícola como trigo, arroz, maíz y 
soya para las próximas décadas hasta en un 40%,  este bajo rendimiento está correlacionado con 
los cuatro posibles escenarios de concentración atmosférica de GHG y la TMG siendo la sequía la 
principal causa en la disminución en el rendimiento (Zhao, et al. 2017, Leng y Huang 2017, Leng y 
Hall, 2018). Por lo antes mencionado, es necesario elucidar los mecanismos moleculares que les 
permiten a las plantas hacer frente a las condiciones adversas del entorno y desarrollar cultivos de 
importancia agrícola capaces de tolerar el estrés abiótico en las próximas décadas y garantizar la 
seguridad alimentaria a nivel mundial.  
 
4.  IMPORTANCIA DE ARABIDOPSIS COMO PLANTA MODELO DE ESTRÉS 

Arabidopsis thaliana es la primera planta cuyo genoma ha sido totalmente secuenciado (Schoof, et 
al, 2002, Cheng, et al, 2017), usada ampliamente como organismo modelo en biología vegetal, es 
miembro de la familia Brassicaceae, el  pequeño tamaño de su genoma de aproximadamente 
132Mb, alrededor de 38, 000 loci y codifica para más de 20, 000 proteínas y dispuesto en cinco 
cromosomas haploides, su facilidad de cultivo ofrecen importantes ventajas para la investigación 
básica en las áreas de desarrollo vegetal, biología celular, genética y biología molecular. 
(https://plants.ensembl.org/Arabidopsis_thaliana/Info/Index, Woodward y Bartel, 2018).  

El corto ciclo de vida de la planta, el cual incluye la germinación de la semilla, formación de roseta, 
desarrollo de la inflorescencia, floración, desarrollo de silicuas y maduración de semillas, 
completado en aproximadamente seis semanas. Las flores son de 2mm de largo, se autopolinizan y 
puede haber polinización cruzada artificialmente aplicando polen sobre la superficie del estigma, 
pueden crecer en cámaras de cultivo bajo condiciones adecuadas de luz, temperatura y humedad 
controlada. La floración comienza alrededor de la tercera semana de haberse sembrado y resulta 
en una progresión lineal de producción de flores y silicuas por varias semanas antes de iniciar la 
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senescencia, son fáciles de transformar genéticamente, hacer cultivos in vitro, además de que se 
cuenta con una colección de mutantes insercionales por T-DNA,  es modelo ideal de diversas 
disciplinas además de la genómica como proteómica, metaboloma, transcriptoma, modelo de estrés 
biótico y abiótico (Carneiro, et al, 2015, Provart, et al, 2016).  

Por tanto, Arabidopsis se ha consolidado en el ámbito científico como la planta modelo por 
excelencia,  tan sólo en el año 2019 se registraron 4, 551 publicaciones científicas indizadas 
relacionadas a Arabidopsis en diversos rubros como respuesta a patógenos, caracterización de 
proteínas, desarrollo de estructuras reproductivas, regulación de hormonas, estructuras celulares, 
respuesta a estrés abiótico entre otros. 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=arabidopsis) además de que  existen diversos sitios 
repositorios de secuencias y bancos de semillas las cuales están a disposición de los centros de 
investigación (https://abrc.osu.edu/researchers, https://www.arabidopsis.org/,  
http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/, Tian, et al, 2019,  Jin, et al , 2014, 2015, 2017). 

5.  MECANISMOS DE RESPUESTA AL ESTRÉS 

Las plantas, por ser organismos sésiles, han desarrollado mecanismos evolutivos que les han 
permitido adaptarse a las condiciones específicas del entorno, como por ejemplo las plantas de 
fotorrespiración C4 y CAM, las cuales están más adaptadas a climas cálidos y secos con respecto a 
la mayoría de las plantas de metabolismo C3 (Yamori y Hikosaka, 2014, Bräutigam, et al., 2017), 
poseen también adaptaciones físicas como la sustitución de hojas por espinas, raíces profundas y 
órganos reservantes producto de un proceso de selección natural a largo plazo, pero también 
poseen un bagaje genético que les permite responder de novo a nivel metabólico y 
excepcionalmente físico a variaciones súbitas o fuera del rango en los factores abióticos del entorno 
o combinaciones de estos para mantener la homeostasis, por ejemplo, todas las plantas responden 
a la falta de agua, ya sea con un ajuste osmótico, síntesis de osmoprotectores o proteínas 
chaperonas, pero la susceptibilidad, tolerancia y respuesta dependerá de la intensidad de la 
deshidratación, la cual, si excede los rangos limítrofes a la capacidad de respuesta, hay fallo y la 
planta muere, así, todas las plantas poseen mecanismos de respuesta a una deshidratación anormal 
o atípica que comienzan a salir de sus rangos idóneos, pero esta será diferente entre las especies 
adaptadas evolutivamente a un entorno cálido y seco con respecto a las adaptadas evolutivamente 
a un entorno lluvioso y húmedo. La figura 1 muestra un esquema general de la percepción, 
transducción y respuesta al estrés en plantas cuando sus rangos bióticos idóneos son alterados. 
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Figura 1: Esquema general de la respuesta al estrés en plantas en diferentes niveles de organización; 
1. Biotopo, elementos abióticos de un ecosistema, cuando se genera un cambio en los patrones 
habituales de éstos, ejerciendo estrés sobre los sistemas biológicos, 2. La unidad mínima de un 
ecosistema es el individuo, la alteración en la homeostasis por cambios súbitos en los patrones físico-
químicos comprometen el desarrollo óptimo, 3. A nivel fisiológico, hay pérdida de turgencia, 4. El cual 
se percibe a nivel celular, el mejor sistema caracterizado es el complejo CBL-CIPK, generando la cascada 
de transducción de señales, el cual depende principalmente del sistema MAP cinasas, llevando la señal 
hasta el núcleo, 5. A nivel molecular inician los cambios en la expresión génica dependiente de 
elementos en cis (secuencias regulatorias de ADN y RNAs regulatorios) y trans como factores de 
transcripción. Los productos se pueden dividir en dos grandes grupos, las moléculas efectoras, es decir, 
proteínas que están involucradas   directamente en la tolerancia al estrés, mientras que el otro grupo 
son las que realizan cambios en la expresión génica, o activación de respuestas más específicas al 
estrés. 
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5.1. PERCEPCIÓN, RECEPTORES Y SENSORES DEL ESTRÉS ABIÓTICO 

Las plantas poseen diversos receptores-sensores para percibir condiciones adversas, tales como 
cinasas, proteínas G, fitocromos, etcétera, los cuales pueden estar asociados a una respuesta de 
estrés específica, sin embargo, un mecanismo de percepción de estrés más ampliamente 
caracterizado es el sistema CBL-CIPK, el cual es dependiente de Ca2+, dicho complejo consta de las 
Proteínas tipo calcineurinas B (CBL) y sus ligandos, las proteína-cinasas de interacción con CBLs 
(CIPK) (Nuruzzaman, et al., 2015). El complejo CBL-CIPK puede fosforilar postraduccionalmente 
diversas proteínas diana para contender contra el estrés abiótico de manera célula-específica o 
tejido-específico, por lo que se sabe que el complejo CBL-CIPK responde a “firmas de calcio”, las 
cuales son concentraciones de Ca2+ citosólico derivado de reservorios internos o del exterior como 
el apoplasto, estas “firmas de calcio” son determinadas por el tipo de estímulo y condicionan la 
frecuencia (periodo), amplitud y forma de la señal de calcio y están  relacionadas con algún tipo de 
estrés abiótico y activando una respuesta ya sea dependiente de canales, sistemas antiporter o 
factores de transcripción según haya sido la “firma de calcio” precedente (Li, et al., 2009, Sanyal, et 
al., 2016). 

5.2. TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES, SEGUNDOS MENSAJEROS Y SEÑALIZACIÓN 

Los cambios fisicoquímicos en las cascadas de señalización de estrés depende principalmente de la 
familia y subfamilias de las proteínas quinasa activada por mitógeno (MAPK) las cuales transducen 
señales de estrés tanto intra y extracelular además de una amplia gama de condiciones de adversas, 
generando a su vez diversas respuestas, este mecanismo depende primordialmente de tres 
componentes, MAPKKKs, MAPKKs y MAPKs (enzimas involucradas en la transducción de señales) 
llevando a cabo las reacciones de fosforilación  secuenciales de un receptor “río arriba” hacia un 
objetivo “río abajo” del proceso (Jaimi y Sinha, 2015). Este mecanismo de señalización de estrés está 
ampliamente distribuido y conservado en eucariontes incluyendo diversas especies vegetales, como 
Arabidopsis, donde se han caracterizado diversas familias de cada grupo de MAPK, se ha 
demostrado su relación a respuestas de estrés abiótico como altas y bajas temperaturas, salinidad, 
daño mecánico, anegación, calor, UV, choque osmótico, metales pesados, entre otros (Sinha, et al., 
2011) resultando al final en la activación de un grupo heterogéneo de proteínas efectoras como 
factores de transcripción, fosfolipasas, proteínas de citoesqueleto, proteínas asociadas a 
microtúbulos así como la expresión de grupos de genes asociados a un estímulo-respuesta 
específico e incluso “cruce” entre estos,  (Taj, et al., 2010, Smékalová, et al., 2013). 

5.3  HORMONAS  

Las hormonas vegetales tienen un rol relevante en todo el desarrollo vegetal, ya que las plantas al 
ser organismos sésiles deben mantener un constante reajuste homeostático con respecto al 
entorno, desde estructuras latentes como las semillas para la coordinación de germinación, pasando 
por el desarrollo vegetativo, hasta coordinar procesos harto complejos como la reproducción, por 
tanto, estas fitohormonas son una amplia gama de mensajeros químicos específicos y con una gran 
variedad de funciones dependiendo sus sitios de acción o localización, etapa de desarrollo, ligandos, 
receptores, elementos de respuesta, concentración, así como su interacción con otras moléculas 
señal y hormonas, por citar un ejemplo, la presencia de ácido abscísico en hojas favorece el cierre 
de estomas y senescencia de hojas (Esperança, et al., 2019) mientras que en semilla promueve la 
síntesis de proteínas de reserva y retraso en la germinación (Zhao, et al., 2018; Yan, et al., 2019). 
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Ácido abscícico (ABA) 

Además de su amplio papel en desarrollo embrionario (Zhao, et al. 2017, Zhao, et al., 2018), esta 
fitohormona está asociada a una respuesta a condiciones de estrés como sequía, bajas 
temperaturas, deshidratación, estrés osmótico y salinidad en una vía de señalización y respuesta 
llamada ABA dependiente, cuyos elementos en cis son llamados ABRE (ABA Binding Response 
Elements, elementos de respuesta a ABA) regulando  en consecuencia grupos de genes involucrados 
en una respuesta al estrés que incluye Factores de Transcripción, segundos mensajeros y diversos 
efectores involucrados en ajuste osmótico, cierre de estomas y protección de estructuras celulares 
(Skubacz, et al., 2016, Basu y Rabara, 2017, Dar, et al. 2017, Vardhini, 2017, Komatsu, et al., 2020). 

Ácido jasmónico (JA) 

El ácido jasmónico y sus derivados como el metil-jasmonato (MeJA), Isoleucina-ácido jasmónico (Ile-
JA) y cis-jasmonato son moléculas que además de estar relacionadas con diversos procesos  de 
desarrollo, crecimiento y morfología, son  moléculas señalizadoras de estrés asociadas a un amplio 
número de condiciones adversas bióticas y abióticas como heridas o daño mecánico, sequía, 
salinidad, calor, luz, ozono, dióxido de carbono, metales pesados y estrés por micronutrientes (Ali, 
et al., 2020; Wang, et al., 2019) esta hormona volátil además de poseer mecanismos de acción a 
tejidos adyacentes, puede actuar a larga distancia en el organismo y debido a su naturaleza volátil, 
se ha caracterizado su mecanismo de dispersión aéreo, por lo que puede incluso desencadenar o 
elicitar mecanismos de respuesta a estrés biótico y abiótico en plantas adyacentes a la emisora, 
además, interactúa y su acción se modula con otras hormonas como ácido salicílico, auxinas y 
giberelinas, brasinosteroides y etileno (Raza, et al., 2020; Yang, et al., 2019).  

La regulación de la expresión génica mediada por ácido jasmónico depende del binomio JAZ-MYC, 
(Factores de transcripción asociado a ácido jasmónico) el sistema  “Dominio ZIM jasmonato” (JAZ) 
es una proteína con dominios ZIM y Jas, que interactúan con COI1 del complejo de señalización 
dependendiente de ácido jasmónico  SKP1/CULLIN/F-Box (SCF)COI1 para reclutar a NINJA, el cual a 
su vez reclutará a otros co-supresores transcripcionales generales, de esta interacción con 
miembros de la familia de factores de transcripción MYC dependerá un tipo de respuesta específica 
mediada por ácido jasmónico (Jang, et al., 2020; Ruan, et al., 2019; Carvalis, et al., 2017). 

Ácido salicílico (AS) 

El ácido salicílico es un compuesto fenólico que actúa como molécula señal y elicitor, tiene múltiples 
roles regulatorios en diversos procesos fisiológicos y de desarrollo como germinación de semillas, 
crecimiento vegetativo, fotosíntesis, respiración, termogénesis, formación floral, producción de 
semilla y senescencia (Hernández, et al., 2017), también está involucrado en la respuesta 
sistemática asociada a estrés biótico, principalmente patógenos (systemic acquired resistance, SAR) 
(Tripathi, et al., 2019, Klessig, et al., 2018), además de la respuesta a estrés oxidativo (Zaid, et al., 
2019), recientemente se ha demostrado su importancia en la tolerancia a diversas condiciones de 
estrés abiótico como metales pesados(Sharma, et al., 2020), salinidad (Kim, et al., 2018, Tahjib, et 
al., 2018) y deshidratación (Sohag, et al., 2020, Sharma, et al., 2017). 
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Auxinas y giberelinas (GAs) 

Auxinas como el ácido-indol-3-acético (IAA) están involucradas en diversos procesos de crecimiento 
y desarrollo, así como su mejoramiento en la tolerancia al estrés abiótico en coordinación con otras 
fitohormonas como AS y ABA ( Park, 2007), las giberelinas son hormonas que también han sido 
asociadas a la formación de estructuras florales, brotes laterales y dormancia de semilla, pero 
además está asociada a respuesta a estrés abiótico, principalmente salinidad y especies reactivas 
de oxígeno (Egamberdieva, et al., 2017, Banerjee y Roychoudhury, 2019). 

 Citoquininas (CKs) 

Las citoquininas son un grupo heterogéneo de poco más de 25 moléculas derivadas de la base 
nitrogenada púrica Adenina, su diversidad se debe a diversas sustituciones en el N6, dependiendo 
el tipo de sustitución, es la especificidad de sus funciones (Nguyen, et al., 2017), estas moléculas 
están asociadas a diversos procesos celulares tales como división celular, crecimiento apical, 
florescencia, procesos fotosintéticos, desarrollo de hojas y raíz, entre otros (Hallmark y Rashotte, 
2019). El mecanismo de señalización dependiente de citoquininas consta de dos componentes para 
percibir y responder a estímulos fuera de la célula, el cual consta de Histidin-cinasas (HKs) asociadas 
a la membrana y  reguladores de respuesta (RRs) en el citoplasma, y subsecuentes fosforilaciones 
alternadas de residuos de Asparagina e Histidina hasta llegar al núcleo (Liu, et al., 2020).  
Las citoquininas están asociadas a diversas condiciones de estrés tanto biótico como abiótico como 
calor, sequía, salinidad y bajas temperaturas, esta respuesta está asociada un grupo de factores 
transcripción relacionados a las citoquininas llamados Factores de respuesta a citoquininas (CRF) los 
cuales pertenecen a la familia génica  AP2/ERF y que al ser fosforilados en esta cadena de activación 
por fosforilación-desfosforilación dependiente de cinasas regula la expresión génica dependiente 
de citoquininas (Hai, et al., 2020; Liu, et al., 2020; Hallmark y Rashotte, 2019). 
 

Brasinosteroides (BRs) 

En los primeros años del siglo XX, algunos experimentos donde se utilizaba polen, extractos o 
fracciones de polen de ciertas especies vegetales, al ser aplicados a los estigmas de otras especies, 
por ejemplo, extractos de polen de maíz promovían la elongación del primer internodo en plántulas 
de frijol, mientras que el polen de Brassica napus ya que extractos del polen al ser aplicado a diversas 
plantas promovía el crecimiento vegetal, a estos compuestos se les llamó Brasinas, con el tiempo, 
se aislaron en diversas plantas, se elucidaron sus estructuras de tipo esteroides polihidroxilados y 
sus decenas de variantes y funciones como elongación de tallo y raíz, expansión de hojas, 
fotomorfogénesis, desarrollo floral, desarrollo de estomas, entre otros (Hussain, et al., 2020; Peres, 
et al., 2020; ). A pesar de que se han elucidado y descrito casi un centenar de brasinosteroides, 
todavía no es claro la especificidad  de cada brasinosteroide a nivel celular, como interactúa y se 
regula con respecto a otras hormonas y en los tejidos en los cuales se originan (Planas-Riverola et 
al., 2020). Como muchos otros mensajeros celulares, elicitores u hormonas, los brasinosteroides 
son percibidos por proteínas específicas localizadas en la membrana y nombradas BRI 
(Brasinosteroids Insensitive) las cuales son de la familia de las receptor cinasas (RKs) 
desencadenando una cadena de mensajeros activando Factores de Transcripción relacionados a 
brasinosteroides (Nolan, et al., 2019). Recientemente se ha propuesto que el mecanismo de acción 
de los brasinosteroides es generando especies reactivas de oxígeno (ROS) como peróxido de 
hidrógeno cuando interactúa con sus cinasas transmembranales y estas ROS activan MAP-cinasas y 
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potenciales REDOX hasta activar Factores de transcripción los cuales regularán los genes 
dependientes de brasinosteroides (Ahammed, et al., 2019). En las últimas décadas se ha 
demostrado la importancia de los brasinosteroides en la respuesta al estrés, principalmente de tipo 
abiótico como calor, bajas temperaturas, congelamiento, sequía, salinidad, metales pesados y 
xenobióticos (Hola, 2019; Núñez et al., 2019; Sadura y Janeczko, 2018; Nawaz, et al., 2017). 

Etileno (ET) 

Conocido ampliamente como una hormona relacionada a la maduración de frutos, inhibición de 
crecimiento y abscisión de tejidos como hojas, es una hormona de carácter volátil que se sintetiza 
en todos los tejidos de las plantas dependiente de un grupo de enzimas llamadas ácido carboxílico 
sintasas y oxidasas (ACS y ACO) las cuales son producto de una familia multigénica cuya expresión 
varía de acuerdo al estado de desarrollo, tejido y estímulos externos (Hussain, et al., 2020; Lin, et 
al., 2009; Wang, et al., 2002), la síntesis de etileno está ligado a la homeostasis de su precursor S-
adenosyl-Lmetionina (SAM), dependiente de la enzima SAMsintetasa, además de que la S-adenosyl-
Lmetionina puede entrar en un ciclo  de reciclaje (ciclo de Yang) para disposición rápida de etileno 
(Pattyn, et al., 2020). El etileno puede interactuar con otras hormonas vegetales como auxinas, 
citoquininas, ácido abscísico, ácido salicílico, giberelinas, probablemente estrigolactonas y 
brasinosteroides, no así los niveles de ácido jasmónico (Li, et al., 2018).Debido a su relación con la 
maduración de frutos, senescencia y abscisión de hojas y flores, esta hormona está estrechamente 
ligada a la respuesta al estrés tales como hipoxia, anoxia, sequía, metales pesados, calor y salinidad 
(Hussain, et al., 2020).  Se sabe que el etileno es percibido por receptors específicos, localizados 
principalmente en la membrana del retículo endoplásmico, iniciando la cascada de transducción de 
señales hasta llevar la señal al núcleo. En Arabidopsis, se han identificado hasta ahora 5 diferentes 
tipos de receptores de etileno; Respuesta a Etileno1 y 2 (ETR1, ETR2), Sensor de Respuesta a Etileno1 
y 2 (ERS1 y ERS2) e Insensible a Etileno4 (EIN4), este último un regulador negativo de la respuesta 
etileno. Estos receptores comparten características en común tales como los dominios de unión a 
etileno, un motivo GAF (fosfodiesterasa específica cGMP, adenil-ciclasa FhlA), y un dominio cinasa, 
la señal contináu mediante las MAP cinasas, siendo los efectores finales factores de transcripción 
de la familia AP2/ERF (APETALA2/ETHYLENE RESPONSE FACTORS) los cuales regularán genes 
dependientes o de respuesta a etileno mediante su union a secuencias específicas de respuesta a 
etileno localizadas en sus regiones promotoras (Riyazuddin, et al., 2020). 
 

5.4. SOLUTOS COMPATIBLES 

Son compuestos orgánicos diversos que son altamente solubles y no interfieren con el metabolismo 
celular; incluso a altas concentraciones. La síntesis y acumulación está ampliamente distribuido en 
las plantas, pero la especificidad varía de acuerdo con las especies. El aminoácido prolina se acumula 
en varios grupos taxonómicos, mientras la β-alanina betaína parece estar confinada a algunos 
géneros de las Plumbaginaceae. Un mecanismo para incrementar la concentración de solutos 
compatibles es que su síntesis es irreversible; la concentración de otros solutos es mantenida a 
través de una combinación de síntesis y catabolismo, como la prolina. Los azúcares monoméricos 
pueden obtenerse de formas poliméricas en respuesta al estrés, al final del cual pueden 
repolimerizarse fácilmente para un ajuste osmótico (Bray, et al.,  2000). Estas moléculas juegan un 
papel primario del mantenimiento del turgor, pero también pueden estar involucradas en la 
estabilización de proteínas y protección de estructuras celulares (Yancey, et al., 1982). 
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CICLITOLES 

La acumulación de polioles cíclicos como como D-pinitol o D-ononitol ha sido reportado 
frecuentemente como respuesta a sequía y salinidad (Streeter, et al., 2001; Vernon y Bohnert, 
1992). El pinitol puede acumularse en cloroplastos, lo cual es consistente con la acumulación de 
ciclitol y asimilación de bióxido de carbono en sequía. Evidencias directas del papel desempeñado 
por los ciclitoles ha sido demostrado en plantas de tabaco transgénicas que acumulan ononitol, 
mejorando la respuesta a salinidad y sequía (Sheveleva, et al., 1997). 

PROLINA 

Probablemente el osmolito más distribuido no sólo en plantas (Delauney, et al., 1993; McCue y 
Hanson, 1990) sino también en otros organismos, además de ajuste osmótico se le han atribuido 
otros papeles: Protección de la integridad de la membrana plasmática (Mansour, et al., 1998), 
reservorio energético (Verbruggen,  et al., 1998), fuente de carbono y nitrógeno (Ahmad y Hellebust, 
1998; Peng, et al., 1996), supresor de radicales hidroxilo (Hong, et al., 2000; Smirnoff y Cumbes, 
1989). La acumulación de prolina en plantas ocurre por dos rutas biosintéticas: Vía dependiente de 
ornitina y vía dependiente de glutamato, posiblemente la más predominante, sobre todo en 
condiciones de estrés (Delauney y Vernna, 1993; Delauney, et al., 1993). La L-prolina es sintetizada 
a partir del ácido L-glutámico vía Δ pirrolina 5-carboxilato (P5C). Esta reacción es catalizada por dos 
enzimas, la P5C sintasa (P5CS) y la P5C reductasa (P5CR); los genes que codifican para estas 
proteínas han sido aislados de numerosas plantas (Yoshiba, et al., 1997). La segunda ruta de síntesis 
de prolina involucra la transaminación de ornitina  y es catalizada por la δ-aminotransferasa (OAT) 
por dos posibles intermediarios: P5C y P2C. Ambos pueden ser reducidos a prolina (Mestichelli, et 
al., 1979), y existen experimentos que demuestran que en Arabidopsis la vía de ornitina opera 
principalmente en plántulas (Roosens, et al., 1998). Por la expresión de P5CS en tabaco, OAT en 
Arabidopsis y arroz, y un bloqueo antisentido de la oxidación de la prolina por parte de ProDH 
(Roosens, et al.; 2002; Hong, et al.; 2000; Nanjo, et al.; 1999; Zhu, et al.; 1998 y Kavikishov, et al., 
1995), demostraron un incremento de la prolina y un mejoramiento a tolerancia a estrés osmótico, 
a excepción de ProDH, que incrementó la concentración de prolina, pero no mostró mejoramiento 
en tolerancia a estrés osmótico (Mani, et al., 2002). 

GLICINBETAÍNA 

Es sintetizada por algas y plantas superiores (Bray, et al., 2000). Protege la planta manteniendo el 
balance hídrico entre la célula vegetal y el medio ambiente estabilizando las macromoléculas. Las 
plantas sintetizan glicinbetaína mediante la oxidación de colina en dos pasos: La Colina es catalizada 
a betaínaldehído   por medio de la colina monooxigenasa (CMO) (Rhodes y Hanson, 1993) y esta a 
glicinbetaína mediante la betainaldehído deshidrogenasa dependiente de NAD+  (BADH) (Chen y 
Murata, 2002; Rontein, et al., 2002). Ambas actividades enzimáticas favorecen la acumulación de 
glicinbetaína. Hay poco mejoramiento en la tolerancia al estrés en plantas transgénicas (Nuccio, et 
al., 1999). El principal factor que limita la acumulación de glicinbetaína es la disponibilidad de colina 
como sustrato para la reacción y su transporte de cloroplasto a citosol (Chen y Murata, 2002; 
Rontein et al., 2002; McNeil et al., 2000; Huang et al., 2000 y Nuccio et al., 1998). 
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MANITOL 

Es la forma reducida del azúcar manosa, ampliamente distribuido entre las plantas, en proporciones 
sustanciales con relación a los azúcares. Por ejemplo, en el apio, donde el carbón reducido durante 
la fotosíntesis es a menudo traslocado a manitol, se ha demostrado en experimentos in vivo que las 
cantidades de mannitol incrementan en respuesta a estrés osmótico. Contrario a la glicinbetaína, la 
acumulación de manitol parece ser regulada por la inhibición de rutas competitivas y por la 
disminución de los niveles de consumo y catabolismo de manitol. El estrés salino inhibe la síntesis 
de sacarosa, pero no parece afectar las enzimas que sintetizan manitol. Al mismo tiempo, los niveles 
de utilización de manitol bajan, particularmente en tejidos de reserva como raíces jóvenes y hojas, 
así como un bloqueo de la oxidación del manitol por parte del manitol deshidrogenasa dependiente 
de NAD+. El tabaco y Arabidopsis, ambas sensibles a salinidad, han sido genéticamente modificadas 
para la producción de mannitol, que usualmente no producen estas plantas. Las plantas que 
expresaron la mannitol-1-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD+ de E. coli (convierte 
fructosa-6-fosfato a mannitol-1-fosfato), pese a las bajas concentraciones, mejoraron la tolerancia 
a salinidad, las semillas de Arabidopsis transgénicas geminaron en presencia de sal (Bray, et al., 
2000). 

PINITOL 

El D-pinitol, es el principal soluto en las familias Pinaceae, Fabaceae y Caryophylaceae. Su 
concentración es alta entre las especies halofíticas, permitiendo que sean tolerantes a la sequía. La 
acumulación de pinitol ocurre en leguminosas tolerantes a salinidad y en halofitas facultativas. En 
Mesembryanthemum crystallinum el pinitol puede constituir hasta el 70% de los carbohidratos 
solubles presente en las plantas tratadas con 400mM de cloruro de sodio, en contraste con el 5% 
de las plantas control, en hojas, el pinitol se localiza en cloroplastos y citosol, pero no en vacuolas 
(Bray et al., 2000). 

5.5 AZÚCARES 

Una observación común en los procesos de deshidratación es la acumulación de azúcares solubles. 
Un ejemplo es la acumulación de sacarosa durante la desecación de la planta de resurrección 
Craterostigma plantagineum, la deshidratación induce la conversión de un azúcar de ocho carbonos, 
la 2-octulosa en sacarosa (Bianchi et al., 1991), esta conversión está correlacionada con el 
incremento de la expresión génica de la sacarosa sintasa (Sus) y sacarosa fosfato sintasa (Sps), 
involucradas en la síntesis y metabolismo de sacarosa, que en general se ve un incremento en su 
expresión durante condiciones de estrés osmótico y sequía (Kleines et al., 1999; Ingram et al., 1997). 
Además de su papel en el ajuste osmótico, los efectos protectores de los azúcares puede ser la 
estabilización de las proteínas (Carpenter, Crowe y Arakawa, 1990).  

Los grupos hidroxilo de los azúcares sustituyen al gupo OH del agua para mantener las interacciones 
hidrofílicas con los lípidos de la membrana y las proteínas, por lo tanto, estas moléculas ayudan a 
mantener la integridad estructural de la membrana. En condiciones de estrés, los carbohidratos 
pueden servir como señales metabólicas de respuesta, la concentración de azúcares solubles por lo 
general aumenta o al menos se mantiene constante bajo condiciones de adversas. Oligosacáridos 
como rafinosa y galactinol son sintetizados en respuesta a sequía, los cuales parecen funcionar como 
osmoprotectores a la vez que proveen de un ajuste osmótico (Taji, et al., 2002). El manitol es uno 
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de los azúcares más distribuidos en la naturaleza, funciona secuestrando especies reactivas de 
oxígeno (ROS) y estabilizando proteínas (Zhu, 2001). Dentro de los azúcares encontramos la 
trehalosa, el cual es un disacárido no reductor y que se ha demostrado ayuda a mantener la 
estructura de las membranas y proteínas durante la sequía, además, se ha demostrado que ayuda 
a la protección  del fotosistema II contra la fotooxidación (Garg, et al., 2002; Avonce, et al., 2004). 

TREHALOSA 

Descrita por primera vez en el siglo XIX como un componente del cornezuelo del centeno (hongo 
parásito) (Schiraldi, et al.,  2002). La trehalosa (α-D-glucopyranosyl α-D-glucopyranosida) está 
compuesta por dos moléculas de glucosa y es uno de los dos disacáridos no reductores de mayor 
distribución en la naturaleza. A pesar de que su síntesis es semejante a la de la sacarosa, es de un 
origen evolutivo más antiguo por el hecho de presentarse en todos los reinos, la ausencia de 
extremos reductores la hace altamente resistente al calor y cambios de pH, entre otros factores 
(Goddijn y van Dun, 1999). Entre los organismos en los que encontramos la trehalosa, se encuentran 
algas, bacterias, levaduras, plantas vasculares y algunos animales como insectos, nemátodos y 
crustáceos (Eun-Taeg, et al., 1999; Iturriaga, et al., 2000). 

En la levadura Saccharomyces cerevisiae puede acumularse más del 15% del peso seco dependiendo 
las condiciones de cultivo, por lo que se considera como almacenamiento de carbono, más aún, se 
considera como protector contra el estrés por diversos experimentos (Jules, et al., 2004). En plantas, 
las cantidades de trehalosa son indetectables, salvo en plantas de resurrección como Selaginella 
lepidophylla  y Myrothamnus flabellifolius  en donde llega a ser hasta el 12% del peso seco. Esto se 
puede deber a la actividad de la trehalasa, enzima capaz de degradar la trehalosa (Sakaguchi, 2020).  

En plantas como Nicotiana tabacum y Solanum tuberosum se lograron acumular mayores 
cantidades de trehalosa cuando se añadía a la planta un fuerte inhibidor de la trehalasa, 
validamicina A, indicando la posibilidad de la síntesis de  trehalosa en plantas superiores (Goddijn, 
et al., 1997). En insectos, la trehalosa es el principal azúcar en la hemolinfa y músculos del tórax y 
es consumido durante el vuelo (Müller, et al., 1999). En un insecto criptobionte, Polypedilum 
vanderplanki, el cual es el mayor animal pluricelular conocido que tolera una casi completa 
deshidratación sin efectos evidentes en periodos de hasta 17 años, muestra también tolerancia a 
temperaturas extremas (-270 °C a 106 °C), se comprobó que llegan a acumular rápidamente 
trehalosa, hasta 18% de peso seco, durante un periodo de dos días de sequía (Watanabe, et al.,  
2002).  

5.6  PROTEÍNAS, ELEMENTOS EN TRANS, EFECTORAS Y REGULADORAS 

PROTEÍNAS ABUNDANTES EN LA EMBRIOGÉNESIS TARDÍA (LEA´s)  

Las proteínas LEAs fueron identificadas en un principio como producto de genes inducidos durante 
la maduración de la semilla y desecación. La cantidad de LEAs son ahora conocidas por su 
incremento en tejidos de plantas expuestas a estrés (Bray, et al., 2000). Se identificaron y 
caracterizaron en algodón y representan las principales proteínas y ARNm durante la maduración 
del embrión, la acumulación de LEAs durante el desarrollo del embrión se correlaciona con el 
incremento de niveles de ABA y la adquisición de tolerancia a sequía (Galau, et al., 1986). 
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También se ha reportado su acumulación en respuesta a bajas temperaturas, salinidad y por 
supuesto, ABA exógeno están ampliamente distribuidas en cotiledóneas y monocotiledóneas 
(Ramanjulu y Bartels, 2002). Los tratamientos de embriones con ABA exógeno desarrollan una 
precoz acumulación de LEAs y adquisición de tolerancia por desecación (Bartels et al, 2005). La 
mayoría de las LEAs son hidrofílicas, un rasgo consistente con su localización citoplasmática, muchas 
son ricas en alanina y glicina, careciendo de cisteína y triptofano. Su importancia radica por sus 
abundantes patrones de expresión (Bray et al, 2000). Las LEAs y otras proteínas de S. cerevisiae y E. 
coli inducidas como respuesta a estrés osmótico han sido agrupadas en una clase de proteínas 
llamadas hidrofilinas basándose en criterios como su naturaleza hidrofílica, su contenido de glicina, 
su estabilidad a altas temperaturas y en la mayoría de los casos, su regulación transcripcional 
dependiente de ABA (Mertens, et al., 2018). 

Se ha sugerido que las LEAs actúan como ligandos de moléculas de agua, secuestro de iones y 
estabilización de macromoléculas en la membrana (Wang et al  2003). Esto se ha corroborado en el 
nematodo Aphelenchus avenae, donde un un transcrito de LEA es expresado en respuesta a 
deshidratación (Browne et al, 2002). Este nemátodo pertenece al grupo de los animales que entran 
en un estado de animación suspendida conocida como anhidrobiosis, sobreviviendo por periodos 
indefinidos hasta que la rehidratación le permite retomar un metabolismo normal (Crowe et al, 
1992). Los genomas de ciertos organismos contienen secuencias que codifican para proteínas 
semejantes a LEAs. Esto sugiere que plantas, animales y microorganismos pueden usar estrategias 
comunes para enfrentar la deshidratación (Bartels et al, 2005). 

Clasificación de las LEAs 

La mayoría de las LEAs y deshidrinas son estructuras α-hélices, sugiriendo que son como largas 
estructuras sin plegar en su estado nativo, aunque algunas proteínas llegan a acomplejarse en 
dímeros o tetrámeros. La clasificación se basa en características de sus estructuras conservadas: 

1. Grupo 1: caracterizadas por un alto contenido de glicinas (20%), aminoácidos con carga en 
sus grupos R (40%) y la presencia de un grupo de veinte residuos de aminoácidos hidrofílicos, que 
pueden estar involucrados en un reemplazamiento hídrico. 

2. Grupo 2:  Las dehidrinas se caracterizan por una región de residuos de serinas, un motivo 
conservado que contiene la secuencia consenso DEYGNP cerca del extremo amino y una secuencia 
motivo de quince residuos de aminoácidos rica en lisina (segmento K; EKKGIMDKIKEKLPG) presente 
en la mayoría de los casos en el extremo carboxilo y presentando una estructura amfipática α-hélice. 

3. Grupo 3: La principal característica es la presencia multicopia de un motivo de once 
aminoácidos, sugiriendo una estructura amfipática α-hélice con posibles interacciones inter e 
intramoleculares. 

4. Grupo 4: Con un extremo amino conservado, formando una α-hélice y una diversidad en el 
extremo carboxilo con estructuras en anillo. 

5. Grupo 5: Con una alta proporción de residuos hidrofóbicos adoptando probablemente una 
forma globular, no son solubles después de hervir. 

(Wang et al, 2003; Bartels y Sunkar, 2005). 
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Las proteínas de los grupos 2 y 4 pueden contribuir a mantener la estructura de las proteínas de 
membrana. Las proteínas de los grupos 3 y 5 se ha sugerido que forman dímeros anillo-anillo 
capaces de secuestrar iones, los cuales se acumulan durante la privación de agua (Bartels y Sunkar, 
2005). 

ACUAPORINAS 

El estrés por salinidad y deshidratación requiere cambios en el flujo de agua que permita a la célula 
adaptarse a la situación de estrés. La velocidad en el flujo del agua dentro o fuera de la célula es 
determinada por el potencial de gradiente de agua, actuando como una fuerza en la permeabilidad 
del agua en la membrana (Schaffner, 1998; Kjellbom et al, 1999). Las acuaporinas facilitan las 
osmosis formando poros específicos para agua como una alternativa para el transporte de agua a 
través de la bicapa lipídica, las acuaporinas pertenecen a una superfamilia de proteínas integrales 
de membrana, las principales proteínas intrínsecas (MIPs).  

En plantas, se encuentran en el tonoplasto y son llamadas intrínsecas al tonoplasto (TIPs), mientras 
las que se encuentran en la membrana plasmática se llaman PIPs, a través de diferentes especies, 
las acuaporinas son altamente conservadas y son codificadas por similares secuencias de ADN. En 
Arabidopsis thaliana forman una familia de al menos treinta genes que despliegan diferentes 
patrones de expresión. Las MIPs son las más abundantes en cuanto a expresión en tejidos de 
crecimiento rápido y en células involucradas en alto volumen de flujo de agua, son inducidas por 
salinidad y sequía, otro tipo de regulación en el que participan es disminuyendo el flujo de agua, 
impidiendo su salida y permitiendo una mayor conservación de agua dentro de la célula (Bartels et 
al,  2005). 

Muchos de los genes que codifican para acuaporinas son inducibles por deshidratación, por 
ejemplo, rd28 de Arabidopsis, mientras que otros son dependientes de ABA, sugiriendo rutas ABA 
dependientes y ABA independientes (Ramanjulu y Bartels, 2002). 

PROTEÍNAS DE CHOQUE CALÓRICO  (HSP’s) 

La respuesta al estrés por calor implica una disminución en la síntesis normal de proteínas y el 
incremento en la síntesis de nuevas proteínas conocidas como proteínas de choque calórico (HSPs), 
esta respuesta se ha observado cuando las plantas son expuestas al menos a 5°C por encima de su 
temperatura óptima (Bray et al, 2000). 

Las proteínas necesitan de un correcto plegamiento, eliminación y disposición de proteínas no 
funcionales para adecuadas funciones celulares, el grupo de las HSPs (incluye muchas chaperonas, 
en plantas, son usualmente indetectables bajo condiciones normales de crecimiento, pero pueden 
ser inducidas por estrés ambiental y estímulos en el desarrollo. La acumulación de de HSPs coincide 
con la adquisición de tolerancia a estrés. Experimentos in Vitro sugieren que HSPs citosólicas 
funcionan como chaperonas previniendo la agresión termal en contra de otras proteínas, facilitando 
su subsecuente reactivación, la abundancia de pequeñas proteínas de choque calórico (sHSPs) su 
funcionalidad de unión y estabilización de proteínas desnaturalizadas sugieren su importante 
desempeño en la tolerancia al estrés (Bartels, et al, 2005). 
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Clasificación de las HSPs 

Las HSPs son agrupadas en cinco clases, de acuerdo con su peso molecular: 

1. Familia HSP100: incluye proteínas de bacterias, tripanosomas, mamíferos y plantas, 
contienen dos dominios conservados de unión a ATP, a su vez se divide en tres subfamilias, una 
subfamilia Club es inducible por calor, proteínas miembros de esta familia son necesarias para la 
termotolerancia. 

2. Familia HSP90: se encuentran en bacterias, citosol, núcleo, Retículo endoplásmico y otros 
compartimentos eucariotas, con probable función de chaperonas. 

3. Familia HSP70: esenciales para las funciones normales de la célula, algunos miembros de 
esta familia se expresan constitutivamente, otros son inducibles por calor o frío, se encuentran en 
diferentes organelos migrando hacia el núcleo durante el estrés redistribuyéndose durante la 
recuperación. 

4. Familia HSP60: presentes en citosol bacteriano, matriz mitocondrial  y estromas de los 
cloroplastos, probablemente funcionan como chaperonas, en plantas la más estudiada es la 
chaperonina 60 involucrada en el ensamble de las Rubisco. 

5. sHSPs: Abundantes en plantas, con cinco o tal vez seis familias, mientras que otros 
eucariotas presentan sólo una. Una probable explicación es su compartamentalización en los 
organelos de las plantas. El extremo carboxilo de todas las clases de sHSPs comparte homología con 
α-cristalina, una proteína del cristalino de los vertebrados. 

PROTEASAS E INHIBIDORES DE PROTEINASAS 

La proteólisis es una importante actividad celular para mantener la propia homeostasis, el 
incremento de la proteólisis en respuesta a estrés es frecuente y se interpreta como una manera de 
impedir daño a las proteínas o movilización de nitrógeno, este proceso se incrementa durante 
deshidratación y salinidad (Bartels, et al, 2005). 

La actividad proteolítica es alta durante condiciones de estrés y se ha demostrado que coincide con 
un proceso de apoptosis. Tanto en plantas como en animales, las cisteínproteasas están 
involucradas en este proceso de muerte celular, las plantas poseen muchos genes inhibidores de 
proteasas, la mayoría conocidos por sus funciones en defensa de herbívoros. Se ha demostrado que 
la inhibición de las cisteínproteasas a través de la sobreexpresión de la cisteína  bloquea la apoptosis. 
BnD22 del rábano o WSCP de coliflor representan a miembros de la familia de inhibidores de 
proteinsas tipo Kunitz, los cuales se inducen por salinidad y sequía (Ramanjulu y Bartels, 2002). 

5.7  ÁCIDOS NUCLEICOS, ELEMENTOS REGULATORIOS EN CIS (CRE) RELACIONADOS AL ESTRÉS 

Las  secuencias de ADN involucradas en el reclutamiento del aparato basal de la transcripción son 
parte del mecanismo de la regulación de este proceso y flanquean el sitio de inicio de la 
transcripción (TSS) se considera secuencias regulatorias, por favorecer o bloquear la expresión 
génica (Khan, et al., 2018). 
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ELEMENTOS DE RESPUESTA A DESHIDRATACIÓN (DRE)   

La investigación de los genes que se inducen por estrés en Arabidopsis revela una línea 
independiente de ABA (Shinozaki y Yamaguchi-Shinosaki, 2000). Esta investigación se ha llevado a 
cabo en plantas mutantes aba (deficientes de ABA) y abi (insensibles a ABA). Por ejemplo, los genes 
rd29A y rd29B de Arabidopsis son inducidos diferencialmente bajo condiciones de deshidratación 
salinidad, bajas temperaturas y ABA. La secuencia  TACCGACAT del promotor del gen  rd29A es un 
elemento de respuesta a deshidratación (DRE) de una rápida respuesta a sequía, salinidad y bajas 
temperaturas. La baja respuesta a ABA es mediado por un elemento ABRE dentro del mismo 
promotor (Yamaguchi-Shinosaki y Shinozaki, 1993, 1994). El elemento en cis  DRE es esencial para 
la regulación e inducción en la respuesta a sequía independiente del ABA (Schöffl et al,  1998). Los 
motivos DREs han sido reportados en los promotores de varios genes regulados por diversos 
factores de estrés abiótico (Wang et al, 1995; Kawasaki et al, 1997). 

 ELEMENTOS DE RESPUESTA A ABA (ABREs) 

Muchos genes que son inducidos por estrés son también inducibles por la aplicación de ABA 
(Chandler y Robertson, 1994; Leung y Giraudat, 1998). Hasta ahora, se conocen dos vías 
dependientes de ABA en respuesta a estrés. La distinción se basa en los elementos en cis que se 
encuentran en los promotores de los genes inducibles por ABA. Se piensa que una vía ABA-
dependiente regula la expresión génica a través de un elemento ABRE y un factor de transcripción 
tipo b-ZIP (cierre de leucinas) (Busk y Pages, 1998). Mientras que la otra vía la hace a través de dos 
familias de factores de  transcripción MYC y MYB (Yamaguchi-Shinosaki y Shinosaki, 1993).  Muchos 
genes inducibles por ABA comparten la secuencia consenso (C/T)ACGTG(G/T)C en su promotor, que 
es un elemento en cis llamado ABRE (ABA-responsive element, elemento de respuesta a ABA) 
(Guiltinan et al, 1990; Mundy et al, 1990;  Ingram y Bartels, 1996; Busk y Pages, 1998). El elemento 
base de este ABREs es un motivo CACGTG, también conocido como “caja G” el cual funciona en la 
regulación de genes de plantas estimulados por diversas señales ambientales. Algunos ejemplos de 
proteínas que interactúan con ABREs  y regulan la expresión génica son OsTRAB, AtAREB/ABF y ABI5 
(Hobo et al, 1999; Choi et al, 2000; Finkelstein y Lynch, 2000; Lopez-Molina y Chua, 2000; Uno et al, 
2000; Kang et al, 2002). La expresión constitutiva de ABF3 o ABF4 aumentó la tolerancia a sequía en 
A. thaliana con una alteración de expresión en genes de respuesta a ABA y estrés (Kang et al, 2002). 

ELEMENTOS DE ACOPLAMIENTO  (CEs) 

Se han identificado elementos en cis llamados elementos de acoplamiento los cuales se activan en 
combinación con ABRE pero no solos (Shen et al, 1996). En los promotores de los genes HVA22 y 
HVA1 de la cebada, el acoplamiento a los elementos CE1 y CE3 son necesarios para la activación por 
ABA. La disección molecular de estos promotores definió a los complejos de respuesta a ABA (ABRC) 
que consiste en un elemento acoplador (CE) y un ABRE capaz de conferir una transcripción inducible 
por ABA (Bartels et al, 2005). 

También se consideran elementos en cis a los ARNs regulatorios, los cuales se pueden separar en 
las siguientes categorías: 1) ARN no codificantes (ta-siRNAs, nat-siRNAs, rasiRNAs, siRNAs y miRNAs), 
2) control y estabilización de RNAs (chaperonas de RNAs), 3) proteínas de unión a RNAs y 4 ) Splicing 
alternativo. Cada uno de los cuales se divide en varias categorías (Reddy, 2007; Sunkar, 2010; 
Khraiwesh, et al, 2012, Matsui, et al, 2013, Matsui, et al, 2019). 
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6.  ANTECEDENTES DIRECTOS 

6.1 FACTORES GENERALES DE LA TRANSCRIPCIÓN (GTF) y TFIIB. 

Se consideran factores de transcripción a las proteínas involucradas directamente en el proceso de 
preinicio de la transcripción por el reclutamiento del aparato basal de la transcripción y su 
interacción directa con secuencias específicas regulatorias de dicho proceso en el ADN, dentro de 
los cuales se encuentra  TFIIB, el cual es necesario para la formación del complejo de preinicio en 
los promotores  de genes dependientes de la RNA pol II para su expresión (Butler y Kadonaga, 2009). 
La figura 2 muestra los principales elementos involucrados en la formación del complejo de preinicio 
de la transcripción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Elementos involucrados en la formación del complejo de preinicio de la transcripción; Se esquematiza 
la integración de diversas proteínas alrededor de una región promotora para formar el complejo de preiniciación 
de la transcripción alrededor del promotor mínimo (modificada de Krishnamurty y Hampsey, 2009). 
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La transcripción en eucariontes inicia con la formación del llamado complejo de preinicio (PIC), el 
cual se forma con los factores generales de la transcripción, entre los cuales se encuentran TFIIB, -
D, -E, F y –H, ensamblados con la RNA pol II sobre una secuencia promotora que contenga una caja 
TATA. Esta caja es reconocida por la proteína TBP de TFIID junto con 11 proteínas TAFs, uniéndose 
entonces TFIIA, que estabiliza el complejo TFIID-ADN, para unirse después TFIIB dando estabilidad 
entre TFIIA-TBP-DNA. La  figura 3A muestra cómo TBP es estabilizado en la caja TATA por el TFIIA y 
TFIIB, la figura 3B   esquematiza el orden secuencial en que estos factores van uniéndose al promotor 
(Wang y Roberts, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Secuencia en el ensamble del complejo de preiniciación; A) Estabilización de TBP en la caja TATA por 
parte de los TFIIA y IIB. B) Orden secuencial de los TF involucrados en la formación del PIC  (Thomas y Chiang 
2006). 
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El factor TFIIB reconoce dos elementos en cis llamados BREu (Binding response element upstream) y 
BREd (Binding response element downstream) alrededor de la caja TATA (Figura 4), para finalmente 
reclutar a TFIIE y TFIIF para que finalmente TFIIH forme el complejo abierto, fosforilar el tallo CTD 
de la RNA pol II, dando así inicio la transcripción (Liu, et al, 2010). Interesantemente, TFIIB y TBP son 
suficientes para que la RNA pol II inicie la transcripción in vitro (Parvin y Sharp, 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El TFIIB está ampliamente conservado en eucariontes y posee mucha similitud estructural y de 
secuencia de aminoácidos con el factor de transcripción de Arqueas TFB,  en el extremo amino posee 
un zinc ribbon que intertactúa con la RNA polimerasa II y TBP (TFIIF),  mientras que el extremo 
carboxilo posee dos repeticiones directas imperfectas que interactúa tanto con TBP como con ADN 
(BREU y BRED), se muestra en la figura 5 (Thomas y Chiang, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Se ha reportado que células de levadura mutantes en el gen que codifica para el TFIIB son deficientes 
en el crecimiento a 15 y 37 °C (Buratowski, el tal, 2002); por otra parte, TFIIB se expresa en 
condiciones de bajas temperaturas en mandarina (Citrus nobilis) y toronja (Citrus paradasi) 
(Sánchez-Ballesta, et al, 2003; Maul, et al. 2008) así como por estrés hiperosmótico en tilapia 
(Oreochromis mossambicus) (Fiol y Kültz, 2005).  

 

 Figura 4: Esquema de los elementos en cis  del núcleo del promotor reconocidos por el TFIIB; Se muestran 
las secuencias consenso río arriba y río debajo de la caja TATA, así como otros elementos río abajo del sitio 
de inicio de la transcripción como el motivo de diez elementos y el promotor río abajo  (Deng y Roberts 
2006). 

Listón de zinc 

Figura 5: Regiones de TFIIB que interactúan con los elementos BRE y la RNA pol II;  en el primer  cuadro se 
observa el motivo dedo de Zinc y de unión a la RNA polimerasa II, los cuadros en claro son los sitios de unión 
a los elementos en cis que flanquean a la caja TATA en el promotor (modificada de Thomas y Chiang, 2006). 
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Contacto BREd Contacto BREu 
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6.2 FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN (TF) RELACIONADOS AL ESTRÉS  

Una vez que la señal ha llegado al núcleo celular,  se desencadena la activación  transcripcional  de 
diversos genes que repercuten en el mejoramiento de la tolerancia al estrés. Para que se lleve a 
cabo este proceso, es necesaria la regulación de la expresión de diversos genes, esto se lleva a cabo 
mediante los factores de transcripción, que se definen como  proteínas de unión a una secuencia 
específica de ADN (elemento en cis) y que interactúan con otros reguladores transcripcionales, 
incluyendo proteínas de remodelamiento y modificación de la cromatina, lo que favorece el acceso 
o bloqueo de las RNA polimerasas al templado de ADN, Arabidopsis posee al menos  2,300 factores 
de transcripción organizados en 58 familias de acuerdo con las bases de datos 
(http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/ ) (Jin, et al, 2015) representando más del 7% de las proteínas de 
esta planta y solamente un décimo de éstas han sido caracterizadas (Riechmann, et al, 2000; 
Riechmann y  Ratcliffe, 2000; Qu y Zhu, 2006, Charu, et al, 2011; Lindemose, et al, 2013; Franco-
Zorrilla, et al, 2014); los cuales, se agrupan en familias de factores de transcripción como AP2/EREBP, 
Myb, bZIP/HD-ZIP, WRKY y diversos tipos de dedos de Zinc (Umezawa et al, 2006; Bhatnagar-Mathur 
et al., 2008), que regulan a su vez un gran número de genes involucrados en la tolerancia a 
diferentes condiciones de estrés como por ejemplo DREB1, el cual está involucrado en la tolerancia 
a la sequía (Seki, et al, 2002) sólo por citar un ejemplo. Al ser genes clave en la tolerancia al estrés, 
se han generado plantas que mejoran la tolerancia a condiciones de estrés al sobreexpresar éstas 
proteínas (Villalobos, et al, 2004; Yi, et al, 2004; Mao, et al, 2012), la expresión de un  factor de 
transcripción de la familia AP2/EREBP, el elemento de unión en respuesta a deshidratación DREB1B 
de arroz en plantas de tabaco mejora la tolerancia a estrés biótico y abiótico (Gutha y Reddy, 2008), 
otro ejemplo se refiere a plantas de Arabidopsis que sobreexpresan el factor de transcripción 
GmZIP1 de soya y que también mejoran su tolerancia a condiciones de estrés biótico y abiótico (Shi-
Qing, et al, 2011).  Además, está reportado que existe un sobrelapamiento o convergencia de 
diversos genes en la respuesta a diversos tipos de estrés mediado por alguno de estos factores de 
transcripción (Chen, et al, 2002; Fujita, et al, 2006; Baena-González y Sheen, 2008; Century, et al, 
2008).  También la sobreexpresión de un dedo de zinc tipo TFIIIA (ZFP) de papa (StZFP1) el cual es 
inducible por sequía, salinidad y ABA, al ser sobreexpresado en tabaco le confiere resistencia a 
múltiples condiciones de estrés biótico y abiótico (Tian, et al, 2010). 

6.3  SPLICING ALTERNATIVO (AS) de TFs RELACIONADO AL ESTRÉS. 

Se considera como splicing canónico la eliminación de secuencias intrónicas dentro de un transcrito 
primario o pre-ARN por parte de un complejo de proteínas y  ribonucleoproteínas pequeñas 
nucleares, (snRNP)  llamado “Spliceosoma” conformado por dos principales grupos: sm y sm-like, el 
primer grupo está conformado por U1, U2, U4, U4atac, U5, U11 y U12, mientras que el segundo 
grupo por U6 y U6atac, más una pequeña molécula de ARN la cual sirve para localizar los sitios a 
transesterificar por apareamiento de las regiones flanqueantes GU-AG de los intrones y la 
subsecuente eliminación de éstos y el empalme de los exones, generando el transcrito maduro para 
su posterior traducción por los ribosomas ( Matera y Wang, 2014).  

Sin embargo, uno de los mecanismos moleculares que permite generar una mayor y amplia 
diversidad de transcritos es el empalme alternativo (AS, alternative splicing) de estos ARN 
mensajeros multi exónicos-intrónicos, generando múltiples isoformas de transcritos, los cuales, al 
ser traducidos a proteínas en los ribosomas, genera diversas proteínas con funciones diferentes al 
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producto canónico del empalme “estándar”.  Este proceso es regulado por un grupo de proteínas 
llamadas SR por su alto contenido de residuos de Serina y Arginina (Palusa y Reddy, 2010, Reddy y 
Shad, 2011, Reddy, et al, 2013). 

 A. thaliana posee aproximadamente 27, 000 genes y cerca de 35 ,000 proteínas de los cuales al 
menos 80% poseen más de un intrón, por lo que son secuencias potencialmente blanco de AS 
generando una amplia diversidad de productos a partir de diversas isoformas de un solo transcrito 
y pudiendo incrementar este porcentaje en condiciones de estrés, estas nuevas proteínas tienen 
una diversidad de funciones, afinidades, interacciones o localizaciones y(Filichkin, et al, 2010, 
Kalostra and Cooper, 2011,  Reddy, et al, 2011, Reddy et al, 2012 Filichkin, et al, 2015,).  

Los principales tipos de AS hasta ahora descritos son:  

1) Cassete exon: Consiste en la combinación específica de exones en diferentes ordenes o presencia 
y ausencia en determinados transcritos maduros. 

2) AS 5´: Fragmentos del extremo 5´ de un exon es incluido en el producto final del splicing. 

3) AS 3´: Similar al anterior, incluye la presencia de sólo un fragmento 3’ en el trasncrito. 

4) Exon mutualmente exclusivo: La combinación de ciertos exones condiciona la presencia de otros. 

5) Cassete de exones coordinados: También llamado cassetes en tándem, consiste en la presencia o 
ausencia de un grupo de exones en el RNA  mensajero. 

6) Primer exon alternativo: El transcrito maduro posee un primer exon diferente  

7) Retención de intrón: Presencia de un intrón en el transcrito maduro, el cual puede contener 
codones de paro encriptados o bien generar un nuevo producto de traducción. 

Siendo la retención de intrones el proceso más común en Arabidopsis (Marquez, et al, 2012, 
Marquez, et al, 2015). Hay similitudes en los procesos que involucran el cassette exón y la retención 
de intrones; en el primer caso se ha reportado donde se excluye la inclusión de un exón en un AS 
constitutivo bajo condiciones que no son de estrés, sin embargo, este se retiene cuando se produce 
estrés, estos llamados "exones suicidas" poseen un codón de paro prematuro (PTC) situado antes 
del codón de paro canónico, estos exones forman una estructura similar a la subunidad ribosómica 
5S, que es reconocida por un sistema llamado Nonse Mediated Decay (NMD) para el marcado y la 
degradación de este transcrito con el PTC, este sistema es llamado RUST (Regulation of Unproductive 
Splicing and Translation). En el caso de retención de intrones es común la presencia de PTC, estas 
isoformas alternativas son reconocidas por el sistema NMD y se degradan rápidamente (Reddy, et 
al, 2013; Ding et al, 2014). Sin embargo, hay transcripciones alternativas con PTC que evaden la 
degradación mediada por NMD, se transcriben y son claramente estables, por lo que pueden 
traducirse en pequeños péptidos llamados microproteínas (miP) o pequeños péptidos de 
interferencia (siP), que debido al codón final prematuro se traducen en proteínas que carecen de 
uno o dos dominios funcionales, por lo que pueden tener diferentes funciones, ubicación o 
interactores para contender contra el estrés (Reddy, et al, 2013). 

AS de TFs: Se han reportado que diversos TFs que exhiben AS en condiciones de estrés, cuyas 
isoformas están claramente relacionadas con la mejora de la tolerancia tanto a la regulación de la 
transcripción como a la generación de proteínas con diferentes niveles de funciones, algunos 
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miembros de la superfamilia MYB y DREB / CBF han sido ampliamente descritos que presentan AS 
bajo condiciones de estrés. (Mastrangello, et al, 2012).  

TFIIIA: Además de los factores de transcripción específicos para lidiar con el estrés, hay un caso 
interesante de un Factor General de la transcripción (GTF), AtTFIIIA, que está relacionado con la ARN 
pol III, este GTF exhibe un AS constitutivo en condiciones normales al excluir el tercer exón, pero en 
condiciones de estrés abiótico se conserva, este exón tiene una similitud con la subunidad 
ribosómica 5S y tiene un PTC, por lo que forma parte del binomio RUST-NMD, en plantas 
transgénicas que  sobreexpresan esta versión de transcrito con PTC mejoran la tolerancia al estrés 
abiótico (Fu, et al, 2009, Barbazuk, 2010, Layat, et al, 2012). 

TFIIB: Hay informes que involucran al GTF TFIIB en condiciones de estrés, por ejemplo, en levaduras, 
las cepas mutantes isogénicas del homólogo TFIIB (SUA7) muestran deficiencias en el crecimiento a 
16 ° y 30 ° C (Pinto, et al, 1994). Otro informe menciona que la formación de dos transcritos de SUA7 
que difieren en tamaño cerca de 100 nucleótidos cuando las células están expuestas al estrés por 
calor (Hoopes, et al, 2000). Además, TFIIB se expresó en condiciones de adaptación a altas 
temperaturas en  cítricos (Sánchez-Ballesta, et al, 2003). Curiosamente, TFIIB aumenta su expresión 
en estrés hiperosmótico en el pez Oreochromis mossambicus (Fiol y Kültz, 2005). Hasta ahora, se ha 
informado que TFIIB y los miembros de esta familia de genes Proteínas Relacionadas al factor de 
transcripción B (BRP) reclasificadas recientemente (Knutson, 2013) están involucradas en el 
desarrollo y el establecimiento de estructuras reproductivas en Arabidopsis (Cavel, et al, 2011; Zhou, 
et al, 2013; Qin, et al, 2014), hasta ahora, Sólo un informe menciona a AtTFIIB1 bajo condiciones de 
estrés y que interactúan con miembros de la familia HD-Zip (Capella, et al, 2014). 

En 2014, en el Laboratorio de Fisiología Molecular de Plantas del CeIB-UAEM se caracterizaron 
plantas de A. thaliana mutantes insercionales insensibles al disacárido trehalosa, el cual, como se 
menciona previamente, ha demostrado ser un osmoprotector, elicitor y protector de estructuras 
celulares en condiciones de estrés abiótico, estas mutantes fueron denominadas tin (trehalose 
insensitive), una de estas líneas mutantes (tin14) la cual posee la mutación insercional (Cassette de 
resistencia a kanamicina) en el extremo 3’ del gen BRP3; At4g10680, miembro de la familia génica 
TFIIB, las cuales mostraban una mayor tolerancia a condiciones de estrés abiótico (Hernández-
Campuzano, et al., 2014). 
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7.  JUSTIFICACIÓN 

Debido a los cambios en los patrones climáticos y la tendencia en el incremento de la temperatura 
en los próximos años, es necesario caracterizar, entender y elucidar los mecanismos con los cuales 
las plantas reaccionan a las condiciones adversas del entorno que afectan su desarrollo, rendimiento 
e incluso la supervivencia, dichos mecanismos de respuesta se pueden categorizar a niveles de 
organismo, sistémico, celular, y en última instancia, molecular, esta última es la más importante ya 
que la regulación génica antecede a los otros niveles de respuesta, por lo que entender los 
mecanismos moleculares de respuesta al entorno  constituyen la “línea de salida” para contender 
contra las variaciones físico-químicas del medio ambiente que comprometen la homeostasis de un 
ser vivo como lo es una planta. En este trabajo se describe el estudio de la expresión en condiciones 
de estrés abiótico de la familia génica TFIIB de la planta modelo Arabidopsis thaliana del cual el 
factor general de la transcripción AtTFIIB1 (At2g41630) es miembro y que se considera el importante 
por estar relacionado con la transcripción dependiente de la RNA pol II formando parte del complejo 
de pre-inicio de la transcripción (CPI), considerándose por esto, esencial para el óptimo desarrollo 
de la planta durante su senescencia. 

8. HIPOTESIS 

Los factores generales de transcripción TFIIB1, TFIIB2, BRP1, BRP2, BRP3 y BRP4 de A. thaliana 
presentarán cambios en la expresión génica espaciotemporal y al ser sometidas a diferentes 
condiciones de estrés abiótico. 

9. OBJETIVOS 

9.1. OBJETIVO GENERAL 

Determinar experimentalmente y mediante el uso de herramientas bioinformáticas, si miembros de 
la familia génica TFIIB de A. thaliana pueden estar involucrados en la respuesta al estrés abiótico. 

9.2. OBJETIVOS PARTICULARES  

1. Analizar in silico la presencia de elementos regulatorios en cis relacionados a respuestas mediadas 
por condiciones de estrés abiótico en las regiones promotoras de los miembros de la familia TFIIB 
de A. thaliana. 

2. Determinar los patrones de expresión de miembros de la familia génica TFIIB de A. thaliana bajo 
diversas condiciones de estrés abiótico y en diversas fases de desarrollo. 

3. Determinar el efecto de la mutación en TFIIB1 sobre la regulación génica en A. thaliana. 
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10.  MAPA CONCEPTUAL DE LA ESTRATEGIA EXPERIMENTAL  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mediante qRT- PCR caracterizar los 
patrones de expresión de miembros de la 

familia génica TFIIB de Arabidopsis 
thaliana en condiciones  estándar de 

crecimiento. 

Realizar el análisis in silico de los elementos en cis presentes en las regiones promotoras de 
los miembros de la familia TFIIB de Arabidopsis 

Cuantificar los patrones de expresión de TFIIB1, TFIIB2, BRP1, BRP2 BRP3 y BRP4 de At 
mediante qRT-PCR en diversos tejidos (flor, hoja caulina, hoja de roseta y tallo) obtenidos 

durante los tratamientos de estrés 

Determinar mediante qRT- PCR los 
patrones de expresión de  miembros de 

la familia génica TFIIB de Arabidopsis 
thaliana en condiciones  estrés abiótico 

tales como deshidratación, calor y 
salinidad en plántulas y plantas adultas. 

 

Subclonación y 
secuenciación de los 

productos de 
AtTFIIB1 

Análisis de 
expresión génica  

en la línea mutante 
en TFIIB1 

SALK_084698C  
mediante 

microarreglos 

Análisis de la clonas 
de AtTFIIB1 y 

simulación in silico 
de sus productos 

Publicar los resultados obtenidos 
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11. DIAGRAMA DE FLUJO  DE LA METODOLOGÍA 

 

 

  

(I) ANÁLISIS IN SILICO DE LA ORGANIZACIÓN DE LA FAMILIA GÉNICA AtTFIIB Y BÚSQUEDA DE 
ELEMENTOS EN CIS RELACIONADOS AL ESTRÉS  

(II) PRUEBAS DE ESTRÉS Modelo experimental Diseño experimental 

Salinidad 

Calor, frío y 
deshidratación 

 

Plántulas de At de dos semanas 
(~15 días, young rosette) 

germinadas in vitro a 22°C con 
fotoperiodo de 18h luz/12 

obscuridad 

 

Plántulas de At de dos semanas 
(~15 días, young rosette) 

germinadas in vitro (medio MS) a 
22°C con fotoperiodo de 18h luz/12 

obscuridad 

 

Se colocan en 
soluciones salinas 
(NaCl) de 100, 200, 
300, 400 y 500mM 
/1h tres plántulas 

por cada 
tratamiento 

Se colocan cajas 
Petri con plántulas 

en una incubadora a 
32°C,  0°C y en 

campana de flujo 
laminar por una 

hora, se consideran 
tres plántulas para 

su posterior análisis 

Deshidratación en 
tejidos de plantas 

adultas  

 

Plantas de At adultas de seis 
semanas (~40 días, flower shoot) 
germinadas en sustrato inherte 
(metromix 500) con solución de 
riego comercial y mantenidas con 
fotoperiodo de 18h luz/12h de 
oscuridad. 

 

Se extraen 3 plantas 
adultas completas 
con raíz por cada 
tratamiento, el cual 
consiste en 
deshidratación en 
una campana de 
flujo laminar por 
una hora, se 
analizan las silicuas, 
flores, tallo, hojas 
caulinas, hojas de 
roseta y raíz 



Página | 36  
 

 

  

 CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DE LA FAMILIA TFIIB DE AT 

Extracción de RNA total mediante el método de Ácido de Tiocinato de Guanidio-Fenol-
Cloroformo comercial (TRIzol, Life Technologies) de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. 

Cuantificación de RNA total en nanoDrop y verificación de integridad del RNA total en geles 
de agarosa 

(III) Síntesis de cDNA de AtTFIIB1 Determinar patrones de expresión por RT-PCR y 
cuantificación de la expresión mediante qRT-PCR 

De AtTFIIB1, BRP1, BRP2, BRP3 y BRP4 

 

 Clonación de AtTFIIB1 
(At2g41630) 

Análisis de la secuencia de la clona de cDNA de 
AtTFIIB1 

(IV) Análisis de expresión génica de la familia génica At TFIIB mediante microarreglos 

(V) INTEGRACIÓN DE DATOS Y RESULTADOS EN PUBLICACIÓN CIENTÍFICA INDIZDA 
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12. MATERIALES Y MÉTODOS 

A) MATERIAL BIOLÓGICO 

1. PLANTAS DE ARABIDOPSIS THALIANA 

Se utilizaron  plantas silvestres de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0.  

Mutantes insercionales del banco SALK_084698C (at2g41630) fueron adquiridas en el Centro de 
Recursos Biológicos Arabidopsis (https://www.arabidopsis.org/abrc/). Las semillas se esterilizaron 
en hipoclorito de sodio al 0,5% durante 15 minutos, seguido de 5 lavados y luego germinaron en 
medio Murashige y Skoog (MS) en phytagel con o sin kanamicina en un cuarto de cultivo a 22 ° C en 
fotoperiodo 16 h / 8 h (luz / osbscuridad) con iluminación blanca fría (80–90 μmol fotones m – 2s – 
1). Las plántulas se trasplantaron a Metro-Mix 200 (Grace-Sierra, Milpitas, CA, EE. UU.). 

La condición homocigótica de las plantas mutantes se determinó por selección genética mendeliana 
(se describe en material anexo) en placas de medio MS suplementadas con kanamicina (50mg/mL) 
como agente de selección para las líneas mutantes insercionales (pROK2::nptII) las cuales fueron 
preseleccionadas en el instituto Salk Lake por poseer un evento único  de inserción mediante la 
misma técnica, ya en el laboratorio, se realizaron dos eventos generacionales de selección para 
obtener líneas homócigas puras, corroborando mediante PCR de punto final la inserción en las líneas 
homócigas seleccionadas en kanamicina usando cebadores específicos para amplificar el gen nptII 
(material anexo). 

2. CEPAS BACTERIANAS. 

Para la clonación de los productos obtenidos por PCR se usó la cepa  de E. coli DH5-α 

B) TRATAMIENTOS DE ESTRÉS DE LAS PLANTAS DE ARABIDOPSIS 

Las semillas de Arabidopsis previamente incubadas a 4 ° C se sembraron en placas de medio MS 
phytagel y se incubaron a 22 ° C para la germinación bajo fotoperíodo de 16 h / 8 h (luz / oscuridad). 

1. Estrés por NaCl 

Plántulas de dos semanas de edad crecidas en las condiciones mencionadas anteriormente se 
hicieron flotar en diferentes concentraciones de NaCl (100 a 500 mM) durante 1 hora antes de 
proceder a la extracción de ARN. 

2. Estrés por calor 

Plántulas de dos semanas de edad crecidas en las condiciones mencionadas anteriormente, se 
incubaron a 32 ° C durante 1 hora antes de proceder a la extracción de ARN. 

3. Estrés de deshidratación 

Plantas de dos y cuatro semanas de edad que germinaron en el suelo se retiraron cuidadosamente 
de las macetas para mantener las raíces intactas y se deshidrataron en diferentes períodos (1 a 3 
horas) antes de proceder a la extracción de ARN. 
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C) HERRAMIENTAS MOLECULARES 

1. Extracción de ARN y qRT-PCR 

Las plántulas, las hojas caulinas, las hojas de roseta y los tejidos de flores de plantas adultas se 
congelaron en nitrógeno líquido y se molieron hasta obtener un polvo fino con mortero y mano de 
mortero. El ARN total se aisló usando el reactivo TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) De 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La integridad del ARN se analizó en electroforesis en 
gel de agarosa al 1.5% teñido con bromuro de etidio y la concentración se determinó en un 
espectrofotómetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EE. UU.). 

Se sintetizó cadena de ADNc utilizando 2.0 µg de ARNm total, se trató con DNasa I y se usó para la 
síntesis de ADN complementario (ADNc) con RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase 
(ambas de Thermo Scientific, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. El ADNc obtenido se usó para análisis de expresión génica. Se usó una PCR usando el gen 
de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (AT2G24270) como control de expresión de 
un gen endógeno. Los ADNc resultantes se diluyeron 10 veces y se usaron para realizar los 
experimentos de qRT-PCR usando SYBR Green qPCR Master Mix (Fermentas) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. La mezclas de reacción se dispusieron  en una placa de 96 pozos y se 
analizó usando el termociclador en tiempo real Applied Biosystem 7300 (Foster City, CA, Estados 
Unidos).  

Las condiciones del termociclador fueron los siguientes:  

94 ° C durante 1 min, seguido de 40 ciclos de 94 ° C durante 20 s y 60 ° C durante 60 s.  

Los niveles de transcripción relativos para cada muestra se obtuvieron utilizando el "método Ct 
comparativo" (Schmittgen y Livak, 2008) y se normalizaron con la media geométrica del gen GAPDH 
(AT2G24270). Se realizó un análisis estadístico de análisis de varianzas múltiples (ANOVA) para 
evaluar si existe diferencia significativa de la expresión diferencial utilizando los valores medios de 
tres réplicas biológicas para cada condición. 

2. Clonación de isoformas AtTFIIB1 

Para la purificación de los productos de PCR a partir de gel de agarosa, se utilizó el kit de extracción 
de gel QIAEX II® (QIAGEN, GmbH, Hilden, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
Los fragmentos purificados se clonaron en el vector de clonación pTZ57R / T para la secuenciación 
según el proveedor (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA), y la secuenciación del ADN se realizó 
utilizando el secuenciador 3130xl de Applied Biosystems en el Instituto de Biotecnología, UNAM, 
México (http://www.ibt.unam.mx/sintesis/secuenciacion.html). 

3. Análisis de expresión por microarreglos (microarrays) 

Se tomaron plantas adultas de Arabidopsis de líneas mutantes y WT, y se purificó el ARN total como 
se describió anteriormente. Se usó ADNc marcado (alexa555 y Alexa647) para la hibridación de los 
microarrays de 70 meros oligo Arabidopsis V.3.0.3, que se realizó en el Instituto de Fisiología Celular, 
UNAM, México. (http://microarrays.ifc.unam.mx/). El análisis de datos de microarrays se realizó con 
el software libre genArise, desarrollado en la Unidad de Computación del Instituto de Fisiología 
Celular, UNAM, México (http://www.ifc.unam.mx/genarise/). 
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13. ANÁLISIS IN SILICO  

Para tener un panorama sobre los patrones de expresión de los miembros de la familia TFIIB se 
realizó una búsqueda en la base de datos “GENEVESTIGATOR” (Hruz, et al., 2008) donde se 
depositan los patrones de expresión cuantificados por microarreglos los cuales se condensan en la 
siguiente serie de figuras, en la figura correspondiente a TFIIB1 se muestra una alta tasa de 
expresión, mientras que TFIIB2 muestra un nivel medio, al igual que BRP1 y un nivel bajo en BRP2, 
en todos los estados de desarrollo de la planta. 

   

Figura 6: Patrones de expresión de AtFIIB1, AtTFIIB2, AtBRP1 y AtBRP2 depositados en la base de datos 
“Genevestigator”, los cuales se  muestran en diferentes tejidos de la planta, desde germinación, 
plántula, roseta 1, roseta 2, roseta-florescencia, primordio floral, flor, flor-silicua, silicua y semilla. 
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La figura 7 muestra los patrones de expresión de BRP3 son medios  y restringidos solamente a 
plántula, roseta y flor, mientras que  BRP4 presenta niveles bajos en todos los tejidos, mientras que 
BRP5 presenta niveles medios en todos los tejidos y BRP6 niveles bajos en todos los tejidos. 

  

Figura 7: Patrones de expresión de AtBRP3, AtBRP4, AtBRP5 y AtBRP6 depositados en la base de datos 
“Genevestigator”, los cuales se  muestran en diferentes tejidos de la planta, desde germinación, 
plántula, roseta 1, roseta 2, roseta-florescencia, primordio floral, flor, flor-silicua, silicua y semilla. 
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La siguiente figura, muestra los patrones de expresión de BRF1 y BRF2,los cuales tienen patrones de 
expresión medianos en todos los tejidos, mientras que BRF3 y BRF4 CTD presentan niveles bajos de 
expresión, mostrando BRF4 CTD patrones de expresión restringidos a plántula, roseta y flor.   

  

Figura 8: Patrones de expresión de AtBRF1, AtBRF2, AtBRF3 y AtBRF4 CTD depositados en la base 
de datos “Genevestigator, los cuales se  muestran en diferentes tejidos de la planta, desde 
germinación, plántula, roseta 1, roseta 2, roseta-florescencia, primordio floral, flor, flor-silicua, 
silicua y semilla. 
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La última figura muestra los patrones de expresión de AtMEE 12 y AtMEE 12 CTD, los cuales son de 
expresión media y baja respectivamente, aunque AtMEE 12 se restringe solamente a plántula, 
roseta y flor, mientras que AtMEE 12 CTD se expresa en todos los tejidos. 

   

Figura 9: Patrones de expresión de AtMEE 12 y AtMEE 12 CTD depositados en la base de datos 
“Genevestigator, los cuales se  muestran en diferentes tejidos de la planta, desde germinación, plántula, 
roseta 1, roseta 2, roseta-florescencia, primordio floral, flor, flor-silicua, silicua y semilla. 
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14.  DOMINIOS PRESENTES EN MIEMBROS DE LA FAMILIA GÉNICA ATTFIIB. 

Se realizó una búsqueda en diferentes bases de datos (www.uniprot.org www.arabidopsis.org 
www.genome.jp ) para obtener las secuencias génicas y proteicas de la familia TFIIB, la cual  posee 
15 miembros los cuales se enlistan, se describen y se esquematizan brevemente sus principales 
características: 

 2 genes TFIIB 

TFIIB1; At2g41630 
TFIIB2; AT3G10330 
sus productos poseen un dominio zinc ribbon y dos dominios ciclinas. 

6 genes BRP (plant-specific TFIIB-related protein) 

BRP1; At4g36650 
BRP2; At3g29380 
BRP3; At4g10680 
BRP4; At3g57370 
BRP5; At4g35540 
BRP6; At5g39230 
cuyas proteínas poseen dominios zinc ribbon, BRP1 posee dos dominios ciclinas, BRP2, 3 y 4 poseen 
sólo un dominio ciclina, mientras que BRP5 y 6 sólo poseen un zinc ribbon.   

5 genes BRF (TFIIB-Related Factor) 

BRF1; At3g09360 
BRF2; At2g45100 
BRF3; At2g01280 
BRF like, AT1G30455  
BRF4 CTD; At4g19550 
los cuales codifican para proteínas donde BRF1, 2 y 3 poseen dos dominios ciclinas y un dominio 
BRF, BRF-like posee un dominio ciclina y un dominio BRF y BRF4 CTD sólo posee un dominio BRF. 

MEE (Maternal Effect Embryo Arrest) 

 AtMEE 12; At2g02955 
 AtMEE 12 CTD; At4g01340 
 AtMEE12 codifica para una proteína que posee un dominio RRN7, el cual es semejante a un zinc 
ribbon, AtMEE 12 CTD codifica para un producto semejante, pero con un tallo CTD (C-terminal 
domain). 

 

La  figura 10 esquematiza la estructura génica de los integrantes de la familia génica TFIIB. 

 

 

 

http://www.uniprot.org/
http://www.arabidopsis.org/
http://www.genome.jp/
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Las proteínas producto de la expresión génica de la familia TFIIB1, poseen una estructura general 
en cuyo extremo amino se distingue un zinc ribbon el cual  interactúa con la RNA polimerasa II y la 
subunidad TBP de TFIIF,  en el extremo carboxilo poseen dos repeticiones directas imperfectas que 
interactúa tanto con la proteína TBP  y con los elementos en cis BREU y BRED de regiones promotoras 
TATA, la figura 8 muestra los péptidos en un esquema lineal y de cajas sus elementos característicos. 

 

 

Figura 10: Estructura génica de los miembros de la familia TFIIB de Arabidopsis, las flechas 
indican la direccionalidad de la transcripción, las cajas blancas indican los UTRs  5´ y 
3´respectivamente de los marcos de lectura de cada gen, las cajas negras representan los exones 
y las líneas representan los intrones, de todos los miembros de esta familia, sólo BRP3 no 
presenta intrones.  
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15. ANÁLISIS IN SILICO DE ELEMENTOS EN CIS RELACIONADOS AL ESTRÉS EN LA FAMILIA GÉNICA 
AtTFIIB 

Para analizar las regiones promotoras de la familia génica TFIIB en Arabidopsis, se tomaron las 
secuencias intercistrónicas entre el gen que le antecede “río arriba” a nuestro gen de interés y antes 
del sitio de inicio de la transcripción de este, las cuales están disponibles en línea 
(http://arabidopsis.med.ohio-state.edu/AtcisDB/) las cuales fueron descargadas y analizadas 
usando las herramientas disponibles en línea como PLACE, PlantPAN y PlantCARE databases 
(https://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/?action=newplace,  http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/ 
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/). 

Una de las principales características que define a una familia génica es su funcionalidad, 
independientemente de si su mensajero intermediario es traducido a proteína o si su producto es 
un transcrito con funciones regulatorias, en ambos casos debe tener una región promotora asociada 
a alguna RNA polimerasa, en el caso de la familia génica TFIIB estas deben ser asociadas a la RNA 
pol II, un análisis  de las regiones promotoras usando la herramienta disponible en línea weblogo 
(http://weblogo.berkeley.edu/) nos permitió identificar secuencias regulatorias asociadas a la 
RNApol II (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Secuencias consenso de las regiones promotoras de los miembros de la familia 
TFIIB de Arabidopsis thaliana, Los triángulos rojos señalan regiones conservadas ricas en 
Adenina-Timina (cajas TATA), los triángulos verdes indican las islas CpG y finalmente los 
triángulos azules señalan regiones semi-conservadas de A-T y C-G (Caja CAAAT). 

http://arabidopsis.med.ohio-state.edu/AtcisDB/
https://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/?action=newplace
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/
http://weblogo.berkeley.edu/
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En la  figura 13 muestra el tamaño en pares de bases de las regiones promotoras de los miembros 
de la familia TFIIB a partir de las secuencias depositadas en AtcisDB - Arabidopsis cis-regulatory 
element database (https://agris-knowledgebase.org/AtcisDB/) y alineados con la herramienta de 
alineamiento múltiple clustal omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 13:  Tamaño de los promotores de la familia TFIIB: TFIIB1 (2,804pb), TFIIB2 (2,704pb), BRP1 (1,178pb), 
BRP2 (870pb), BRP3 (551pb),  BRP4 (1,247 pb),  BRP6 (454pb), BRF1 (483pb), BRF2 (1,313pb), BRF3 (100pb), BRF4 
CTD (887pb), MEE12 (1,460pb), MEE 12 CTD (1,597pb). Los triángulos rojos señalan regiones conservadas ricas 
en Adenina-Timina (cajas TATA), los triángulos verdes indican las islas CpG y finalmente los triángulos azules 
señalan regiones semi-conservadas de A-T y C-G (Caja CAAAT) las cuales fueron identificadas usando la 
herramienta bioinformática weblogo (http://weblogo.berkeley.edu/), la flecha amarilla marca el sitio de inicio de 
la transcripción. 

https://agris-knowledgebase.org/AtcisDB/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://weblogo.berkeley.edu/
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16. CARACTERIZACIÓN DE LOS ELEMENTOS REGULATORIOS EN CIS DE LA FAMILIA TFIIB. 

Además de los elementos involucrados en el proceso de transcripción general y asociados a 
funciones housekeeping, se hizo una búsqueda de otros elementos en cis en los promotores de la 
familia génica TFIIB que estuvieran asociados a una regulación por estrés, a partir de las secuencias 
depositadas en https://agris-knowledgebase.org/. Estas  secuencias pueden constituir elementos 
regulatorios y de respuesta asociados a estrés biótico y abiótico ya que sus ligandos son factores de 
transcripción asociados a la respuesta al estrés, los cuales se depuraron y condensaron en el 
siguiente grupo de tablas: 

 TFIIB 1 (At2g41630) (Tabla 2) 
 TFIIB 2 (At3g10330) (tabla 3) 
 MEE 12 (At2g02955) (tabla 4) 
 BRP 4 (At3g57370) (tabla 5) 
 MEE 12 CTD (At4g01340) (tabla 6) 
 BRF 4 CTD (At4g19550) (tabla 7) 
 BRF 2 (At2g45100) (tabla 8) 
 BRF-like (At1g30455) (tabla 9) 
 BRP 1 (At4g36650) (tabla 10) 
 BRP 2 (At3g29380) (tabla 11) 
 BRP 3 (At4g10680) (tabla 12) 
 BRF 1 (At3g09360) (tabla 13) 
 BRP 6 (At5g39230) (tabla 14)  
 BRP 5 (At4g35540) (tabla 15)  

Estos  están ordenados de mayor a menor de acuerdo con el número de pares de bases en su región 
promotora, NP indica la ausencia del elemento. 
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Elemento en cis Secuencia Elemento en trans Tipo de regulación At2g41630
AtMYC2 BS in RD22 cacatg BHLH estrés 4

ATB2/AtbZIP53/AtbZIP44/GBF5 BS in ProDH actcat bZIP estrés osmótico 1
W-BOX ttgac(c/t) WRKY estrés, SA 4

ARF binding site motif tgtctc ARF auxinas 2
ARF1 binding site motif  tgtctc ARF auxinas 1

DPBF1&2 acacg(a/t)g bZIP Sequía 2
HSEs binding site motif agaaatttct HSF Calor 2

MYB aaccaaac MYB estrés 2
MYB4 binding site motif aacaaac MYB Bajas temp 5

RAV1-A binding site motif caaca ABI3VP1 etileno 9
ABRE-like binding site motif (c/g/t)acgtg(g/t)(a/c) bZIP ABA 1

BOX II promoter motif ggttaa bZIP luz 3
DRE-like promoter motif  agccgacca DREB/CBF Sequía 1

GATA promoter motif  (a/t)gatag MYC ABA y sequía 6
I-BOX promoter motif gataag MYB Luz 1
Z-BOX promoter motif atacgtgt MYC ABA y sequía 1

SORLIP 1 y 2 agccac y  gggcc HL TF Luz 1
G-BOX promoter motif  cacgtg bZIP Luz, ABA, JA, NP

         Nombre del elemento                             secuencia consenso    Elemento en trans    tipo de regulación       copias 

Tabla 2: Elementos regulatorios en cis en el promotor del gen TFIIB1 (At2g41630) de 2,804 pb. 

         Nombre del elemento                             secuencia consenso    Elemento en trans   tipo de regulación       copias 

Tabla 3: Elementos regulatorios en cis en el promotor del gen TFIIB2  (At3g10330) de 2,704 pb 
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  Elemento en cis Secuencia Elemento en trans Tipo de regulación At4g35540
AtMYC2 BS in RD22 cacatg BHLH estrés NP

ATB2/AtbZIP53/AtbZIP44/GBF5 BS in ProDH actcat bZIP estrés osmótico NP
W-BOX ttgac(c/t) WRKY estrés, SA NP

ARF binding site motif tgtctc ARF auxinas 12
ARF1 binding site motif  tgtctc ARF auxinas NP

DPBF1&2 acacg(a/t)g bZIP Sequía NP
HSEs binding site motif agaaatttct HSF Calor NP

MYB aaccaaac MYB estrés NP
MYB4 binding site motif aacaaac MYB Bajas temp NP

RAV1-A binding site motif caaca ABI3VP1 etileno NP
ABRE-like binding site motif (c/g/t)acgtg(g/t)(a/c) bZIP ABA NP

BOX II promoter motif ggttaa bZIP luz NP
DRE-like promoter motif  agccgacca DREB/CBF Sequía NP

GATA promoter motif  (a/t)gatag MYC ABA y sequía NP
I-BOX promoter motif gataag MYB Luz NP
Z-BOX promoter motif atacgtgt MYC ABA y sequía NP

SORLIP 1 y 2 agccac y  gggcc HL TF Luz NP
G-BOX promoter motif  cacgtg bZIP Luz, ABA, JA, NP

         Nombre del elemento                             secuencia consenso    Elemento en trans   tipo de regulación       copias 

Tabla 4: Elementos regulatorios en cis en el promotor del gen MEE 12 (At2g02955) de 1, 460 pb 

Tabla 5: Elementos regulatorios en cis en el promotor del gen  BRP4 (At3g57370) de 1,247 pb  

                Nombre del elemento                             secuencia consenso    Elemento en trans   tipo de regulación       copias 
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Elemento en cis Secuencia Elemento en trans Tipo de regulación At4g19550
AtMYC2 BS in RD22 cacatg BHLH estrés NP

ATB2/AtbZIP53/AtbZIP44/GBF5 BS in ProDH actcat bZIP estrés osmótico NP
W-BOX ttgac(c/t) WRKY estrés, SA NP

ARF binding site motif tgtctc ARF auxinas 3
ARF1 binding site motif  tgtctc ARF auxinas NP

DPBF1&2 acacg(a/t)g bZIP Sequía NP
HSEs binding site motif agaaatttct HSF Calor NP

MYB aaccaaac MYB estrés 3
MYB4 binding site motif aacaaac MYB Bajas temp NP

RAV1-A binding site motif caaca ABI3VP1 etileno 6
ABRE-like binding site motif (c/g/t)acgtg(g/t)(a/c) bZIP ABA NP

BOX II promoter motif ggttaa bZIP luz NP
DRE-like promoter motif  agccgacca DREB/CBF Sequía NP

GATA promoter motif  (a/t)gatag MYC ABA y sequía NP
I-BOX promoter motif gataag MYB Luz NP
Z-BOX promoter motif atacgtgt MYC ABA y sequía NP

SORLIP 1 y 2 agccac y  gggcc HL TF Luz NP
G-BOX promoter motif  cacgtg bZIP Luz, ABA, JA, NP

Elemento en cis Secuencia Elemento en trans Tipo de regulación At4g01340
AtMYC2 BS in RD22 cacatg BHLH estrés NP

ATB2/AtbZIP53/AtbZIP44/GBF5 BS in ProDH actcat bZIP estrés osmótico NP
W-BOX ttgac(c/t) WRKY estrés, SA NP

ARF binding site motif tgtctc ARF auxinas NP
ARF1 binding site motif  tgtctc ARF auxinas NP

DPBF1&2 acacg(a/t)g bZIP Sequía NP
HSEs binding site motif agaaatttct HSF Calor NP

MYB aaccaaac MYB estrés 7
MYB4 binding site motif aacaaac MYB Bajas temp NP

RAV1-A binding site motif caaca ABI3VP1 etileno NP
ABRE-like binding site motif (c/g/t)acgtg(g/t)(a/c) bZIP ABA NP

BOX II promoter motif ggttaa bZIP luz NP
DRE-like promoter motif  agccgacca DREB/CBF Sequía NP

GATA promoter motif  (a/t)gatag MYC ABA y sequía NP
I-BOX promoter motif gataag MYB Luz NP
Z-BOX promoter motif atacgtgt MYC ABA y sequía NP

SORLIP 1 y 2 agccac y  gggcc HL TF Luz NP
G-BOX promoter motif  cacgtg bZIP Luz, ABA, JA, NP

                Nombre del elemento                             secuencia consenso    Elemento en trans   tipo de regulación       copias 
Tabla 6: Elementos regulatorios en cis en el promotor del gen MEE 12 CTD (At4g01340) de 1,597 pb 

Tabla 7: Elementos regulatorios en cis en el promotor del gen  BRF4 CTD (At4g19550) de 887 pb  

                Nombre del elemento                             secuencia consenso    Elemento en trans   tipo de regulación       copias 
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Elemento en cis Secuencia Elemento en trans Tipo de regulación At2g45100

AtMYC2 BS in RD22 cacatg BHLH estrés NP
ATB2/AtbZIP53/AtbZIP44/GBF5 BS in ProDH actcat bZIP estrés osmótico NP

W-BOX ttgac(c/t) WRKY estrés, SA NP
ARF binding site motif tgtctc ARF auxinas 7
ARF1 binding site motif  tgtctc ARF auxinas NP

DPBF1&2 acacg(a/t)g bZIP Sequía NP
HSEs binding site motif agaaatttct HSF Calor NP

MYB aaccaaac MYB estrés 9
MYB4 binding site motif aacaaac MYB Bajas temp NP

RAV1-A binding site motif caaca ABI3VP1 etileno NP
ABRE-like binding site motif (c/g/t)acgtg(g/t)(a/c) bZIP ABA NP

BOX II promoter motif ggttaa bZIP luz NP
DRE-like promoter motif  agccgacca DREB/CBF Sequía NP

GATA promoter motif  (a/t)gatag MYC ABA y sequía NP
I-BOX promoter motif gataag MYB Luz NP
Z-BOX promoter motif atacgtgt MYC ABA y sequía NP

SORLIP 1 y 2 agccac y  gggcc HL TF Luz NP
G-BOX promoter motif  cacgtg bZIP Luz, ABA, JA, NP

Tabla 8: Elementos regulatorios en cis en el promotor del gen BRF2 (At2g45100) de 1,313 pb 

                Nombre del elemento                             secuencia consenso    Elemento en trans   tipo de regulación       copias 

Tabla 9: Elementos regulatorios en cis en el promotor del gen  BRFlike (At1g30455)  (sin reporte previo) 

                Nombre del elemento                             secuencia consenso    Elemento en trans   tipo de regulación       copias 
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  Tabla 10: Elementos regulatorios en cis en el promotor del gen BRP1 (At4g36650) de 1,178 pb 
                Nombre del elemento                             secuencia consenso    Elemento en trans   tipo de regulación       copias 

Tabla 11: Elementos regulatorios en cis en el promotor del gen  BRP2 (At3g29380) de 870 pb  

                Nombre del elemento                             secuencia consenso    Elemento en trans   tipo de regulación       copias 
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Tabla 12: Elementos regulatorios en cis en el promotor del gen BRP3  (At4g10680) de 551 pb 

               Nombre del elemento                             secuencia consenso    Elemento en trans   tipo de regulación       copias 

Elemento en cis Secuencia Elemento en trans Tipo de regulación At3g09360
AtMYC2 BS in RD22 cacatg BHLH estrés NP

ATB2/AtbZIP53/AtbZIP44/GBF5 BS in ProDH actcat bZIP estrés osmótico NP
W-BOX ttgac(c/t) WRKY estrés, SA NP

ARF binding site motif tgtctc ARF auxinas NP
ARF1 binding site motif  tgtctc ARF auxinas NP

DPBF1&2 acacg(a/t)g bZIP Sequía NP
HSEs binding site motif agaaatttct HSF Calor NP

MYB aaccaaac MYB estrés 15
MYB4 binding site motif aacaaac MYB Bajas temp NP

RAV1-A binding site motif caaca ABI3VP1 etileno NP
ABRE-like binding site motif (c/g/t)acgtg(g/t)(a/c) bZIP ABA NP

BOX II promoter motif ggttaa bZIP luz NP
DRE-like promoter motif  agccgacca DREB/CBF Sequía NP

GATA promoter motif  (a/t)gatag MYC ABA y sequía NP
I-BOX promoter motif gataag MYB Luz NP
Z-BOX promoter motif atacgtgt MYC ABA y sequía NP

SORLIP 1 y 2 agccac y  gggcc HL TF Luz NP
G-BOX promoter motif  cacgtg bZIP Luz, ABA, JA, NP

Tabla 13: Elementos regulatorios en cis en el promotor del gen BRF1 (At3g09360) de 483 pb  
         Nombre del elemento                    secuencia consenso  Elemento en trans    tipo de regulación         copias 
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Tabla 14: Elementos regulatorios en cis en el promotor del gen BRP6 (At5g39230) de 454 pb  

         Nombre del elemento                              secuencia consenso     Elemento en trans     tipo de regulación       copias 

Elemento en cis Secuencia Elemento en trans Tipo de regulación At4g35540
AtMYC2 BS in RD22 cacatg BHLH estrés NP

ATB2/AtbZIP53/AtbZIP44/GBF5 BS in ProDH actcat bZIP estrés osmótico NP
W-BOX ttgac(c/t) WRKY estrés, SA NP

ARF binding site motif tgtctc ARF auxinas 12
ARF1 binding site motif  tgtctc ARF auxinas NP

DPBF1&2 acacg(a/t)g bZIP Sequía NP
HSEs binding site motif agaaatttct HSF Calor NP

MYB aaccaaac MYB estrés NP
MYB4 binding site motif aacaaac MYB Bajas temp NP

RAV1-A binding site motif caaca ABI3VP1 etileno NP
ABRE-like binding site motif (c/g/t)acgtg(g/t)(a/c) bZIP ABA NP

BOX II promoter motif ggttaa bZIP luz NP
DRE-like promoter motif  agccgacca DREB/CBF Sequía NP

GATA promoter motif  (a/t)gatag MYC ABA y sequía NP
I-BOX promoter motif gataag MYB Luz NP
Z-BOX promoter motif atacgtgt MYC ABA y sequía NP

SORLIP 1 y 2 agccac y  gggcc HL TF Luz NP
G-BOX promoter motif  cacgtg bZIP Luz, ABA, JA, NP

Tabla 15: Elementos regulatorios en cis en el promotor del gen BRP5 (At4g35540) de 100 pb  

         Nombre del elemento                              secuencia consenso     Elemento en trans     tipo de regulación       copias 
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En la figura 14, se enumeran de forma detallada los elementos más abundantes en cuanto a número 
de copias y en el recuadro de la derecha los ligandos específicos para cada elemento en trans siendo 
TFIIB1 (At2g41630) cuyo promotor posee más elementos regulatorios en su región promotora, la 
cual incluye además de los elementos asociados a estrés, elementos de housekeeping. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la tabla 16 se muestra el número de elementos regulatorios en cis presentes en las regiones 
promotoras en los miembros de la familia génica AtTFIIB asociados a estrés abiótico ordenados de 
mayores repeticiones o copias presentes, siendo AtTFIIB1 (At2g41630) el que posee varios 
elementos regulatorios asociados a condiciones de estrés (Miranda-Ríos, et al, 2021). 

 

 

 

 

Figura 14: Abundancia de elementos en cis en los miembros de la familia TFIIB de Arabidopsis thaliana; At2g41630 
(TFIIB1), At3g10330  (TFIIB2), At2g02955 (MEE 12), At3g57370 (BRP4), At4g01340 (MEE 12 CTD), At4g19550 (BRF4 
CTD), At2g45100 (BRF2), At1g30455 (BRF-like), At4g36650 (BRP1), At3g29380 (BRP2), At4g10680 (BRP3), At3g09360 
(BRF1), At5g39230 (BRP6), At4g35540 (BRP5) y At2g01280 (BRF3). 
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Tabla 16: Elementos regulatorios en cis de la familia génica AtTFIIB agrupados. 

Familias de secuencias regulatorias asociadas a estrés encontradas en los promotores de la familia génica TFIIB: 1)GATABOX: Elemento de respuesta 
a luz y estímulos abióticos, 2) Familia RAV: Respuesta a deshidratación y salinidad, 3) Familias MYC y MYB: Respuesta a déficit hídrico, señalización 
por ácido jasmónico, ácido abscísico y ácido salicílico, 4) Familia ABRE: Des respuesta a ácido abscísico, 5) ACGT: De respuesta a deshidratación y 
ácido abscísico, 6) ARF: De respuesta a auxinas, 7) ASF1MOTIFCAMV: De respuesta a auxinas, ácido salicílico, estrés biótico y abiótico, 8) CGCGBOXAT: 
De respuesta a ácido abscísico y estrés abiótico, 9) ANT: De respuesta a estrés biótico y abiótico, 10) GBF5: De respuesta a estrés osmótico, 11) 
PREATPRODH: De respuesta cambios osmóticos, 12) GADOWNAT: De respuesta a ácido abscísico y deshidratación, 13) TRECOREATCOR15: Respuesta 
a ácido abscísico y deshidratación, 14) CACGTGMOTIF: Asociada a defensa, 15) HSE: Elemento de respuesta a calor, 16) E2FAT: Respuesta a 
deshidratación, 17) GCCCORE: De respuesta a estrés biótico, 18) DRE: De respuesta a deshidratación y ácido abscísico, salinidad y congelamiento, 
19) WBOXATNPR1: De respuesta a estrés biótico. 
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17. ANÁLISIS TRANSCRIPCIONAL DE MIEMBROS DE LA FAMILIA AtTFIIB EN CONDICIONES CONTROL 

 Se caracterizaron los patrones de expresión mediante RT-PCR de algunos miembros de la familia 
génica TFIIB, para este sesgo se tomó como criterio seleccionar aquellos genes cuyo productos 
posean un dominio zinc ribbon, y al menos un dominio ciclina, TFIIB1; At2g41630 y TFIIB2 poseen 
un dominio zinc ribbon y dos dominios cliclinas (en este trabajó sólo se caracterizó TFIIB1 ya que  
TFIIB2 se considera una duplicación del mismo gen, al tener la misma secuencia génica  y estructura 
génica y proteíca, y por lo tanto, mismas funciones), BRP1; At4g36650, BRP2; At3g29380, BRP3; 
At4g10680 y BRP4; At3g57370 poseen dominios zinc ribbon, además, BRP1 posee dos dominios 
ciclinas, mientras que BRP2, BRP2 y BRP4 poseen un dominio ciclina, se extrajo RNA total de 
diferentes tejidos de Arabidopsis para la síntesis de cDNA previo a su análisiscuantitativo por qRT-
PCR, se caracterizaron los patrones de expresión de forma semi-cuantitativa mediante RT-PCRs 
como describe en materiales y métodos de los genes mencionados los cuales se presentan en la 
siguiente figura, donde se muestra la expresión constitutiva del factor general TFIIB1 y BRP1, 
mientras que BRP2, BRP3 y BRP4 se restringen a tejido floral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Plántula           Flor       hoja caulina    hoja roseta      tamaño (pb) 

TFIIB1 

BRP1 

BRP2 

BRP3 

604 

579 

630 

494 

BRP4 

185 

528 

GAPDH 

Figura 15: Productos de RT-PCR de miembros de la familia génica TFIIB, en condiciones sin estrés usando 
como templado cDNA sintetizado a partir de RNA total de plántulas de  15 días (Young rosette), y flores, 
hojas caulinas y hojas de roseta a partir de plantas adultas (flower shoot), mostrados en orden 
descendente los amplicones de TFIIB1, BRP1, BRP2, BRP3 y BRP4. GAPDH fue usado como gen de 
expresión referencial. 
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18. PRUEBAS DE ESTRÉS 

Se llevaron a cabo análisis previos de RT-PCR semicuantitativos para determinar si existían patrones 
diferentes a los observados en condiciones de crecimiento estándar, en donde algunos miembros 
de la familia TFIIB y AtTFIIB1 presentaron patrones de expresión diferencial en condiciones de estrés 
abiótico como calor, deshidratación y salinidad, la siguiente figura compuesta muestra estas 
observaciones. Un resultado notable es la amplificación de un producto específico extra de AtTFIIB1 
en condiciones de deshidratación, calor y salinidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 16:  Amplicones de RT-PCRs semi-cuantitativos de estrés abiótico; En la columna A) se muestran los realizados en plántula (Young 
rossette) en 3 horas de deshidratación (3hD), se observan dos amplicones de TFIIB1, un producto esperado de 604 pb y uno mayor de 697 
pb, en un experimento más detallado de 1, 2 y 3 horas de deshidratación se observan en los tres tiempos, no así en el control, así como un 
aumento en la expresión de BRP2, en estrés por alta temperatura (32°C) se observa la amplificación de ambos productos de AtTFIIB1 
observados en deshidratación, finalmente, se observa un patrón de bandas similares a lo observado en deshidratación y calor en estrés salino 
de 100, 200, 300, 400 y 500mM de NaCl. En la columna B) los realizados en tejidos de plantas adultas, donde en flor, hoja caulina, y hoja 
roseta hay dos amplicones de 604 y 697 pb para TFIIB1 en condiciones de 1, 2 y 3 h de deshidratación. y en C) los realizados en plantas 
adultas procesadas completas, en la gráfica se muestra el contenido relativo de agua (RWC), los amplicones de 604 y 697 pb para TFIIB1 en 
deshidratación de 1, 2 y 3 horas,  además de amplicones más amplios que abarcan todo el marco de lectura de TFIIB1 de 939 y 1, 032 pb. En 
todos los casos se usó GAPDH como gen de expresión referencial. 
 

 

A) B) 

C) 
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Los experimentos de estrés previos mostraron productos de RT-PCR de TFIIB1 presentan además 
del producto esperado de 604 pb,  un amplicón extra de de 697 pb que se mostraba en estrés por 
salinidad y deshidratación, al que previsoriamente se le llamó “producto alternativo” pudiendo ser 
una forma alternativa además del transcrito canónico de AtTFIIB1. Por lo que se diseñaron 
oligonucléotidos para amplificar la región codificante completa. De AtTFIIB1. 
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TRANSCRITO CANÓNICO AtTFIIB1 (At2g41630) 
CCTTCTCCACATAAGTTACATCTCTCGTGTTTTGTTTTCTTTGTCTCCGATTTT
TTTCGCGACGAAGAAGAAGACGAGAGATAGAGAGAGAAGTAGAGAAATCGAAGG
AATCTGTAACCGATTTTAAGATCTCAATTTTTAGGGTTGTTGATTTTTCAATTT
CTGGGTTAATTTTTTTTAGGGTTTTCATTTGGAATCATGTCGGATGCGTATTGT
ACGGATTGTAAAAAGGAGACGGAGTTGGTTGTCGATCACTCAGCCGGAGATACC
CTTTGCTCCGAGTGTGGTTTGGTTTTGGAATCTCACTCCATTGATGAGACCTCT
GAGTGGCGTACCTTCGCTAATGAATCTTCCAACAGCGATCCCAATCGTGTCGGT
GGTCCAACCAACCCGCTTCTCGCTGATAGTGCTTTAACCACTGTTATCGCTAAG
CCCAATGGTTCATCTGGTGATTTCTTGTCTTCTTCTCTCGGGAGGTGGCAGAAT
CGTAACTCCAATTCCGATCGTGGTTTGATTCAAGCTTTTAAAACCATTGCTACC
ATGTCTGAAAGGTTGGGACTTGTTGCAACTATCAAGGATCGGGCTAATGAGTTA
TATAAGAGGCTGGAGGATCAGAAGTCAAGCAGGGGAAGAAATCAGGATGCACTT
TATGCAGCCTGTCTGTACATTGCTTGTCGCCAAGAGGACAAGCCACGAACTATT
AAGGAAATATGCGTTATTGCCAATGGGGCGACAAAGAAGGAAATTGGCCGAGCA
AAAGACTACATTGTTAAGACATTGGGACTGGAGCCTGGTCAGTCTGTGGATTTA
GGAACTATACACGCTGGTGATTTCATGAGAAGGTTCTGCTCCAACCTTGCAATG
TCTAACCATGCGGTGAAAGCTGCTCAGGAAGCTGTGCAAAAATCTGAGGAATTT
GATATAAGGAGGAGTCCTATATCAATAGCAGCAGTAGTCATCTATATCATAACC
CAGCTGTCTGATGACAAGAAGACTCTCAAAGATATATCGCATGCGACAGGAGTA
GCAGAAGGGACAATAAGGAATTCATACAAAGACTTGTATCCACATCTGTCAAAG
ATAGCACCAAGTTGGTATGCAAAGGAAGAGGATCTGAAAAACCTGTCAAGTCCT
TGAAGTCGTTTCTTGATTCTTCTATATGCAATAGAGAACTATCTATATCTATAA
ATCTATATCGACTGAGGAAGATACAAAGCAATTGTTCTCTCTCTCTAGTAGAGC
CTTTTGTTTCTTTTTCAAATCTTTTTTGAAGTCCTTTGCTTAAGATTCTTGTAA
TGGCGTTAAAAAACTTGAAGAAAGGAATATTATTATTGTTATAGTAAGATGGTA
ATTTTTTCATA 

 
TRANSCRITO ALTERNATIVO AtTFIIB1 (At2g41630) 
CCTTCTCCACATAAGTTACATCTCTCGTGTTTTGTTTTCTTTGTCTCCGATTT
TTTTCGCGACGAAGAAGAAGACGAGAGATAGAGAGAGAAGTAGAGAAATCGAA
GGAATCTGTAACCGATTTTAAGATCTCAATTTTTAGGGTTGTTGATTTTTCAA
TTTCTGGGTTAATTTTTTTTAGGGTTTTCATTTGGAATCATGTCGGATGCGTA
TTGTACGGATTGTAAAAAGGAGACGGAGTTGGTTGTCGATCACTCAGCCGGAG
ATACCCTTTGCTCCGAGTGTGGTTTGGTTTTGGAATCTCACTCCATTGATGAG
ACCTCTGAGTGGCGTACCTTCGCTAATGAATCTTCCAACAGCGATCCCAATCG
TGTCGGTGGTCCAACCAACCCGCTTCTCGCTGATAGTGCTTTAACCACTGTTA
TCGCTAAGCCCAATGGTTCATCTGGTGATTTCTTGTCTTCTTCTCTCGGGAGG
TGGCAGAATCGTAACTCCAATTCCGATCGTGGTTTGATTCAAGCTTTTAAAAC
CATTGCTACCATGTCTGAAAGGTTGGGACTTGTTGCAACTATCAAGGATCGGG
CTAATGAGTTATATAAGAGGCTGGAGGATCAGAAGTCAAGCAGGGGAAGAAAT
CAGGATGCACTTTATGCAGCCTGTCTGTACATTGCTTGTCGCCAAGAGGACAA
GCCACGAACTATTAAGggtacatttcaaagatttctcattTGAgagagtcttg
ttacctcttgatatagctttgacataagtcaatcaaactcgtgaaccttgtga
ataGAAATATGCGTTATTGCCAATGGGGCGACAAAGAAGGAAATTGGCCGAGC
AAAAGACTACATTGTTAAGACATTGGGACTGGAGCCTGGTCAGTCTGTGGATT
TAGGAACTATACACGCTGGTGATTTCATGAGAAGGTTCTGCTCCAACCTTGCA
ATGTCTAACCATGCGGTGAAAGCTGCTCAGGAAGCTGTGCAAAAATCTGAGGA
ATTTGATATAAGGAGGAGTCCTATATCAATAGCAGCAGTAGTCATCTATATCA
TAACCCAGCTGTCTGATGACAAGAAGACTCTCAAAGATATATCGCATGCGACA
GGAGTAGCAGAAGGGACAATAAGGAATTCATACAAAGACTTGTATCCACATCT
GTCAAAGATAGCACCAAGTTGGTATGCAAAGGAAGAGGATCTGAAAAACCTGT
CAAGTCCTTGAAGTCGTTTCTTGATTCTTCTATATGCAATAGAGAACTATCTA
TATCTATAAATCTATATCGACTGAGGAAGATACAAAGCAATTGTTCTCTCTCT
CTAGTAGAGCCTTTTGTTTCTTTTTCAAATCTTTTTTGAAGTCCTTTGCTTAA
GATTCTTGTAATGGCGTTAAAAAACTTGAAGAAAGGAATATTATTATTGTTAT
AGTAAGATGGTAATTTTTTCATA 

 Figura 18:  Amplificaciones de TFIIB1 en templados de cDNA, con un tamaño de 939 pb, el cual   posee 7 exones (I-
VII) y seis intrones (A-F), mientras que en un templado alternativo se retiene el tercer intrón de 93 pb, generando 
un amplicón de 1, 032 pb.  Los oligonucleótidos TFIIB1UP: GGTACCATGTCGGATGCGTATTGTACG y TFIIB1Down: 
TCTAGATCAAGGACTTGACAGGTTTTTCAG la cual  complementaria del siguiente templado: 
CTGAAAAACCTGTCAAGTCCTTGATCTAGA.   
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19. Clonación de las isoformas del transcrito de AtTFIIB1. 

Los templados fueron sintetizados a partir de RNA total extraído de plantas adultas completas de 
Arabidopsis thaliana previamente crecidas en condiciones axénicas y estándar después de 3 horas 
de deshidratación en campana de flujo laminar; se diseñaron primers que permiten amplificar toda 
la región codificante de las hasta ahora dos posibles isoformas de AtTFIIB1, estos oligonucleótidos 
poseen adaptadores para añadir sitios de corte KpnI y XbaI ya que después de purificar los productos 
de PCR de  los geles de agarosa (figura 16) como se describe en los materiales y métodos, estos  
amplicones fueron clonados en vectores pKs, transferidos a cepas de E. coli DH5-α, seleccionando a 
las cepas transformadas con ampicilina (50mg/mL) como marcador de selección, purificación de 
plásmidos de las colonias seleccionadas y verificando por PCR o digestión enzimática (KpnI y XbaI) 
la clonación de ambos productos en dicho vector, para su caracterización por secuenciación.  
(http://oldwww.ibt.unam.mx/server/PRG.base?alterno:0,clase:ser,tipo:doc,tit:Unidad_de_S%EDnt
esis_y_Secuenciaci%F3n_de_ADN,dir:/sintesis/index.html).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 
  

Figura 19: Amplificación de  las dos posibles isoformas de marcos de lectura de TFIIB1 se diseñaron 
los siguientes oligonucleótidos; el primero con un linker KpnI  para su clonación en un vector pKS, 
TFIIB1UP: GGTACCATGTCGGATGCGTATTGTACG, el siguiente oligonucleótido con un linker Xba I con 
el mismo propósito de clonación, TFIIB1Down: TCTAGATCAAGGACTTGACAGGTTTTTCAG siendo 
complementaria del siguiente templado: CTGAAAAACCTGTCAAGTCCTTGATCTAGA. Las 
amplificaciones en templado genómico, cDNA canónico y cDNA alternativo son las siguientes: 1. 
Amplificación en templado genómico: 1846pb, 2. Amplificación en templado cDNA canónico: 939pb y 
3. Amplificación en templado cDNA alternativo: 1032pb. Los oligonucléotidos subrayados indican los 
linkers para sitios de corte, los oligonucleótidos en cuadro verde indica que anclará a la cadena 
complementaria del codón de inicio como templado, los oligonucleótidos en rojo indican que anclará 
a la cadena complementaria del codón de término como templado, mostrando en cuadro rojo indican 
la cadena complementaria a la cual ancla el oligonucleótido TFIIB1 Down. 
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A) 

B) 

20. ANÁLISIS DE LAS SECUENCIAS DE LOS AMPLICONES DE TFIIB1. 
 
El análisis in silico  de las secuencias  de los productos clonados demuestran que existen dos transcritos de 
AtTFIIB1,la forma canónica de este gen codifica para un producto de 312 residuos de aminoácidos, el cual 
posee un dominio zinc ribbon y dos dominios ciclinas (cycline domain) de unión a DNA, mientras que el 
transcrito alternativo retiene el tercer intrón, el cual posee un codón de paro prematuro, este transcrito, de 
ser traducido a proteína carecería de un dominio ciclina (BREu) de unión a DNA. Las secuencias analizadas se 
muestran en la siguiente figura compuesta. 
 
 
10        20        30        40        50        60        70        80        90          
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
ATGTCGGATGCGTATTGTACGGATTGTAAAAAGGAGACGGAGTTGGTTGTCGATCACTCAGCCGGAGATACCCTTTGCTCCGAGTGTGGTTTGGTTTTGG  100  
M  S  D  A  Y  C  T  D  C  K  K  E  T  E  L  V  V  D  H  S  A  G  D  T  L  C  S  E  C  G  L  V  L  E   34 
                                         Z      I       N      C                     R       I       B       B       O      N   
         |         |         |         |         |         |         |         |         |       
AATCTCACTCCATTGATGAGACCTCTGAGTGGCGTACCTTCGCTAATGAATCTTCCAACAGCGATCCCAATCGTGTCGGTGGTCCAACCAACCCGCTTCT  200 
  S  H  S  I  D  E  T  S  E  W  R  T  F  A  N  E  S  S  N  S  D  P  N  R  V  G  G  P  T  N  P  L  L    67 
                    D      O      M      A      I      N 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
CGCTGATAGTGCTTTAACCACTGTTATCGCTAAGCCCAATGGTTCATCTGGTGATTTCTTGTCTTCTTCTCTCGGGAGGTGGCAGAATCGTAACTCCAAT  300 
 A  D  S  A  L  T  T  V  I  A  K  P  N  G  S  S  G  D  F  L  S  S  S  L  G  R  W  Q  N  R  N  S  N    100    
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
TCCGATCGTGGTTTGATTCAAGCTTTTAAAACCATTGCTACCATGTCTGAAAGGTTGGGACTTGTTGCAACTATCAAGGATCGGGCTAATGAGTTATATA  400 
S  D  R  G  L  I  Q  A  F  K  T  I  A  T  M  S  E  R  L  G  L  V  A  T  I  K  D  R  A  N  E  L  Y  K  134  
                                      C                Y                 C                L                  I                  N                  E 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
AGAGGCTGGAGGATCAGAAGTCAAGCAGGGGAAGAAATCAGGATGCACTTTATGCAGCCTGTCTGTACATTGCTTGTCGCCAAGAGGACAAGCCACGAAC  500 
  R  L  E  D  Q  K  S  S  R  G  R  N  Q  D  A  L  Y  A  A  C  L  Y  I  A  C  R  Q  E  D  K  P  R  T   134 
                               D                O                M                 A                  I                 N                 1           
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
TATTAAGGAAATATGCGTTATTGCCAATGGGGCGACAAAGAAGGAAATTGGCCGAGCAAAAGACTACATTGTTAAGACATTGGGACTGGAGCCTGGTCAG  600 
 I  K  E  I  C  V  I  A  N  G  A  T  K  K  E  I  G  R  A  K  D  Y  I  V  K  T  L  G  L  E  P  G  Q    200 
   B  R  E  d  U N I O N  
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
TCTGTGGATTTAGGAACTATACACGCTGGTGATTTCATGAGAAGGTTCTGCTCCAACCTTGCAATGTCTAACCATGCGGTGAAAGCTGCTCAGGAAGCTG  700 
S  V  D  L  G  T  I  H  A  G  D  F  M  R  R  F  C  S  N  L  A  M  S  N  H  A  V  K  A  A  Q  E  A  V  234  
                   C                Y                 C                L                  I                  N                  E    
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
TGCAAAAATCTGAGGAATTTGATATAAGGAGGAGTCCTATATCAATAGCAGCAGTAGTCATCTATATCATAACCCAGCTGTCTGATGACAAGAAGACTCT  800 
  Q  K  S  E  E  F  D  I  R  R  S  P  I  S  I  A  A  V  V  I  Y  I  I  T  Q  L  S  D  D  K  K  T  L   267 
                                    D                O                M                 A                  I                 N              2                        B      R      E u   
         |         |         |         |         |         |         |         |         |          
CAAAGATATATCGCATGCGACAGGAGTAGCAGAAGGGACAATAAGGAATTCATACAAAGACTTGTATCCACATCTGTCAAAGATAGCACCAAGTTGGTAT  900 
 K  D  I  S  H  A  T  G  V  A  E  G  T  I  R  N  S  Y  K  D  L  Y  P  H  L  S  K  I  A  P  S  W  Y    300 
  U N I O N 
         |         |         |                   
GCAAAGGAAGAGGATCTGAAAAACCTGTCAAGTCCTTGA                                                               939 
A  K  E  E  D  L  K  N  L  S  S  P  (CODON DE TERMINO CANÓNICO)                                       313  
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        10        20        30        40        50        60        70        80        90          
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
ATGTCGGATGCGTATTGTACGGATTGTAAAAAGGAGACGGAGTTGGTTGTCGATCACTCAGCCGGAGATACCCTTTGCTCCGAGTGTGGTTTGGTTTTGG  100 
M  S  D  A  Y  C  T  D  C  K  K  E  T  E  L  V  V  D  H  S  A  G  D  T  L  C  S  E  C  G  L  V  L  E   34 
                                                                      Z      I       N      C                     R       I       B       B       O      N   
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
AATCTCACTCCATTGATGAGACCTCTGAGTGGCGTACCTTCGCTAATGAATCTTCCAACAGCGATCCCAATCGTGTCGGTGGTCCAACCAACCCGCTTCT  200 
  S  H  S  I  D  E  T  S  E  W  R  T  F  A  N  E  S  S  N  S  D  P  N  R  V  G  G  P  T  N  P  L  L    67 
                    D      O      M      A      I      N 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
CGCTGATAGTGCTTTAACCACTGTTATCGCTAAGCCCAATGGTTCATCTGGTGATTTCTTGTCTTCTTCTCTCGGGAGGTGGCAGAATCGTAACTCCAAT  300 
 A  D  S  A  L  T  T  V  I  A  K  P  N  G  S  S  G  D  F  L  S  S  S  L  G  R  W  Q  N  R  N  S  N    100 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
TCCGATCGTGGTTTGATTCAAGCTTTTAAAACCATTGCTACCATGTCTGAAAGGTTGGGACTTGTTGCAACTATCAAGGATCGGGCTAATGAGTTATATA  400 
S  D  R  G  L  I  Q  A  F  K  T  I  A  T  M  S  E  R  L  G  L  V  A  T  I  K  D  R  A  N  E  L  Y  K  134 
                                                                                      C                Y                 C                L                  I                  N                  E 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
AGAGGCTGGAGGATCAGAAGTCAAGCAGGGGAAGAAATCAGGATGCACTTTATGCAGCCTGTCTGTACATTGCTTGTCGCCAAGAGGACAAGCCACGAAC  500 
  R  L  E  D  Q  K  S  S  R  G  R  N  Q  D  A  L  Y  A  A  C  L  Y  I  A  C  R  Q  E  D  K  P  R  T   166 
          D           O           M            A             I            N         1                         B       R       E d                   U      N      I      O      N     
         |         |         |         |            
TATTAAGggtacatttcaaagatttctcattTGAgagagtcttgttacctcttgatatagctttgacataagtcaatcaaactcgtgaaccttgtgaata  600 
 I  K  G  T  F  Q  R  F  L  I  *--------------------------------------------------------------------  176 
                               CODÓN DE PARO PREMATURO ENCRIPTADO (PTC) 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
GAAATATGCGTTATTGCCAATGGGGCGACAAAGAAGGAAATTGGCCGAGCAAAAGACTACATTGTTAAGACATTGGGACTGGAGCCTGGTCAGTCTGTGG  700 
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
ATTTAGGAACTATACACGCTGGTGATTTCATGAGAAGGTTCTGCTCCAACCTTGCAATGTCTAACCATGCGGTGAAAGCTGCTCAGGAAGCTGTGCAAAA  800 
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
ATCTGAGGAATTTGATATAAGGAGGAGTCCTATATCAATAGCAGCAGTAGTCATCTATATCATAACCCAGCTGTCTGATGACAAGAAGACTCTCAAAGAT  900 
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
ATATCGCATGCGACAGGAGTAGCAGAAGGGACAATAAGGAATTCATACAAAGACTTGTATCCACATCTGTCAAAGATAGCACCAAGTTGGTATGCAAAGG 1000 
-------------------------------- 
AAGAGGATCTGAAAAACCTGTCAAGTCCTTGA                                                                     1032  
 

Figura 20 : Análisis in silico de los amplicones de las isoformas de AtTFIIB1, A) ORF de AtTFIIB1 (939 n) + 
producto (312 aa + codon de paro) B) ORF alternativo de AtTFIIB1 (1,032 nucleótidos) + producto (175 aa + 
codón de paro prematuro encriptado). 
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22. qPCRs EN CONDICIONES CONTROL 
Previo a las pruebas de estrés, se caracterizaron los patrones de expresión de algunos miembros de 
la familia génica TFIIB, para este sesgo se tomó como criterio seccionar aquellos genes cuyo 
productos posean un dominio zinc ribbon, y al menos un dominio ciclina, TFIIB1; At2g41630 y TFIIB2 
poseen un dominio zinc ribbon y dos dominios cliclinas (en este trabajó sólo se caracterizó TFIIB1 ya 
que  TFIIB2 se considera una duplicación del mismo gen, al tener la misma secuencia génica  y 
estructura génica y proteíca, y por lo tanto, mismas funciones), BRP1; At4g36650, BRP2; At3g29380, 
BRP3; At4g10680 y BRP4; At3g57370 poseen dominios zinc ribbon, además, BRP1 posee dos 
dominios ciclinas, mientras que BRP2, BRP2 y BRP4 poseen un dominio ciclina, se extrajo RNA total 
de diferentes tejidos de Arabidopsis para la síntesis de cDNA y su análisis de expresión cuantitativo 
mediante qRT-PCRs como describe en materiales y métodos de los genes mencionados los cuales se 
muestran en la figura 18 TFIIB1 muestra altos niveles de expresión en plántula y hojas roseta, 
mientras que en otros tejidos presenta una expresión basal, el transcrito alternativo presenta un 
ligero aumento de transcripción en hoja de roseta,  BRP 1, BRP 2, BRP 3 y BRP 4 presentan un nivel 
basal de transcripción en flor. 
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PLÁNTULAS FLORES  HOJAS CAULINAS HOJAS ROSETA 

Figura.21: Análisis de expresión por qRT-PCR de miembros de la familia TFIIB bajo condiciones control 
de no estrés en A thaliana.     Indica la isoforma canónica de AtTFIIB1C (At2g41630),    indica la 
isoforma alternativa de AtTFIIB1A,     indica BRP1 (At4g36650),      indica BRP2 (At3g29380),     indica 
BRP3 (At4g10680) e        indica BRP4 (At3g57370) respectivamente. Los niveles de expresión relativa 
de cada muestra fueron obtenidos usando el método "comparative Ct method" como se menciona en 
materiales y métodos y normalizados con la media geométrica del gen referencial GAPDH 
(AT2G24270). Las literales sobre las barras indican una diferencia significativa de   0.01 de los 
patrones de expresión entre cualquier miembro de la familia TFIIB analizados. Las barras de error 
indican la desviación estándar de tres réplicas biológicas independientes. 
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22. CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN EN  PRUEBAS DE ESTRÉS 

A) TFIIB1 EN PLÁNTULAS BAJO ESTRÉS SALINO 

Plántulas de Arabidopsis thaliana silvestres de dos semanas sometidas a estrés salino (como se 
describe en materiales y métodos), para el análisis de expresión de las isoformas del factor de 
transcripción general TFIIB1 (At2g41630) mediante RT-qPCRs. Los resultados se muestran en las 
siguientes gráficas, donde se observa un cambio en los patrones de expresión de TFIIB 1, donde el 
alternativo aumenta conforme aumenta la concentración de cloruro de sodio, mientras que 
disminuye la isoforma canónica. 
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Figura. 22: Análisis de expresión por qRT-PCR de miembros de  la familia TFIIB  bajo estrés salino en Arabidopsis 
thaliana. Niveles de expresión de las isoformas de los transcritos de AtTFIIB1 cuantificados por qRT-PCR,  los 
cDNAs templados fueron sintetizados a partir de RNA total aislado de plántulas (Young rosette) sometidas a 
diferentes concentraciones de NaCl (100, 200, 300, 400 and 500mM) por una hora.         Indica la isoforma 
canónica de  AtTFIIB1,       indica la isoforma alternativa de TFIIB1, la cual tiene una mayor expresión en 
condiciones de estrés salino. Los niveles de transcripción relativos para cada muestra se obtuvieron usando el 
"método Ct comparativo" como se menciona en materiales y métodos y se normalizó con la media geométrica 
del gen GAPDH (AT2G24270). Las letras diferentes en superíndice encima de las barras indican una diferencia 
significativa a un nivel significativo de 0,001 entre los patrones de expresión de cualquier miembro de la familia 
TFIIB. Las barras de error indican la desviación estándar de tres réplicas biológicas. 
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B)  BRPs EN PLÁNTULAS BAJO ESTRÉS SALINO 

Plántulas silvestres de Arabidopsis thaliana de dos semanas fueron puestas en agua destilada con 
diferentes concentraciones de NaCl  (descrito en materiales y métodos) para el análisis de expresión 
de algunos de los miembros de la familia TFIIB; BRP1; At4g36650, BRP2; At3g29380, BRP3; 
At4g10680 y BRP4; At3g57370 mediante RT-qPCRs. Los resultados se muestran en las siguiente 
figura. Sobresale el aumento en la expresión de BRP2, BRP4, un ligero aumento en BRP1 y una 
disminución en BRP3, el cual aumenta solamente en 500mM de NaCl, lo cual indica cambios en la 
expresión génica en estos miembros de la familia TFIIB en condiciones de estrés osmótico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Niveles de expresión de miembros de la familia BRPs TFIIB bajo diferentes concentraciones de NaCl,                                                                     
significa tratamiento de control,     significa NaCl 100 mM,      significa NaCl 200 mM,      significa NaCl 300 mM, 
significa 400 mM y   significa NaCl 500 mM. Los niveles de transcripción relativos para cada muestra se 
obtuvieron usando el "método Ct comparativo" como se menciona en materiales y métodos y se normalizó con 
la media geométrica del gen GAPDH (AT2G24270). Las letras diferentes en superíndice sobre de las barras 
indican una diferencia significativa a un nivel significativo de 0,001 entre los patrones de expresión de cualquier 
miembro de la familia TFIIB. Las barras de error indican la desviación estándar de tres réplicas biológicas. 
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C) TFIIB1 Y BRPs EN ESTRÉS POR CALOR, BAJAS TEMPERATURAS Y DESHIDRATACIÓN EN PLANTULAS 

Las plántulas sometidas a altas y bajas temperaturas (0 °C y 32 °C) y deshidratación presentaron una 
expresión diferencial cuantificada por q-RTPCR en algunos de los miembros de la familia TFIIB, 
TFIIB1, At2g41630 presenta expresión diferencial, siendo la forma alternativa la que presenta mayor 
concentración en condiciones de altas temperaturas y deshidratación, BRP1; At4g36650, presenta 
mayor expresión en deshidratación, al igual que BRP2; At3g29380, mientras que BRP3; At4g10680, 
principalmente en bajas temperaturas, para finalmente BRP4; At3g57370 presenta un aumento en 
todas las condiciones de estrés mencionadas, mostrando cambios en los patrones de expresión. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Análisis de expresión por qRT-PCR de miembros de la familia TFIIB bajo frío (0 ° C), calor (32 ° C) y 
estrés por deshidratación de 2 horas en plántulas de A. thaliana. A)      TFIIB1 canónica y alternativa     de TFIIB1 
B)     Niveles de expresión para BRP1, C)      Niveles de expresión para BRP2, D)     Niveles de expresión para 
BRP3 y E)      Niveles de expresión para BRP4. En todos los casos C significa Condiciones de Control, frío (0 ° C), 
calor (32 ° C) y 2 horas de deshidratación (2hD). Los niveles de transcripción relativos para cada muestra se 
obtuvieron usando el "método Ct comparativo" como se menciona en materiales y métodos y se normalizó con 
la media geométrica del gen GAPDH (AT2G24270). Las letras diferentes en superíndice encima de las barras 
indican una diferencia significativa a un nivel significativo de 0,001 entre los patrones de expresión de cualquier 
miembro de la familia TFIIB. Las barras de error indican la desviación estándar de tres réplicas biológicas. 
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D) TFIIB1 Y BRPs EN DIFERENTES TEJIDOS DE PLANTAS ADULTAS SOMETIDAS A DESHIDRATACIÓN 

Diversos tejidos como flor, hojas caulinas y hojas de la roseta mostraron una expresión diferencial 
a 1, 2 y 3 horas de deshidratación, TFIIB1, At2g41630; muestra un aumento del transcrito alternativo 
en hoja caulina en los tres casos de deshidratación, al igual que BRP1; At4g36650, BRP2; At3g29380, 
BRP3; At4g10680 mientras que BRP4; At3g57370 muestra un ligero aumento también en roseta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Análisis de expresión de miembros de la familia TFIIB mediante qRT-PCR bajo estrés por 
deshidratación en tejidos de A. thaliana. A)     Forma canónica y      alternativa TFIIB1, B)       Niveles de expresión 
para BRP1, C)      Niveles de expresión para BRP2, D)     Niveles de expresión para BRP3 y E)      Niveles de 
expresión para BRP4, todos los casos C significa Condiciones de control, 1hD, 2hD y 3hD significa 1 hora, 2 
horas y 3 horas de deshidratación respectivamente en tejido floral (Flores), hojas de Caulinas y hojas de roseta. 
Los niveles de transcripción relativos para cada muestra se obtuvieron usando el "método Ct comparativo" 
como se menciona en materiales y métodos y se normalizó con la media geométrica del gen GAPDH 
(AT2G24270). Las letras diferentes en superíndice encima de las barras indican una diferencia significativa a 
un nivel significativo de 0,001 entre los patrones de expresión de cualquier miembro de la familia TFIIB. Las 
barras de error indican la desviación estándar de tres réplicas biológicas. 
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23. CONSIDERACIONES NOTABLES DE AtTFIIB1 

El factor de transcripción general de Arabidopsis AtTFIIB (At2g41630) es una secuencia multi-
exónica compuesta por siete exones y seis intrones, el ORF canónico comprendía 2044 nucleótidos, 
cuando se transcribe, se produce el ARNm maduro canónico completo de los siete spliceseosome 
de la unión del exón mediado y el tamaño del ORF de la transcripción es de 939 nucleótidos desde 
ATG hasta el codón de paro, cuando se traduce en proteína, el AtTFIIB1 consta de 312 residuos de 
aminoácidos, la proteína consiste en un dominio zinc ribbon y dos dominios ciclinas de unión a ADN, 
TFIIB juega un papel central en el ensamblaje del complejo de preiniciación, proporcionando un 
puente entre el TFIID de unión al promotor y la ARN polimerasa II  estabilizando el complejo ADN-
TFIID. TFIIB hace un amplio contacto con el promotor a través de dos sitios de reconocimiento de 
ADN independientes que flanquean la caja TATA, el elemento de Unión “río abajo” (BREd; sitio de 
unión al dominio 1 de ciclina) y el elemento de de unión “río arriba” (BREu; sitio de unión al dominio 
2 de ciclina) para el posterior reclutamiento de TFIIF y RNA pol II en el promotor (Reese, 2003; 
Thomas y Chiang 2006, Sikorski y Buratowsky, 2009). 

 En la isoforma de transcripción alternativa cuyos niveles de expresión aumentan de forma 
específica en condiciones de estrés abiótico, la retención del tercer intrón proporciona un codón de 
paro prematuro, el cual, de traducirse, el posible producto carecería del segundo dominio de ciclina, 
generando una nueva microproteína (miP) o péptido de pequeña interferencia (SiP) con un rol de 
regulación (Syed, et al., 2012) TFIIB1-like. La siguiente figura  esquematiza la descripción anterior. 
Esto sugiere que el factor de transcripción TFIIB1 y las proteínas relacionadas con él (BRP1, BRP2, 
BRP3 y BRP4) además de participar en el desarrollo y los procesos reproductivos, también pueden 
estar involucrados en los mecanismos de regulación para lidiar con el estrés abiótico como la 
deshidratación y salinidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 25: Modelo lineal de los probables productos de expresión de AtTFIIB1 A) Estructura genómica del gen TFIIB1, que 
muestra 7 exones y 6 intrones. B) Transcripción canónica y producto que muestra un amplio ORF de 938 nucleótidos y una 
proteína de 313 residuos de aminoácidos, con todos los dominios funcionales de la proteína. C) Isoforma alternativa generada 
por AS en condiciones de estrés, el producto alternativo carece del segundo dominio de ciclina. 
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24. Análisis "in silico" del producto de empalme canónico y alternativo de proteínas TFIIB1 

La superposición y la alineación estructural de ambos productos de cadenas de polipéptidos se 
analizaron utilizando un algoritmo para calcular la similitud estructural de dos proteínas (Zhang y 
Skolnick 2005). El análisis mostró que el producto de la isoforma alternativa no retiene el dominio 
de ciclina 2, a diferencia de la isoforma canónica, por lo que las funciones biológicas de unión a por 
lo menos un dominio BREd sigue intacto y la función del péptido puede ser de regulación negativa al 
impedir el reclutamiento del resto de la maquinaria de inicio de la transcripción relacionada a la 
RNApol II. Producto de estos novedosos resultados aquí enunciados y presentados, se publicaron 
en la revista indizada y revisada por pares Biología plantarum 65: 255-264. El cual se anexa en 
material suplementario 
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Figura 26.  Estructuras proteicas de las posibles isoformas de TFIIB1. A)Isoforma canónica de AtTFIIB1 B) Isoforma 
alternativa de AtTFIIB1 C) Dominio zinc ribbon conservado. D) Dominio ciclina 1, de unión a BREd. E) Tallo TFD, 
dominio de unión a proteínas. Esta simulación in silico demuestra que la proteína conserva su estructura 
dimensional y los sitios de unión a otras proteínas, los dominios zinc ribbon y sólo un dominio ciclina (BREd). 
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25. Microarreglos de las plantas mutantes insercionales en TFIIB1 

Para obtener una idea general sobre las posibles funciones que regula TFIIB1 en un contexto de 
estrés abiótico, se realizó un análisis transcripcional mediante microarreglos en la mutante 
insercional de Arabidopsis SALK_084698C en TFIIB1(at2g41630)  crecida previamente en 
condiciones controladas. En la mutante TFIIB1, 52 genes están regulados positivamente, y 205 están 
regulados negativamente. Los genes regulados positivamente incluyen genes regulados por la luz, 
genes implicados en el metabolismo del almidón, azúcar y aminoácidos, degradación de la pared 
celular, metabolismo secundario, estrés abiótico, procesos redox, transporte de electrones, 
regulación de la transcripción y estructura de la cromatina, modificación de proteínas, respuesta 
celular, desarrollo, y transportadores. El listado de los genes regulados en este fondo mutante se 
muestra en el material suplementario. 

Estos microarreglos pueden darnos indicios sobre las funciones en las cuales está relacionado 
TFIIB1, se sabe, como se ha mencionado en este documento, que sus funciones además del tipo 
housekeeping de genes relacionados o dependientes de la RNA pol II, sus funciones son de notable 
importancia en el desarrollo del tubo polínico y arquitectura floral, interesantemente, los 
microarreglos indican un aumento en el número de genes regulados negativamente relacionados a 
la transcripción, además de otras funciones que pudieran están relacionados a mecanismos de 
“contención” o de “resguardo” como genes relacionados a respuesta celular, transporte de 
electrones, modificación de proteínas y cromatina, lo que indica que además de sus funciones como 
factor general de la transcripción, TFIIB1 está estrechamente relacionado a una respuesta para 
contender contra condiciones de estrés. 
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Figura 27: Microarreglos de la línea mutante SALK_084698C, los cuales muestran el número de genes regulados 
positiva y negativamente, estos grupos de genes pueden indicarnos que además de sus funciones tipo 
“housekeeping” como factor de transcripción general, incluye diversos genes relacionados a procesos que pueden 
estar estrechamente relacionados a condiciones de estrés. 
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26. DISCUSIÓN 

La expresión génica en plantas es un proceso finamente regulado, y el éxito en el mantenimiento 
de la homeostasis depende de la coordinación de varios elementos de acción tanto en cis como en 
trans que regulan una miríada de genes para enfrentar las condiciones adversas. Por lo tanto, 
muchas vías de señalización que controlan estos procesos son dirigidas para coordinar la maquinaria 
de transcripción central, como la regulación de la ARN polimerasa II (Pol II) y Factores de generales 
de la transcripción (GTF) (Grünberg y Hahn 2013). El orden de reclutamiento secuencial para la 
formación de Complejo de preinicio de la transcripción (PIC) es un proceso muy bien regulado 
debido a la alta afinidad de la RNA Pol II por DNA, este proceso comienza con TFIID (complejo 
multiproteico TBP y TAF) en la caja TATA (un elemento en cis), y el reclutamiento de TFIIA, TFIIB, 
TFIIF, RNA pol II, TFIIE y TFIIH (Thomas y Chiang 2006; Liu et al.2010; Grünberg y Hahn 2013 ). En 
Arabidopsis, hay 14 proteínas similares a TFIIB que se han recategorizado filogenéticamente en las 
subfamilias TFIIB, Brf y Rrn7 / TAF1B / MEE12 (Knutson 2013; Niu et al.2013). La subfamilia TFIIB 
tiene ocho miembros, incluidos TFIIB1, TFIIB2 y seis proteínas BRP, entre las cuales BRP1 posee un 
dominio zinc ribbon y dos dominio ciclinas; por su parte   BRP2, BRP3 y BRP4  poseen un dominio 
zinc ribbon y sólo un dominio ciclina, BRP5 y BRP6 sólo poseen un zinc ribbon (Knutson 2013). Por lo 
que en este estudio se consideraron además de TFIIB1 a BRP1, BRP2, BRP3 y BRP4 en este estudio 
debido a su funcionalidad. 

BRP1 

En Arabidopsis, BRP1 (At4g36650) se expresa en todos los tejidos y etapas de desarrollo, aunque 
con un alto nivel de expresión en las raíces y un nivel más bajo en flores y silicuas; BRP1 se localiza 
tanto en plástidos como en núcleos y se ha informado que está involucrado en la síntesis de ARNr 
dependiente de ARN polimerasa I (Lagrange et al. 2003). Nuestros resultados del análisis de 
expresión génica en plántulas, hojas de caulina y roseta, y flores indicaron que BRP1 es un gen 
expresado constitutivamente como lo han informado Lagrange y colaboradores (2003). Bajo estrés 
de deshidratación en plantas adultas, BRP1 mostró un aumento en los niveles de expresión después 
de 1 hora y permaneció después de 2 y 3 horas en hojas de caulina y con regulación negativa en 
hojas de roseta y solo bajo deshidratación aumenta sus niveles de expresión en plántulas, sin 
embargo, bajo estrés de salinidad, BRP1 está regulado negativamente, por lo que podemos 
hipotetizar, que BRP1 es un gen regulado por estrés, o involucrado en la regulación de respuesta a 
estrés, más no per se como un gen respuesta a estrés o con un producto efector especializado. 

BRP2 

La expresión de BRP2 (At3g29380) está restringida a los órganos y semillas reproductivos y está 
implicada en la regulación del crecimiento del endospermo, se ha reportado que líneas mutantes 
en este gen exhiben una tasa de proliferación más lenta en la etapa sincitial del endospermo (Cavel 
et al., 2011). Los experimentos en este trabajo mostraron una inducción en la expresión de BRP2 
bajo deshidratación en hojas  caulinas después de 1, 2 y 3 horas de estrés por deshidratación y 
ligeramente en hojas de roseta, así como en plántulas a baja y alta temperatura deshidratación y lo 
más importante, mostró un aumento en los niveles de expresión en condiciones de estrés de 
salinidad, por lo que al igual que lo propuesto para BRP1, puede ser que BRP2 está siendo regulado 
o involucrado en la coordinación de respuesta a estrés abiótico. 
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BRP3 

Aunque esta proteína auxiliar relacionada con TFIIB se expresa principalmente en flores, nuestros 
datos mostraron que BRP3 (At4g10680) exhibe un aumento evidente en la expresión del tejido floral 
bajo deshidratación después de 1, 2 y 3 horas y se induce en hojas caulinas y hojas de la roseta, así 
como en plántulas bajo frío, calor y deshidratación. Sin embargo, su expresión está regulada 
negativamente en plántulas bajo condiciones de estrés por salinidad, aunque con un ligero aumento 
en NaCl 500 mM. 

BRP4 

Se corroboró que la expresión de BRP4 (At3g57370) está restringida a las flores y exhibe un aumento 
en los niveles de expresión en la flor después de 1 y 2 horas de deshidratación, pero disminuye 
después de 3 horas; sin embargo, mostró una inducción en hojas caulinas y hojas de roseta después 
de la primera hora de deshidratación. Curiosamente, a pesar de considerarse la expresión de BRP4 
específica al tejido floral, se logró cuantificar una inducción de expresión en plántulas bajo frío, calor 
y deshidratación, así como una inducción bajo estrés de salinidad, por lo que puede tener un rol 
asociado a respuesta estrés abiótico en plántula. 

TFIIB1 

Zhou y colaboradores (2013) describen que AtTFIIB1 (At2g41630) está implicado en el crecimiento 
del tubo polínico y el desarrollo del endospermo, y la transcripción de este gen se encuentra en 
todas las etapas de desarrollo desde plántula, en la senescencia y desarrollo de planta siendo 
expresado los tejidos vegetativos, como raíces, tallos, hojas, flores, botones florales, granos de 
polen, silicuas, así como en estructuras reproductivas como flor y granos de polen, por lo que este 
factor general de la transcripción posee un rol importante en la reproducción sexual (Zhou et al. 
2013), la expresión de AtTFIIB1 es importante para diferenciación del polen y la formación del tubo 
de polínico que lleva los gametos masculinos a un saco embrionario para la doble fertilización, 
mientras queen  la embriogénesis permite que el cigoto se desarrolle en un embrión, estos procesos 
son poligénicos e involucran la expresión de varios genes y TFIIB1 al ser un factor general y 
ampliamente conservado en los tres dominios, es por tanto imprescindible para la viabilidad de la 
planta (Wang, et al., 2008; Niu, et al.,2013).  

La estructura genómica AtTFIIB1 es una secuencia multiexónica de siete exones y seis intrones 
(Knutson, 2013), es conocido que las regulaciones transcripcionales y postranscripcionales de los 
ARNm se modifican drásticamente durante las respuestas al estrés en las plantas para mantener la 
homeostasis y contender contra las condiciones adversas. Nuestros resultados mostraron que 
AtTFIIB1 retiene el tercer intrón específicamente bajo condiciones de estrés abiótico como calor (32 
°C), deshidratación y salinidad. Se ha descrito ampliamente la retención de intrones como el 
empalme alternativo más común en Arabidopsis (Hoang, et al., 2017). El análisis in silico de la 
secuencia de nucleótidos de AtTFIIB1 mostró que el tercer intrón retenido en estrés posee un codón 
de paro prematuro encriptado (PTC) localizado en la posición 532 después del nucleótido +1 en la 
isoforma alternativa del transcrito.  
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Informes previos mencionan que las isoformas de transcripciones alternativas con el PTC pueden 
ser parte de un sistema de dos componentes llamado RUST (por sus siglas en inglés para Regulación 
de empalme y traducción improductivo) donde la isoforma alternativa con el PTC es reconocida por 
un sistema especializado llamado Nonse Mediated Decay (NMD) que marca los transcritos maduros 
con PTCs para su degradación (Ni, et al., 2007; Nyikó, et al., 2013). Estos codones de paro que se 
encuentran distantes de los extremos 3’ del ARNm o más de 50 nucleótidos “río arriba” de la unión 
de exón-exón de más de 30 nucleótidos son reconocidos como sustratos para el sistema NMD (Hori 
y Watanabe 2007). 

Por otro lado, hay ejemplos de transcritos alternativos que evaden el sistema NMD (Lareau, et al., 
2007) que, en caso de ser traducido, genera una nueva proteína con posibles nuevas funciones 
llamadas microproteínas (miP) o péptido pequeño de interferencia, el cual puede generar cambios 
en la respuesta al estrés (Syed, et al., 2012). Se ha descrito que un factor de transcripción general, 
AtTFIIIA (AT1G72050) el cual además de tener un rol en el desarrollo (Layat, et al., 2012) está 
involucrado en la respuesta al estrés abiótico en Arabidopsis y arroz (Fu, et al., 2009) el transcrito 
de este gen tiene un mecanismo de “exon skipping” en condiciones de desarrollo idóneas, pero en 
en condiciones de estrés, retiene el tercer exón, el cual contiene un codón de paro prematuro. 
Plantas transgénicas que sobreexpresan esta isoforma, son más tolerantes al estrés abiótico, como 
salinidad y deshidratación (Layat, et al., 2012; Barbazuk, 2010 y Fu, et al., 2009). Un análisis 
genómico completo de empalme alternativo en Arabidopsis sugiere que el 78% de los transcritos 
alternativos poseen un PTC (Filichkin, et al., 2010) y que proporcionan un enorme potencial para la 
producción de miPs (Syed, et al., 2012; Magnani, et al., 2014). Los resultados obtenidos con los 
microarreglos de la mutante AtTFIIB1,  los resultados obtenidos mediante losexperimentos de estrés 
abiótico, así como los informes previos de AtTFIIIA, indican que un nutrido grupo de genes además 
de sus funciones de regulación de ciclo celular, desarrollo, formación de estructuras y tejidos, 
pueden también tener un rol de vital importancia en la respuesta a condiciones de estrés, como se 
ha demostrado en cítricos, levadura y tilapia, lo que respalda que AtTFIIB1 está relacionado con la 
regulación de la respuesta a estrés abiótico en Arabidopsis además de su papel en gametofitos y 
desarrollo de embriones (Zhou, et al. 2013). 

AtTFIIB1 muestra varios elementos cis involucrados en el estrés abiótico en su secuencia promotora 
además de los de elementos involucrados en las funciones de “housekeeping” y ciclo celular. En este 
estudio, mostramos claramente una isoforma de transcripción alternativa de AtTFIIB1 por la 
retención del tercer intrón bajo estrés abiótico como calor, deshidratación y salinidad. Este proceso 
parece estar muy estrictamente controlado, ya que se genera de forma específica a estas 
condiciones de estrés abiótico. La retención de intrones proporciona la inclusión de PTC, además, el 
análisis in silico sugiere que en caso de que se traduzca, el producto alternativo carece del dominio 
de unión a BREu, pudiendo estra generando un siP o miP con un papel regulador en condiciones de 
estrés abiótico quizá interactuando con otras proteínas o a nivel DNA. Los informes anteriores de 
TFIIB1 en levaduras, cítricos, tilapia y tomate parecen indicar que TFIIB1 puede estar directamente 
involucrado en una respuesta rápida al estrés abiótico en estos organismos (Pinto, et al, 1994; 
Hoopes, et al, 2000; Sánchez-Ballesta, , et al., 2003; Fiol y Kültz, 2005; Keller, et al, 2016).  
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En este trabajo se muestra una activación de BRP1, BRP2, BRP3 y BRP4 en hojas caulina después de 
1, 2 y 3 horas después de la deshidratación, represión de BRP1 en las mismas condiciones en hojas 
de roseta y una activación en BRP2, BRP3 y BRP4 en el mismo tejido en condiciones de estrés.  Estas 
observaciones pueden ser el puntero para estudios más robustos y específicos enfocados en estos 
miembros de la familia TFIIB, así como la sobreexpresión del TFIIB1 canónico y alternativo en plantas 
transgénicas, así como la inhibición de la expresión por ARNi, para corroborar nuestros datos 
actuales y determinar los mecanismos de acción de ambas formas bajo estrés abiótico. Los 
resultados obtenidos en el presente trabajo proporcionan información valiosa para obtener una 
idea del posible papel de TFIIB1 y las proteínas relacionadas (BRP) en la tolerancia al estrés abiótico 
en plantas de Arabidopsis, así como sus posibles implicaciones en varios genes involucrados en la 
respuesta al estrés abiótico. 

27. CONCLUSIONES 

AtTFIIB1 es un factor de transcripción general que presenta un splicing alternativo en condiciones 
específicas de estrés abiótico tales como deshidratación, salinidad, calor y bajas temperaturas. 

La isoforma que se genera es un transcrito que retiene el tercer intrón, el cual posee encriptado un 
codón de término prematuro. 

Este trabajo constituye el primer reporte de un splicing alternativo en un factor de transcripción 
general como lo es TFIIB1 en condiciones de estrés abiótico, esto puede ser clave para la regulación 
en la expresión diferencial bajo estrés por el hecho de estar relacionado con la RNA pol II. 

28. PERSPECTIVAS  

Se sugieren una serie de propuestas a futuro para determinar cuáles son la funciones que estaría 
regulando el transcrito alternativo de TFIIB1 y/o  su producto en condiciones de estrés, , el cual 
puede tener al menos dos destinos, ser degradado por el sistema NMD (Nonse Mediated Decay) o 
de ser traducido a proteína, este producto pueda funcionar como un péptido de interferencia, por 
lo que es importante generar plantas transgénicas que sobre expresen las dos isoformas de AtTFIIB1 
y determinar su tolerancia a condiciones de estrés, determinar a nivel molecular sus funciones, ya 
sea funcionando como un péptido de interferencia, degradado por el sistema NMD o si funciona a 
nivel de represión en regiones promotoras,  también es importante estudiar los roles de los BRPs 
que muestran patrones de expresión diferencial en condiciones de estrés, ya que pueden tener un 
rol de regulación en la respuesta al estrés abiótico. 
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https://www.arabidopsis.org 
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B) Servicios externos 

Unidad de microarreglos de ADN 

http://www.ifc.unam.mx/servicios/microarreglos 
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Unidad de Síntesis y Secuenciación de ADN 

https://sibiotec.ibt.unam.mx/SiBioTec/modulos/SintesisSecuenciacion/OligosEditExterno.aspx 

C) Lista de primers usados en este proyecto 

 

 

 

  

Primers  
Gen Nombre Secuencia (5´-3´) tamaño (pb) 

NPTII 5’NPTII 
3’NPTII 

GAACAAGATGGATTGTTGCACGC 
GAAGAACTCGTCAAGAAGC 763 

TFIIB1 TFIIB Upper 
TFIIB Lower 

CTCCGAGTGTGGTTTGGTTT 
CACCGCATGGTTAGACATTG 604 

BRP1 TFIIB4.1.2 Upper 
TFIIB4.1.2 Lower 

TCGCACGTGAGAGTGAAAAA 
TCCCAATTTCCTTCTGCTGT 579 

BRP2 TFIIB3.2 Upper 
TFIIB3.2 Lower 

CCTAATCAAGCAAGCCTTCG 
TTGATGATGTCTGATTCACAAGG 630 

BRP3 TFIIB4.2 Upper 
TFIIB4.2 Lower 

GAAGACGGAATTTGCTTGGA 
TCCTTCATATCCACGTTGGC 494 

BRP4 TFIB3.1 Upper 
TFIB3.1 Lower 

CCAAGCCGAATAAAGCTCTG 
TCGTGTTTTCTGCAACTCCA 528 

GAPDH GAPDH Upper GCCGGGACTGGATTGTTTGCTGAG 185 GAPDH Lower TTCGCCAGTTCCATCACCGCGTA 

Secuencia de primers usados en q-RT-PCR 
Gen nombre Secuencia (5´-3´) tamaño (pb) 

TFIIB1 
alt 

5358 
5359 

GAGGCTGGAGGATCAGAAGTC 
CTATTCACAAGGTTCACGAGTTTG 200 

TFIIB1 
can 

5358 
918 

GAGGCTGGAGGATCAGAAGTC 
CGCATATTTCCTTAATAGTTCGTG 116 

BRP1 UpBRP1-q 
TFIIB4.1.2 Lower 

CTGAGCATGCTTTCCAGTTG 
TCCCAATTTCCTTCTGCTGT 174 

BRP2 UpBRP2-q 
TFIIB3.2 Lower 

TCCGGAGAAACCCTAAGTCA 
TTGATGATGTCTGATTCACAAGC 202 

BRP3 TFIIB4.2 Upper 
LoBRP3-q 

GAAGACGGAATTTGCTTGGA  
GATGGCCGGATTTGAGATTA 160 

BRP4 TFIB3.1 Upper 
LoBRP4-q 

CCAAGCCGAATAAAGCTCTG  
CAGCAAAAAGGACGTTTCGT 150 

GAPDH GAPDH Upper GCCGGGACTGGATTGTTTGCTGAG 185 GAPDH Lower TTCGCCAGTTCCATCACCGCGTA 
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D) Selección de líneas homócigas 

El siguiente diagrama de flujo muestra el proceso de selección por segregación clásica dependiente 

de la autopolinización y segregación de cada alelo (marcador de selección) de las  líneas 

independientes (en este caso, líneas mutantes insercionales) siguiendo la resistencia al agente 

selectivo (kanamicina 50mg/mL) conferida por el gen marcador de selección (PROK2::NPTII) de las 

líneas mutantes. 

 

 

 

 

1. Sembrar en sustrato 
inerte un número “n” de 

semillas provenientes de 
la colección de mutantes 

insercionales 

2. Colectar semillas de cada individuo 
proveniente de cada línea mutante para 
su posterior segregación 

Estas 20 líneas darán 
semilla, la cual 

constituye la Filial 2 
(T2),  Estas semillas 

se seleccionan  
nuevamente a 

creciendo en agente 
selectivo 

3. Consideramos a cada individuo que 
crece en agente selectivo  (K) como línea 
independiente, constituyendo así la Filial 
1 (T1) 1,2,3,…20. Una vez obtenidas 
veinte líneas independientes, se pasan al 
sustrato inerte. 

T1 

Si los eventos de transformación son únicos, la 
tendencia que veremos en T2 es en relación 3:1, es 
decir, fenotípicamente el 75% germinarán en agente 
selectivo, aunque en genotipo sólo el 25% 
constituyan líneas homócigas, el 50% por ciento 
heterócigas y el 25% restante no sean portadoras del 
transgén (PROK2::NPTII). De las plantas que 
germinaron en medio de selección  se toman 10 al 
azar de cada línea, así tenemos: 1.1, 1.2, 1.3,…1.10, 
2.1, 2.2, 2.3,..2.10,..20.1, 20.2,20.3,…20.10. 

K K 

K? 

K?  k 

K? 

k 

kk 

T2 

k 

K K 

Kk 

KK  

Kk 

k 

Kk 

T3 

 

Finalmente, las plantas T2 dan semilla, constituyendo la 
Filial T3, la cual se somete a un último proceso de selección 
en agente selectivo, en donde por probabilidad, al menos 
una (1/4) de cada diez y de cada línea T2 tomada con 
anterioridad es homóciga. Esto se observa cuando al 
menos una línea T3  de las 10 obtenidas de una planta T2 
crezca 100% en agente selectivo. 
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E) MICROARREGLOS SALK_084698C 

 

Función General ID Nombre  Expresión 

Regulados Positivamente 
   

Light regulated 

PS calvin cyle. Rubisco small subunit at1g67090  RBCS1A  1.21 

PS light reaction. PSI polypeptide subunits at5g64040  PSAN; calmodulin binding  1.19 

PS light reaction. Photosystem I LHC-I at1g19150  LHCA6; chlorophyll binding  1.02 

Starch metabolism 

Major CHO metabolism. Degradation starch transporter at5g46110 APE2  1.31 

Sugar metabolism 

Minor CHO metabolism. Raffinose family at1g55740 AtSIP1 (Arabidopsis thaliana seed imbibition 1) 1.52 

Cellular wall 

Cell wall degradation. Pectate lyases and polygalacturonases at4g32380  polygalacturonase (pectinase) family protein  1.72 

Cell wall proteins. AGPs at2g46330 AGP16 (arabinogalactan protein 16)  1.16 

Aminoacid metabolism 

Amino acid metabolism at5g16290 acetolactate synthase small subunit, putative 1.07 

Amino acid metabolism at2g30970 ASP1 (aspartate aminotransferase 1) 1.06 

Secondary metabolism 

Secondary metabolism. Sulfur-containing glucosinolates at5g57220  CYP81F2; electron carrier 1.24 

Stress related 

Stress abiotic. Unspecified at5g10130 pollen Ole e 1 allergen and extensin family protein  1.01 

Redox 

Redox: ascorbate and glutathione at4g14965 AtMAPR4  1.15 

Electron transport 

Nitrile lyases, berberine bridge enzymes, reticuline oxidases at2g29370 tropinone reductase, putative  3.27 

Misc. cytochrome P450 at5g24900 CYP714A2; electron carrier/ heme binding / iron ion binding  2.35 

Misc. cytochrome P450 at1g55940  CYP708A1; electron carrier/ heme binding / iron ion binding 2.03 

Misc. invertase/pectin methylesterase inhibitor family protein at5g50040 invertase/pectin methylesterase inhibitor family protein  1.13 

Misc. cytochrome P450 at5g25140 CYP71B13; electron carrier/ heme binding / iron ion binding  1.11 

Protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) at4g22470 protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP)  1.07 

Transcription regulated 

RNA regulation of transcription. GRF zinc finger  at5g28570 transposable element gene  1.46 

RNA regulation of transcription. Alfin-like at5g20510 AL5 (ALFIN-LIKE 5); DNA binding  1.29 

RNA regulation of transcription. MYB domain transcription factor at5g40350  MYB24 (myb domain protein 24); DNA binding  1.21 

RNA regulation of transcription. Unclassified at5g50450 zinc finger (MYND type) family protein  1.1 

RNA regulation of transcription. WRKY domain transcription factor  at5g46310 WRKY family transcription factor  1.05 

RNA regulation of transcription. Methyl binding domain proteins at4g00416 MBD3; DNA binding/methyl-CpG binding 1.02 

RNA processing. Ribonucleases at5g02250  EMB2730 (Embryo defective 2730) 1 

Chromatin structure 

DNA. synthesis/chromatin structure at4g31210 DNA topoisomerase family protein  1.02 
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Protein modification 

Protein degradation. AAA type at4g24710 ATP binding/ATPase/nucleoside-triphosphatase 2.1 

Protein degradation. Ubiquitin E3, SCF, FBOX at2g04920 F-box family protein (FBX9)  1.34 

Protein degradation. Serine protease at1g47710 serpin, putative/serine protease inhibitor, putative  1.19 

Protein synthesis. Ribosomal protein. Eukaryotic 60S subunit L34 at3g28900 60S ribosomal protein L34 (RPL34C)  1.12 

Protein synthesis. Ribosomal protein. Eukaryotic 60S subunit L29 at3g06680 60S ribosomal protein L29 (RPL29B)  1.07 

Protein degradation. Ubiquitin at5g09340 ubiquitin, putative  1.04 

Cellular response 

Cell vesicle transport at5g59420  ORP3C (osbp-related protein 3C) 1.43 

Cell division at5g60870 regulator of chromosome condensation (RCC1) 1.13 

Development 

Development at5g60690  REV (REVOLUTA); DNA binding/lipid 
binding/transcription factor  

1.11 

Transport 

Metabolite transporters at the envelope membrane at5g25400 phosphate translocator-related  1.49 

Transport. Amino acids at5g49630  AAP6 (amino acid permease 6) transporter  1.15 

Transporter. Sugars at3g05155 sugar transporter, putative  1.1 

Transport. Misc at4g34580 phosphatidylinositol transfer protein 1.06 

Not assigned 

Not assigned. No ontology at2g36540 NLI interacting factor (NIF) family protein  2.51 

Not assigned. Unknown at5g29602 transposable element gene  2.47 

Not assigned. No ontology. Pentatricopeptide (PPR) at2g39230 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein  2.38 

Not assigned. Unknown at5g29020 transposable element gene  1.95 

Not assigned. Unknown at4g04745 unknown protein  1.71 

Not assigned. Unknown at2g07260 transposable element gene  1.41 

Not assigned. Unknown at5g05965 unknown protein  1.29 

Not assigned. Unknown at5g44313 transposable element gene  1.17 

Not assigned. Unknown at5g36960 unknown protein  1.14 

Not assigned. No ontology at5g53490 thylakoid lumenal 17.4 kDa protein, chloroplast  1.1 

Not assigned. Unknown at4g24680 BAT2, N-terminal, putative 1.08 

Not assigned. Unknown at5g25360 unknown protein  1.05 

Not assigned. No ontology at5g43745 phosphotransferase-related  1.03 
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Regulados negativamente 
   

Malic acid metabolism 

 Transformation. Other organic acid transformations at2g13560 malate oxidoreductase, putative  -2.59 

Mitochondrial electron transport  

Mitochondrial electron transport  at1g32710 cytochrome c oxidase subunit VIb family -1.67 

Cellular wall 

Cell wall precursor synthesis, phosphomannose 
isomerase 

at1g67070 DIN9 (dark inducible 9) -2.28 

Cell wall proteins. HRGP at3g54590  ATHRGP1 (hydroxyproline-rich glycoprotein) -1.12 

Lipids metabolism 

Lipid metabolism. FA synthesis and FA elongation at2g28630 KCS12 (3-ketoacyl-CoA synthase 12) -2.78 

Lipid metabolism. ''exotics'' (steroids, squalene etc) at1g10030 ERG28 (Arabidopsis homolog of yeast ergosterol28)  -1.81 

Lipid metabolism. ''exotics'' (steroids, squalene etc). 
Sphingolipids 

at1g14290 SBH2 (sphingoid base hydroxylase 2) -1.12 

Aminoacids metabolism 

Metal handling 

Metal handling at5g58640 selenoprotein-related  -1.01 

Secondary metabolism 

Secondary metabolism. Phenylpropanoids at3g61990 O-methyltransferase family 3 protein -1.93 

Secondary metabolism. Phenylpropanoids at1g51680 4CL1 (4-coumarate:coa ligase 1) -1.53 

Secondary metabolism. Phenylpropanoids at1g20480  4-coumaroyl-CoA synthase family protein  -1.23 

Hormone 

Hormone metabolism. auxin. Induced-regulated at1g29510  SAUR68 (small auxin upregulated 68) -1.39 

Hormone metabolism. Ethylene. at5g51690 ACS12; 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase -1.23 

Hormone metabolism. Jasmonate at2g25980 jacalin lectin family protein  -1.09 

Stress related 

Biotic stress at1g75030  ATLP-3  -1.67 

Biotic stress. Signalling. MLO-like at1g42560  MLO9 (mildew resistance locus O 9) -1.56 

Biotic stress. Unspecified at5g38950 germin-like protein-related  -1.5 

Biotic stress. Receptors at5g46520 ATP binding  transmembrane receptor  -1.32 

Redox 

Redox. Thioredoxin at1g43560 Aty2 (Arabidopsis thioredoxin y2); electron carrier -1.39 

Redox. Thioredoxin at1g34780 ATAPRL4 (APR-like 4)  -1.24 

Nucleic acid metabolism 

Nucleotide metabolism. Degradation at5g18890 inosine-uridine preferring nucleoside hydrolase  -1.65 

Nucleotide metabolism. Nudix hydrolases at1g18300 atnudt4 -1.01 

nucleotide metabolism. Nudix hydrolases at4g11980 ATNUDX14 (nudix hydrolase homolog 14) -1.4 

Biodegradation   

Biodegradation of xenobiotics. Lactoylglutathione lyase at1g11840 ATGLX1 (glyoxalase I homolog) -1.01 
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Electron transport 

Myrosinases-lectin-jacalin at5g38550 jacalin lectin family protein  -3 

Oxidases - copper, flavone etc. at4g12270 copper amine oxidase family protein  -2.54 

Cytochrome P450 at5g58860  CYP86A1 (CYTOCHROME P450 86 A1) -1.53 

Nitrile lyases, berberine bridge enzymes, reticuline oxidases at2g29170 short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family 
protein 

-1.5 

Peroxidases at4g21960 Symbols: PRXR1 | PRXR1; electron carrier -1.49 

UDP glucosyl and glucoronyl transferases at4g16710 glycosyltransferase family protein 28  -1.03 

Cytochrome P450 at5g42590 CYP71A16; electron carrier/ heme binding / iron ion 
binding  

-1.18 

Oxidases - copper, flavone etc. at1g56000 amine oxidase-related -1.1 

Transcription 

RNA binding at2g14870 RNA recognition motif (RRM)-containing protein  -2.28 

Regulation of transcription. MYB-related transcription factor at1g49950 TRB1, ATTRB1 | DNA-binding protein, putative  -2.05 

Regulation of transcription. PHOR1 at1g66160 ATCMPG1, CMPG1 | U-box domain-containing protein  -1.89 

Regulation of transcription. Zn-finger (CCHC) at4g12200 transposable element gene  -1.82 

Regulation of transcription. unclassified at5g11470 DNA binding/nucleic acid binding  -1.73 

Regulation of transcription. MADS box transcription factor  at5g26870  AGL26; transcription factor  -1.66 

Regulation of transcription. Unclassified at2g02620 DC1 domain-containing protein/PHD finger protein-
related 

-1.58 

Regulation of transcription. Unclassified at2g14255 zinc ion binding  -1.47 

Regulation of transcription. bZIP transcription factor family at1g06850 AtbZIP52 (Arabidopsis thaliana basic leucine zipper 52) -1.44 

Regulation of transcription. C3H zinc finger family at5g51980 WD-40 repeat family protein / zfwd2 protein (ZFWD2) -1.43 

Regulation of transcription. AP2/EREBP, APETALA2 at5g18450 AP2 domain-containing transcription factor, putative -1.41 

Regulation of transcription. C2H2 zinc finger family at3g28210  PMZ; zinc ion binding  -1.34 

Regulation of transcription. B3 transcription factor family at1g49475 DNA binding/transcription factor  -1.3 

Regulation of transcription. AP2/EREBP, APETALA2 at4g23750  CRF2 (cytokinin response factor 2) -1.21 

Regulation of transcription. Unclassified at5g52140 protein binding/zinc ion binding  -1.2 

Regulation of transcription. bHLH, Basic Helix-Loop-Helix family at1g49770  RGE1 (retarded growth of embryo 1) -1.17 

Regulation of transcription. C2C2 (Zn) DOF zinc finger family at3g21270 ADOF2; DNA binding/transcription factor  -1.09 

Regulation of transcription. HB, Homeobox transcription factor  at1g17920 HDG12 (homeodomain glabrous 12) -1.09 

Regulation of transcription.WRKY domain transcription factor  at2g46130  WRKY43; transcription factor -1.04 

Regulation of transcription.putative transcription regulator at2g42940 DNA-binding family protein  -1 
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Chromatin structure 

DNA synthesis/chromatin structure at3g02065 DEAD/DEAH box helicase family protein  -
1.09 

DNA synthesis/chromatin structure at5g07460  PMSR2 (peptidemethionine sulfoxide reductase 2) -
1.19 

DNA synthesis/chromatin structure at5g04130  ATP-hydrolyzing, putative / DNA topoisomerase II, putative  -
1.11 

DNA synthesis/chromatin structure at1g08130 ATLIG1 (Arabidopsis thaliana dna ligase 1) -
1.08 

DNA synthesis/chromatin structure. histone at5g27670  HTA7 (histone H2A 7) -
1.01 

DNA synthesis/chromatin structure. histone at1g54230 DNA binding  -
1.01 

DNA repair at5g48120 ARM repeat superfamily protein -
1.01 

DNA unspecified at3g42670  CHR38 (chromatin remodeling 38); ATP binding  -
1.27 

Protein modification 

Protein synthesis. Ribosomal protein at3g08720  S6K2 (serine/threonine protein kinase 2) -3 

Protein degradation. Ubiquitin E3 RING at3g62970 protein binding/zinc ion binding  -
2.52 

Protein postranslational modification at1g03960 calcium-binding EF hand family protein  -
2.51 

Protein degradation. Ubiquitin E3 RING at4g11370 Symbols: RHA1A|RHA1A; protein binding/zinc ion binding  -
2.02 

Protein degradation. Ubiquitin. E3. SCF. FBOX at1g23780 F-box family protein  -
1.94 

Protein targeting chloroplast at5g05000 TOC34  -
1.71 

Protein degradation. Ubiquitin E3 SCF FBOX at2g29830 kelch repeat-containing F-box family protein  -
1.68 

Protein degradation. Ubiquitin E2 at5g41700 UBC8 (ubiquitin conjugating enzyme 8) -
1.58 

Protein degradation. Ubiquitin E3 SCF FBOX at5g25290 F-box family protein  -
1.51 

Protein synthesis. Ribosomal protein eukaryotic 40S subunit S23 at5g02960 40S ribosomal protein S23 (RPS23B)  -
1.48 

Ribosomal protein. Prokaryotic. chloroplast 30S subunit S9 at1g74970 RPS9 (ribosomal protein S9) -
1.47 

Protein postranslational modification at1g67760 ATP binding/protein binding/unfolded protein binding  -
1.44 

Protein degradation. Ubiquitin E3 SCF FBOX at5g03020 kelch repeat-containing F-box family protein  -
1.43 

Protein degradation at5g05740  EGY2; metalloendopeptidase  -
1.37 

Protein degradation. Ubiquitin E3 SCF FBOX at5g52460 EDA41 (embryo sac development arrest 41)  -
1.36 
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Protein degradation. Ubiquitin E3 Ring at1g01660 U-box domain-containing protein -
1.33 

Protein postranslational modification at3g54030 protein kinase family protein  -
1.26 

Protein degradation. Ubiquitin E3 SCF FBOX at2g13630 F-box family protein-related  -
1.25 

Protein degradation. Serine protease at2g18080  EDA2 (embryo sac development arrest 2) -
1.24 

Protein degradation. Autophagy at2g40810 ATATG18C  -1.2 

Protein degradation. Serine protease at2g05850  scpl38 (serine carboxypeptidase-like 38) -
1.16 

Protein synthesis at1g80930 MIF4G domain-containing protein -
1.14 

Protein postranslational modification at3g21650 (PP2A) regulatory subunit B´putative -
1.12 

Protein degradation. AAA type at3g28610 ATP binding/ATPase/nucleoside-triphosphatase -
1.12 

 Modification kinase receptor like cytoplasmatic kinase II at5g01060 protein kinase family protein -1.1 

Protein postranslational modification at4g13020 MHK; ATP binding/kinase/protein kinase -
1.02 

 

Signalling 

Signalling light at5g04190  PKS4 (phytochrome kinase substrate 4)  -
2.84 

Signalling misc at1g28270  RALFL4 (ralf-like 4); signal transducer  -
2.46 

Signalling calcium at4g16350  CBL6 (calcineurin b-like protein 6) -
1.84 

Signalling phosphorelay at3g21510 AHP1 (histidine-containing phosphotransmitter 1) -1.7 

Signalling receptor kinases. Catharanthus roseus-like RLK1 at5g38990 protein kinase family protein  -
1.33 

Signalling. MAP kinases at1g18350  ATMKK7; MAP kinase kinase -
1.29 

Signalling receptor kinases. DUF 26 at4g11490 protein kinase family protein  -
1.18 

Signalling. G-proteins at4g39520 GTP-binding protein, putative -
1.07 

Signalling. G-proteins at5g42080 ADL1 (Arabidopsis dynamin-like protein) -1 

Signalling receptor kinases. DUF 26 at4g11470 protein kinase family protein  1.03 

Signalling receptor kinases. Catharanthus roseus-like RLK1 at5g59700 protein kinase, putative 1.31 

cellular response 

Cell organisation at1g01950 ARK2 | armadillo/beta-catenin repeat family protein  -
1.98 

Cell organisation at5g27550 ATP binding/microtubule motor  -
1.81 
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Cell division at2g32900 ATZW10 -
1.67 

Cell cycle at5g11300 CYC3B (mitotic-like cyclin 3b from arabidopsis) -
1.58 

Cell cycle at4g19560 CYCT1;2; cyclin-dependent protein kinase  -
1.45 

Cell organisation at1g10340 ankyrin repeat family protein  -
1.29 

Cell organisation at5g41310 kinesin motor protein-related  -
1.27 

Cell organisation at2g21950 Symbols: SKIP6 | SKIP6 (SKP1 interacting partner 6) -
1.13 

Cell cycle at2g32050 cell cycle control protein-related  -
1.11 

RNA regulated 

micro RNA, natural antisense at1g26973  MIR395A; miRNA  -
1.07 

micro RNA, natural antisense at2g25095  MIR156A | MIR156A; miRNA -
1.03 

Development 

Development. Unspecified at1g18100 E12A11; phosphatidylethanolamine binding  -
2.38 

Development. Unspecified at5g22640  emb1211 (embryo defective 1211)  -
2.08 

Development. Unspecified at5g64530  ANAC104, XND1 | XND1; transcription factor  -
1.62 

Development. Unspecified at1g01550 BPS1 (BYPASS 1)  -
1.52 

Development. Unspecified at2g22870 EMB2001 (embryo defective 2001) -
1.48 

Development. Unspecified at5g14520 pescadillo-related -
1.48 

Development. Storage proteins at2g28490 cupin family protein  -
1.37 

Development. Unspecified at4g00930  CIP4.1  -
1.26 

Development. Unspecified at1g29690 CAD1 (constitutively activated cell death 1)  -
1.25 

Development. Unspecified at4g37790 HAT22; transcription factor -
1.24 

Development. Unspecified at4g23410 TET5 (tetraspanin5)  -
1.22 
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Transport 

ATPase at3g08560  VHA-E2 (vacuolar H+-ATPase subunit e isoform 2) -1.94 

Transport. Unspecified anions at5g25430 anion exchanger  -1.87 

Transport potassium at4g00630  KEA2; potassium ion transmembrane transporter -1.66 

Transport at3g08960 binding/protein transporter  -1.62 

ABC transporters and multidrug resistance systems at2g26910  PDR4 (pleiotropic drug resistance 4) -1.6 

Cyclic nucleotide or calcium regulated channels at3g17690 ATCNGC19; calmodulin binding/cyclic nucleotide binding  -1.38 

Unspecified cations at4g22840 bile acid:sodium symporter family protein  -1.28 

Transport peptides and oligopeptides at4g27730 OPT6 (oligopeptide transporter 1) -1.18 

Transport misc. at1g29310 P-P-bond-hydrolysis-driven protein transmembrane transporter  -1.15 

Not assigned 

Not assigned. No ontology at5g11240 transducin family protein/WD-40 repeat family protein -2.76 

Not assigned. Unknown at2g39690 unknown protein  -2.6 

Not assigned. Unknown at4g34215 hydrolase -2.58 

Not assigned. Unknown at2g41600 Glycoprotein family protein -2.56 

Not assigned. Unknown at2g01870 unknown protein  -2.49 

Not assigned. No ontology at5g62600 transportin-SR-related -2.35 

Not assigned. Unknown at5g40830 methyltransferase -2.19 

Not assigned. Unknown at5g22210 unknown protein  -2.09 

Not assigned. Unknown at5g13950 unknown protein  -2.02 

Not assigned. Unknown at1g62060 unknown protein  -1.93 

Not assigned. No ontology at2g39795 mitochondrial glycoprotein family protein/MAM33 family protein  -1.91 

Not assigned. No ontology at3g32410 FH2 domain-containing protein  -1.9 

Not assigned. Unknown at5g22430 unknown protein  -1.87 

Not assigned. Unknown at5g52230 Symbols: MBD13 | MBD13; methyl-CpG binding -1.86 

Not assigned. Unknown at2g32295  EXS family protein/ERD1/XPR1/SYG1 family protein  -1.83 

Not assigned. Unknown at4g32670 zinc ion binding  -1.82 

Not assigned. Unknown at1g13380 unknown protein  -1.79 

Not assigned. Unknown at5g63150 unknown protein  -1.75 

Not assigned. Unknown at5g41660 unknown protein  -1.74 

Not assigned. Unknown at3g15320 transposable element gene  -1.7 

Not assigned. No ontology at2g26370 MD-2-related lipid recognition domain-containing protein -1.62 

Not assigned. No ontology at1g74720 C2 domain-containing protein -1.58 

Not assigned. No ontology at1g10095 protein prenyltransferase  -1.57 

Not assigned. No ontology at5g54440 unknown protein  -1.55 

Not assigned. No ontology at5g26260 meprin and TRAF homology domain-containing protein  -1.54 
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Not assigned. Unknown at5g54560 unknown protein -1.54 

Not assigned. No ontology at3g54580 proline-rich extensin-like family protein  -1.49 

Not assigned. Unknown at1g64410 transposable element gene  -1.49 

Not assigned. Unknown at2g28690 unknown protein  -1.47 

Not assigned. Unknown at2g39440 DOMAIN/s: Ribonuclease H2 -1.42 

Not assigned. No ontology  at3g07290 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein  -1.4 

Not assigned. No ontology.  at2g25580 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein  -1.39 

Not assigned. Unknown at1g71850 ubiquitin thiolesterase  -1.39 

Not assigned. No ontology at5g43090 Symbols: APUM13 | APUM13 (Arabidopsis Pumilio 13) -1.38 

Not assigned. Unknown at5g25470 DNA binding -1.38 

Not assigned. Unknown at2g25460 C2 calcium-dependent membrane targeting  -1.36 

Not assigned. Unknown at2g42370 unknown protein -1.35 

Not assigned. Unknown at1g28120  Ubiquitin thioesterase Otubain -1.35 

Not assigned. Unknown at5g07940   dentin sialophosphoprotein-related, putative -1.34 

Not assigned. Unknown at3g20680 unknown protein  -1.34 

Not assigned. No ontology at1g59650  CW14  -1.33 

Not assigned. No ontology at5g39710  EMB2745 (embryo defective 2745)  -1.33 

Not assigned. No ontology at1g16830  MEE40 (maternal effect embryo arrest 40)  -1.32 

Not assigned. Unknown at5g02580 unknown protein  -1.31 

Not assigned. Unknown at1g28327 RING1B (RING 1B) -1.29 

Not assigned. Unknown at3g43540 unknown protein  -1.27 

Not assigned. Unknown at5g42110 unknown protein  -1.27 

Not assigned. No ontology at1g23720 proline-rich extensin-like family protein -1.25 

Not assigned. Unknown at4g12370 unknown protein  -1.21 

Not assigned. Unknown at3g06895 unknown protein -1.21 

Not assigned. Unknown at2g06005 FIP1, frigida interacting protein 1 -1.17 

Not assigned. Unknown at2g39410 hydrolase, alpha/beta fold family protein  -1.15 

Not assigned. Unknown at4g35140 transducin family protein / WD-40 repeat family protein  -1.14 

Not assigned. Unknown at1g04910 unknown protein  -1.13 

Not assigned. No ontology at5g49080 transposable element gene  -1.13 

Not assigned. Unknown at2g36680 Modifier of rudimentary, Modr  -1.13 

Not assigned. No ontology at1g53600 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein  -1.12 

Not assigned. No ontology at5g06640 proline-rich extensin-like family protein  -1.11 

Not assigned. Unknown at4g32090 galactosyltransferase  -1.09 

Not assigned. Unknown at2g21740 unknown protein  -1.09 
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Not assigned. Unknown at3g01870 unknown protein  -1.07 

Not assigned. Unknown at5g02660 zinc ion binding  -1.05 

Not assigned. Unknown at2g42130 unknown protein -1.05 

Not assigned. No ontology at2g22125 cellulose synthase-interactive protein 1, POM2 -1.04 

Not assigned. Unknown at3g18540 unknown protein  -1.04 

Not assigned. Unknown at5g14550 unknown protein  -1.03 

Not assigned. Unknown at2g25280 UPF0103/Mediator of ErbB2-driven cell motility, putative -1.02 
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Abstract

In Arabidopsis, there are 14 TFIIB-like proteins that have been phylogenetically categorized into the TFIIB, BRF, and 
Rrn7/TAF1B/MEE12 subfamilies. The TFIIB transcription factor (TF) subfamily plays a key role in the regulation of 
gene expression in eukaryotes. To identify the expression patterns of some members of the TFIIB and BRF subfamilies 
in A. thaliana, different approaches were carried out to determine the possible functions of some of these transcription 
factors. Through an in silico analysis, we identified possible cis-acting regulatory elements in the promoter regions 
that drive the expression of transcription factors, as well as we evaluated their expression by means of real-time 
qPCR, at different growth stages and under various stress conditions. Cis-acting elements analysis showed that general 
transcription factors possess stress-responsive elements such as W-Box (TTGACC/T type binding WRKY TFs), 
ARF1 (auxin response), MYB binding site promoter (auxin response and elicitors), RAV1-A (response to dehydration 
and salinity), and DRE elements (dehydration response) among others. The experimental results showed differential 
expression of TFIIB1 and TFIIB. In addition, we demonstrate that in stress conditions a transcript of the TFIIB1 factor 
is generated as an alternative splicing product by retention of the third intron, where a premature termination codon 
is found. This is the first report of an alternative splicing event in a general transcription factor related to RNA pol II, 
which is synthesized when the plant is under abiotic stresses such as heat, dehydration, and salinity.

Keywords: abiotic stresses, alternative splicing, Arabidopsis thaliana, basal transcriptional factor, dehydration, heat, osmotic stress, 
salinity.
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Introduction

Plants as sessile organisms have strategies to maintain 
homeostasis during their life cycle and respond to adverse 
external stimuli such as biotic and abiotic stresses. Abiotic 
stresses, such as low or high temperature, deficient or 
excessive water, high salinity, heavy metals, and ultraviolet 
radiation, are hostile to plant growth and development, 
leading to great crop yield penalty worldwide (He et al. 
2018). To survive, grow, and reproduce in environments 
that fluctuate annually and diurnally, land plants have 
evolved a complex system that regulates adaptation in 
response to stress signals. Many aspects of adaptation 
processes, which include developmental, physiological, 
and biochemical changes, are controlled by stress-
responsive gene expression (Agarwal et al. 2017). 
Transcription factors play central roles in gene expression 
by regulating downstream gene regulation, such as trans-
acting elements via specific binding to cis-acting elements 
in the promoter of target genes (Mizoi et al. 2012). In 
addition, transcription factors finely regulate signal 
transduction pathways in the cell to adjust and achieve 
optimal growth and survival under stressful environmental 
conditions (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 2006). 

Well-established molecular and biochemical 
mechanisms underlying the regulation of transcription 
factor (TF) activities involve regulation at different stages 
of transcription, translation, and protein turnover (Seo 
et al. 2013). Recent studies have shown that in plant 
genomes post-transcriptional control of RNA metabolism 
is widespread. For example, in Arabidopsis thaliana, 
over 60 % of intron-containing genes undergo alternative 
splicing (AS). The diversity of the proteome and the 
expansion of the repertoire of gene/protein activities in 
response to developmental and environmental stimuli are 
provided by alternative splicing (Syed et al. 2012).

Plants can sense, process, and respond to environmental 
cues and activate related-gene expression to increase their 
stress tolerance (Nakashima et al. 2014). Many proteins 
interact with specific DNA sequences in the promoter 
regions and interact with other transcriptional regulators. 
It has been estimated that A. thaliana contains over 1 800 
TFs representing more than 7 % of its proteins, and only 
a tenth of these have been characterized (Lindemose et al. 
2013, Franco-Zorrilla et al. 2014).

The initiation of eukaryotic gene transcription requires 
the formation of a pre-initiation complex (PIC) on promoter 
regions. The PIC is composed of RNA polII, transcription 
factor IIB (TFIIB), and TATA box-binding proteins 
(TBPs) (Kostrewa et al. 2009). In A. thaliana, 14 TFIIB-
like proteins have been phylogenetically categorized into 
the TFIIB, BRF, and Rrn7/TAF1B/MEE12 subfamilies. 
The TFIIB subfamily has eight members, including 
TFIIB1, TFIIB2, and six BRP proteins, among which 
BRP3 and BRP6 contain only partial TFIIB domains that 
are predicted to function differently from the others TFIIB 
(Knutson 2013).

In Saccharomyces cerevisiae, the isogenic mutant 
strains on TFIIB (SUA7) show deficiencies in growth 
at 16 and 30 oC (Pinto et al. 1994); another report 

described the synthesis of two SUA7 transcripts differing 
in size near 100 nucleotides when cells are exposed to 
heat stress (Hoopes et al. 2000). Furthermore, TFIIB is 
expressed in terms of adaptation to high temperatures in 
Citrus clementina (Sánchez-Ballesta et al. 2003). Fiol 
and Kültz (2005) reported an increased expression of 
two transcription factors (OTSF1 and TFIIB) that were 
rapidly and transiently induced during hyperosmotic stress 
in the fish Oreochromis mossambicus, and an alternative 
isoform was reported in tomato (Keller et al. 2017). So far, 
TFIIB and members of this gene family (BRP) recently 
reclassified by Knutson (2013) have been reported to 
be involved in the development and establishment of 
reproductive structures in A. thaliana (Cavel et al. 2011, 
Zhou et al. 2013, Qin et al. 2014). In previous work, we 
reported the characterization of a T-DNA tin14 mutant of A. 
thaliana insensitive to trehalose (Hernández-Campuzano 
et al. 2014). The T-DNA insertion in this mutant is located 
728 bp downstream of the AtBRP3 (plant-specific TFIIB-
related protein) coding region. The tin14 mutant displayed 
insensitiveness to glucose, abscisic acid, and tolerance to 
osmotic stress (sorbitol), but not to salinity (Hernández-
Campuzano et al. 2014). 

In the present work, we report data showing that TFIIB1, 
BRP1, BRP2, BRP3, and BRP4 are differentially expressed 
under different developmental stages, in response to stress 
conditions, and that the TFIIB1 gene shows alternative 
splicing under osmotic, heat, and dehydration stress.

Materials and methods 

Plants and cultivation: Arabidopsis thaliana L. wild-type 
plants used in this study were the Columbia ecotype (Col-0). 
Seeds were sterilized in 0.5 % sodium hypochlorite for 
15 min, followed by 5 washes, and then germinated on 
Murashige and Skoog (MS) medium gelled with Phytagel 
with or without kanamycin in a plant culture room at a 
temperature of 22 °C, a 16-h photoperiod, and irradiance 
of 80 - 90 μmol(photons) m-2 s-1. The seedlings were 
transplanted to Metro-Mix 200 (Grace-Sierra, Milpitas, 
CA, USA).

To break dormancy and promote germination, A. 
thaliana seeds were stratified at 4 ºC in the dark for 24 h. 
Later the seeds were surface-sterilized, sown on MS plates 
or in Magenta boxes, and incubated under the conditions 
mentioned above.

Dehydration stress treatment in Arabidopsis thaliana 
adult plants: A. thaliana seeds previously sterilized were 
germinated in Magenta boxes and after four weeks, the 
plants were carefully removed and placed inside a laminar 
flow hood to induce dehydration for 1, 2, and 3 h. Then the 
different tissues such as flower, cauline leaf, and rosette 
leaf were removed with sterile scissors to proceed with 
RNA purification.

Stress treatments in Arabidopsis thaliana seedlings: For 
heat stress, two-week-old seedlings growing in conditions 
previously mentioned were incubated at 32 ºC for 1 h 
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before proceeding to RNA extraction. For cold stress, 
two-week-old seedlings were incubated at 0 ºC for 1 h 
before proceeding to RNA extraction. For salt stress, two-
week-old seedlings were removed and floated on different 
NaCl concentrations (100, 200, 300, 400, and 500 mM) in 
distilled water for 1 h before proceeding to RNA extraction. 
For dehydration stress, two-week-old seedlings were 
carefully removed and placed inside a laminar flow hood 
to induce dehydration (1, 2, and 3 h) before proceeding to 
RNA extraction.

RNA extraction and real-time qPCR: Seedlings, cauline 
leaves, rosette leaves, and flower tissues were frozen in 
liquid nitrogen and grounded to a fine powder using 
mortar and pestle. Total RNA was isolated using TRIzol 
reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the 
manufacturer´s instructions. Integrity and concentration of 
the RNA were analyzed by electrophoresis on 1.5 % (m/v) 
agarose gel, stained with ethidium bromide, and quantified 
in Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, 
USA) spectrophotometer.

The first cDNA strand was synthesized using 2.0 µg 
of total mRNA, treated with DNase I, and used for 
complementary DNA (cDNA) synthesis with RevertAid H 
Minus M-MuLV reverse transcriptase (both from Thermo 
Scientific) following the manufacturer´s instructions. 
The obtained cDNA was used for gene expression 
analyses. A PCR using the glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase gene (GAPDH) (AT2G24270) was used as 
a control. Primers used in the present work are listed in 
Table 1 Suppl.

The resulting cDNAs were then diluted 10-fold and 
used to perform the real-time qPCR experiments using 
SYBR Green qPCR Master Mix (Fermentas, Waltham, 
Ma, USA) following the manufacturer’s instructions. The 
reaction mix was then dispensed in a 96 well plate and 
analyzed using real-time thermocycler Applied Biosystem 
7300 (Foster City, CA, USA). The thermal cycler settings 

were as follows: 94 °C for 1 min, followed by 40 cycles of 
94 °C for 20 s and 60 °C for 60 s. Relative transcriptions 
for each sample were obtained using the ‘comparative Ct 
method’ (Schmittgen and Livak 2008) and normalized 
with the geometrical mean of the GAPDH gene. A 
multiple analysis of variances (ANOVA) statistical test was 
performed to evaluate the significance of the differential 
expression using the mean values from three biological 
replicates for each condition.

Cloning of AtTFIIB1 isoforms: The RT-PCR products 
amplified with the primers TFIIB1Up and TFIIB1Do 
(Table 1 Suppl.) were cleaned-up directly from agarose 
gel by QIAEX II® gel extraction kit (Qiagen, Hilden, 
Germany) according to the manufacturer’s instructions. 
Purified fragments were cloned in a pTZ57R/T cloning 
vector for sequencing according to the supplier (Thermo 
Scientific). The DNA-sequencing was performed using 
the Applied Biosystems 3130xl genetic analyzers at the 
Instituto de Biotecnología, UNAM, Mexico (http://www.
ibt.unam.mx/sintesis/secuenciacion.html). 

Data analysis: The results are expressed as means ± 
standard deviations (SDs). One-way analysis of variance 
(ANOVA) was used to analyze the statistical significance 
between groups and the P < 0.01 level was considered as 
statistically significant.

Results

To determine the profile of cis-regulatory elements in 
upstream regions of TFIIB genes family members in A. 
thaliana, the 5’-upstream sequences available online 
(http://arabidopsis.med.ohio-state.edu/AtcisDB/) were 
analyzed using PLACE and PlantCARE databases. Several 
response elements were found in the promoters of the TFIIB 
genes family, which in addition to elements involved in the 

Fig. 1. Expression analysis by real-time qPCR of TFIIB family members under non-stressed conditions in different tissues of A. thaliana. 
Relative expressions for each sample were obtained using the comparative Ct method as mentioned in Materials and methods and 
normalized with the geometric mean of the GAPDH gene (AT2G24270). Means ± SDs, n = 3; bars with different letters are significantly 
different at P < 0.01 between any TFIIB family members.

http://www.ibt.unam.mx/sintesis/secuenciacion.html
http://www.ibt.unam.mx/sintesis/secuenciacion.html
http://arabidopsis.med.ohio-state.edu/AtcisDB/
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general transcription process, contain several factors that 
may be associated with biotic and abiotic stress responses 
(Table 2 Suppl.).

To elucidate the expression of five TFIIB family 
members in A. thaliana at different developmental 
stages, a transcriptional analysis of the selected genes 
was performed using real-time qPCR. We selected genes 

whose products of genetic expression possess at least zinc 
ribbon and cyclin domains in the same peptide. Our results 
showed that TFIIB1 and BRP1 under normal growth 
conditions are constitutively expressed in seedlings, 
flowers, and rosette leaves. The TFIIB family members 
showed a slightly repressed expression in cauline leaves. 
On the other hand, BRP2, BRP3, and BRP4 showed 

Fig. 2. Expression analysis of TFIIB family members under dehydration stress in different tissues of A. thaliana. A - TFIIB1 canonical 
(white bars) and TFIIB1 alternative splicing isoform (black bars), B - BRP1, C - BRP2, D - BRP3, and E - BRP4. C means growth under 
control conditions, 1, 2, and 3 means dehydration treatment for 1, 2, and 3 h. Relative expressions were obtained using the comparative 
Ct method as mentioned in Materials and methods and normalized with the geometric mean of the GAPDH gene. Means ± SDs, n = 3; 
bars with different letters are significantly different at P  < 0.01 between TFIIB family members.
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repression in seedlings, basal expressions in flower tissue, 
and repression in cauline and rosette leaves (Fig. 1). 

To demonstrate the role of stress-responsive cis-acting 
elements in promoters of TFIIB1, BRP1, BRP2, BRP3, and 
BRP4 genes predicted through in silico analysis, qPCR 
experiments were conducted under dehydration stress as 
described in Materials and methods. The BRP1 showed 
basal expressions at 1 and 2 h of dehydration in flowers. 
However, at 3 h of stress, the BRP1 expression was repressed 

in flowers, increased in cauline leaves, and repressed in 
rosette leaves (Fig. 2B). The BRP2 did not show changes 
in expression in flower but showed increased expression in 
cauline and rosette tissues; however, it showed repression 
only in rosette after 3 h of dehydration stress (Fig. 2C). The 
BRP3 showed an increased expression under dehydration 
after 1, 2, and 3 h in flowers, cauline, and rosette leaves, 
but only at 3 h of stress did the rosette show repression 
of expression (Fig. 2D). The BRP4 showed an increase in 

Fig. 3. Expression analysis of TFIIB family members under cold (0 °C), heat (32 °C), and dehydration (2 h) stress in A. thaliana 
seedlings. A - TFIIB1 canonical (white bars) and TFIIB1 alternative splicing isoform (black bars), B - BRP1, C - BRP2, D - BRP3, and 
E - BRP4. C means growth under control conditions. Relative transcriptions for each sample were obtained using the comparative Ct 
method as mentioned in Materials and methods and normalized with the geometric mean of the GAPDH gene. Means ± SDs, n = 3; bars 
with different letters are significantly different at P < 0.01 between TFIIB family members.
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expression in almost all tissues after 1, 2, and 3 h but with 
slight repression in flowers after 3 h of dehydration stress 
(Fig. 2E).

The TFIIB1 maintained similar expression patterns 
in normal growth conditions (Fig. 1) as well as under 
dehydration (Fig. 2A). Surprisingly, an additional 
amplification product (93 bp larger than the canonical 
transcript) was synthesized in A. thaliana plants exposed 
to heat, salinity, and dehydration stresses (Fig. 1 Suppl.). 

Two-week-old seedlings were subjected to different 
abiotic stresses such as cold (0 °C), heat (32 °C), and 
dehydration (2 h), and BRP1, BRP2, BRP3, BRP4, and 
TFIIB1 transcripts were quantified. The BRP1 expression 
decreased under cold and high temperatures, but increased 
under dehydration, BRP2, BRP3, and BRP4 showed an 
increase under cold, heat, and dehydration (Fig. 3B-D).

To determine if the expression of the alternative 
isoform of TFIIB1 is induced specifically only under 
dehydration stress conditions, qPCR analysis under abiotic 
stress conditions mentioned above was taken (Fig. 3A 
and 4A). The results demonstrated that the expression of 
the alternative splicing product of TFIIB1 also takes place 
under heat stress (32 °C for 1 h) (Fig. 3A) and salinity 
(100, 200, 300, 400, and 500 mM NaCl for 1 h); both 
TFIIB1 transcript isoforms co-existed in control as well 
as in salinity stress. However, the canonical isoform is 
the most abundant under no stress conditions, whereas 
the alternative isoform increases according to the NaCl 
concentrations (Fig. 4A). This TFIIB1 isoform was absent 
when A. thaliana plants were subjected to low temperature 
(0 °C for 2 h) (data not shown). 

To verify the identity of the alternative splicing 
product, we amplified it by RT-PCR, cloned, sequenced 
the PCR fragment, and compared it with the canonical 
TFIIB1 transcript (Fig. 5A). The sequencing results 
showed that both fragments belong to AtTFIIB1, but the 
larger isoform was the product of an alternative splicing 

process by retention of the third intron of 93 nucleotides 
(Fig. 5B, Fig. 1 Suppl.). The cDNAs sequences analysis 
and in silico translation of both transcripts isoforms (http://
www.expasy.org/) showed a 100 % identity compared to 
nucleic acid sequences. However, the intron retained 
generated an alternative isoform, which had a premature 
termination codon (PTC) (Fig. 5B).

The superimposition and structural alignment of 
both polypeptide chains products were analyzed using 
an algorithm to calculate the structural similarity of two 
proteins (Zhang and Skolnick 2005). The analysis showed 
structural similarity between these TFIIB1 isoforms, both 
conserved zinc ribbon domain, cyclin domain 1, but only 
the canonical product retained the cyclin domain 2 (Fig. 6).

All our results suggest that the transcription factor 
TFIIB1 and proteins related (BRP1, BRP2, BRP3, and 
BRP4), participate in the development and reproductive 
processes and may be involved in regulating mechanisms 
to contend with abiotic stresses such as heat, cold, 
dehydration, and salinity.

Discussion 

Gene expression in plants is a finely regulated process, 
and success in homeostasis maintenance depends on 
several trans-acting elements that regulate a myriad of 
genes to confront the adverse conditions. Thus, many 
signaling pathways controlling these processes target the 
core transcription machinery such as RNA polymerase II 
(Pol II) and general transcription factors (GTFs) regulation 
(Grünberg and Hahn 2013). The sequential recruitment 
order to PIC formation starts with TFIID (TBP and TAFs 
multiprotein complex) in TATA box, TFIIA, TFIIB, TFIIF, 
RNA pol II, TFIIE, and TFIIH (Thomas and Chiang 2006, 
Liu et al. 2010, Grünberg and Hahn 2013). In A. thaliana 
14 TFIIB-like proteins have been phylogenetically re-

Fig. 4. Expression analysis of TFIIB family members in A. thaliana seedlings under different NaCl concentrations. A - Expressions of 
TFIIB1 transcripts isoforms. White bars indicated TFIIB1 canonical isoform while black bars indicated TFIIB1 alternative isoform; B 
- TFIIB related protein (BRP) genes. Relative transcriptions were obtained using the comparative Ct method as mentioned in Materials 
and methods and normalized with the geometric mean of the GAPDH gene. Means ± SDs, n = 3; bars with different letters are 
significantly different at P < 0.01 between TFIIB family members.

http://www.expasy.org/
http://www.expasy.org/
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categorized into the TFIIB, BRF, and Rrn7/TAF1B/
MEE12 subfamilies (Knutson 2013, Niu et al. 2013). The 
TFIIB subfamily has eight members, including TFIIB1, 
TFIIB2, and six BRP proteins, among which BRP3 
and BRP6 contain only partial TFIIB domains and are 
predicted to function differently from the other TFIIBs 
(Knutson 2013). 

In A. thaliana, BRP1 (At4g36650) is expressed in all 
tissues and developmental stages, although with a high 
expression in roots and a lower in flowers and siliques. 

The BRP1 is localized both in plastids and nuclei and 
has been reported to be involved in RNA polymerase 
I-dependent rRNA synthesis (Lagrange et al. 2003). Our 
results of the expression analysis in seedlings, cauline 
leaves, rosette leaves, and flowers indicated that BRP1 is 
a constitutively expressed gene as has been reported by 
Lagrange et al. (2003). Under dehydration stress in adult 
plants, BRP1 showed an upregulated expression after 
1 h and remained upregulated after 2 and 3 h in cauline 
leaves and downregulated in rosette leaves (Fig. 2B). Only 

Fig. 5. Open reading frame of A. thaliana TFIIB1. A - Canonical sequence synthesized under non-stressed conditions has 939 nucleotides 
and encodes a polypeptide of 312 amino acid residues and B - sequence of the alternative AtTFIIB1 splicing product showing the third 
intron retained and premature termination codon, PTC (*). The retained intron is shown in lower case and an open rectangle.
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under dehydration, it increased its expression in seedlings 
(Fig. 3B), although, under salinity stress, the BRP1 
expression was downregulated (Fig. 4B).

The expression of BRP2 (At3g29380) is restricted 
to reproductive organs and seeds and is involved in the 
regulation of endosperm growth, and mutant lines exhibit 
a slower proliferation rate at the endosperm syncytial stage 
(Cavel et al. 2011). The experiments in the present work 
showed induction in the BRP2 expression after 1, 2, and 
3 h under dehydration stress in cauline leaves and slightly 
in rosette leaves (Fig. 2C), as well as in seedlings under 
low and high temperature, dehydration (Fig. 3C), and 
salinity (Fig. 4B).

The BRP3 was expressed mainly in flowers (Fig. 1). Our 
data showed that BRP3 (At4g10680) exhibited an evident 
increase in expression in floral tissue under dehydration 
after 1, 2, and 3 h and it was induced in cauline and rosette 
leaves (Fig. 2D) as well as in seedlings under cold, heat, 
and dehydration (Fig. 3D). However, its expression was 
downregulated in seedlings under salinity with a slight 
increase in 500 mM NaCl (Fig. 4B).

We showed that BRP4 expression was restricted to 
flowers and exhibited an increase in the expression in 
flowers after 1 and 2 h but a decrease after 3 h of dehydration. 

The BRP4 expression showed induction in cauline and 
rosette leaves after the first hour of dehydration (Fig. 2E). 
Although BRP4 expression in seedlings was restricted to 
flower tissue, it showed upregulation under cold, heat, 
and dehydration (Fig. 3E) as well as an induction under 
salinity (Fig. 4B). 

Zhou et al. (2013) mentioned that AtTFIIB1 
(At2g41630) is implicated in pollen tube growth and 
endosperm development. The transcript is found in all 
development stages of vegetative tissues such as roots, 
stems, leaves, flowers, flower buds, pollen grains, siliques, 
and seedlings but is up-regulated in flower and pollen 
grains. This GTF plays a special role in sexual reproduction 
(Zhou et al. 2013). Pollen germination generates a pollen 
tube that delivers the male gametes into an embryo sac 
for double fertilization, while embryogenesis enables the 
zygote to develop into an embryo, and those processes 
are polygenetic and involve the expression of several 
genes (Wang et al. 2008, Niu et al. 2013). The AtTFIIB1 
genomic structure is a multiexonic sequence of seven 
exons and six introns (Knutson 2013). Here we have shown 
that transcriptional and post-transcriptional regulations 
of RNAs were drastically altered during plant stress 
responses. Our results showed that AtTFIIB1 retained the 

Fig. 6. Model for the structure of TFIIB1. A - Canonical product from TFIIB1, showing the complete structure of the transcription factor, 
such as zinc ribbon and the two cyclin domains. B - Model-based structure of the probable protein generated by the truncated mRNA 
derived from alternative splicing of the TFIIB1, the novel structure lacks the second cyclin domain, which contains the BREu union 
domain. BREd and BREu refers to TFIIB-recognition element downstream and upstream respectively.
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third intron specifically under abiotic stress conditions 
such as heat, dehydration, and salinity. It has been widely 
described intron retention as the most common alternative 
splicing in A. thaliana (Hoang et al. 2017). The analysis 
in silico of the AtTFIIB1 nucleotide sequence showed 
an encrypted premature stop codon (PTC) localized on 
the third intron in position 532 after +1 nucleotide in an 
alternative isoform transcript. Previous reports mentioned 
that the alternative transcripts isoforms with the PTC are 
part of a two-component system called RUST (regulated 
unproductive splicing and translation) where the alternative 
isoform with the PTC is recognized by a specialized system 
called NMD (non-sense mediated decay) which marks the 
mRNA with PTC for its degradation (Ni et al. 2007, Nyikó 
et al. 2013). Stop codons that are located distant from the 
mRNA 3´ termini or more than 50 nucleotides upstream 
of the 30-most exon-exon junction are recognized as 
substrates for NMD (Hori and Watanabe 2007). However, 
there are examples of alternative transcripts that avoid 
the NMD system (Lareau et al. 2007) that in case it is 
translated, generates a novel protein with possible novel 
functions called microprotein (miP) or small interference 
peptide (siPEP), which can trigger a change in the stress 
response (Syed et al. 2012). A general transcription factor, 
AtTFIIIA, in addition to being involved in development 
(Layat et al. 2012), has been described to be involved in 
abiotic stress response in A. thaliana and rice (Fu et al. 
2009) when the transcript retains the third exon, which 
contains a premature stop codon, and when this isoform 
is overexpressed, the transgenic lines are more tolerant 
to abiotic stress. Genome-wide analysis of alternative 
splicing (AS) in A. thaliana suggested that 78 % of 
alternative transcripts introduced in-frame PTCs (Filichkin 
et al. 2010) provide a huge potential for the production of 
miPs (Syed et al. 2012, Magnani et al. 2014).

AtTFIIB1 promoter analysis shows several cis-elements 
involved in abiotic stress as well as elements involved 
in housekeeping and cell cycle functions. In this study, 
we showed an AtTFIIB1 alternative transcript isoform 
by the third intron retention under abiotic stress such as 
heat, dehydration, and salinity. This process seems to be 
very strictly controlled. The intron retention provides the 
inclusion of PTC, and the in silico analysis suggests that 
in case it would be translated, the alternative product lacks 
the upstream TFIIB recognition element (BREu) binding 
domain, generating a siPEP or miP with a regulatory role 
under abiotic stress conditions. Previous reports of TFIIB1 
in yeast, citrics, tilapia, and tomato seems to indicate that 
TFIIB1 may be directly involved in rapid abiotic stress 
response in these organisms (Pinto et al. 1994, Hoopes 
et al. 2000, Sánchez-Ballesta et al. 2003, Fiol and Kültz 
2005, Keller et al. 2017). Our studies showed activation of 
BRP1, BRP2, BRP3, and BRP4 in cauline leaves 1, 2, and 
3 h after dehydration, repression of BRP1 under the same 
conditions in rosette leaves, and activation of BRP2, BRP3, 
and BRP4 in the same tissue and stress conditions. More 
studies are needed, such as overexpressing the canonical 
TFIIB1 and the product of alternative splicing version in 
transgenic plants, as well as the inhibition of expression by 
RNAi, to corroborate our current data. The results obtained 

in the present work provide valuable information to gain 
an insight into the possible role of TFIIB1 and related 
proteins (BRPs) in abiotic stress tolerance in A. thaliana 
plants as well as its possible implications in several genes 
involved in abiotic stress response.
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