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1) EL PROBLEMA DE LA SALINIDAD EN LA AGRICULTURA

Las plantas, al ser organismos sésiles, estan sometidas a condiciones ambientales
desfavorables; éstas incluyen temperaturas extremas, anoxia, radiacién excesiva, déficit
de agua, concentraciones excesivas de sales o metales pesados y el ataque por patégenos.
Estos factores impiden que la planta exprese totalmente su potencial genético de
crecimiento, desarrollo y reproduccién limitando, por tanto, el rendimiento de las
cosechas y la distribuciéon de las especies vegetales. El efecto que la sal produce en la
planta depende de las caracteristicas y de la severidad del estrés y del genotipo y el estadio
de desarrollo de la planta

La salinizacion de los suelos es uno de los problemas mé&s graves actuaimente,
sobre todo en zonas dependientes de irrigacion. Las causas de la salinizacion de los
terrenos se deben a las carateristicas geoldgicas del suelo, a efectos de los agentes
atmosféricos, sobre todo en las regiones aridas y costeras (Tanji 1990) y a la explotacién
de los cultivos de regadio por utilizacion de aguas de mala calidad. Este efecto, causado por
factores humanos se ha denominado salinizacién secundaria.

Se ha estimado la extension global de los terrenos afectados por la salinidad entre
400 y 950 millones de hectareas (Szabolcs, 1989). Entre un 30-40% de los 230
millones de hectareas irrigadas estan afectadas por el mismo problema (Epstein et al.,
1980 ). En Espafia, la extension de terrenos salinizados se estimé en 840.000 hectareas
en 1983 (Alberto et al., 1983). Sin duda, la cifra actual debe superar este numero con
creces debido al caracter progresivo del problema.

La optimizaciéon de los sistemas de riego, minimizando la evaporacioén, y la
regeneracion del terreno afectado mediante sistemas de drenaje y lavado de sales con aguas
de buena calidad, constituyen soluciones al problema, aunque, debido a los elevados costes,
la puesta en practica es limitada. Otra soluccién al problema consiste en la obtencién de
variedades de plantas que presenten mayor tolerancia a la salinidad. Este objetivo ha sido
prioritario en los programas de mejora vegetal, ya que la mayor parte de las especies
cultivadas son sensibles a la sal. A pesar de los esfuerzos realizados, hasta el momento, no
se han obtenido variedades mas resistentes mediante mejora clasica, debido a la
compejidad de este caracter.

Actualmente existen grandes esperanzas de obtener soluciones al problema debido a
los avances en el conocimiento de los mecanismos fisiolédgicos implicados en la respuesta
de las plantas al estrés salino y a la identificacién de genes y proteinas que participan en



estos procesos. La informacién obtenida, junto con la puesta a punto de los sistemas de
transformacién y regeneracién de numerosas especies de plantas abren nuevas
expectativas para solucionar un viejo problema.

2) RESPUESTAS DE LAS PLANTAS A LA SALINIDAD

La salinidad tiene en la planta dos efectos importantes; un efecto osmético, debido al
descenso del potencial hidrico del suelo y un efecto iénico, ligado a perturbaciones
nutricionales y toxicas. El efecto osmético es un componente del estres hidrico y del estres
po frio, de ahi que existan algunas respuestas comunes en estas situaciones de estres. Las
plantas, para poder sobrevivir en un ambiente salino, deben hacer frente al estrés
osmoético resultante de la deficiencia hidrica y a la toxicidad iénica que afecta a procesos
metabélicos como la actividad enzimatica, la sintesis de proteinas, la asimilacion de
nutrientes y la fotosintesis.

Cuando el potencial hidrico del suelo se reduce, el agua se hace menos accesible
para la planta. En estas condiciones, las células vegetales tienen que equiparar el potencial
osmotico interno con el del medio externo, absorbiendo iones y/o sintetizando compuestos
organicos.

Las plantas haléfitas estan adaptadas al medio salino, pudiendo completar su ciclo
vital en condiciones salinas de 100-200 mM. Estas plantas absorben iones del medio y los
utilizan como principal agente osmético. Para evitar la toxicidad de los iones salinos, los
almacenan en la vacuola, estabilizando la presion osmética del citoplasma (con menor
volumen que la vacuola) mediante la sintesis de compuestos organicos osmocompatibles.
Las plantas halofitas presentan otras adaptaciones de tipo morfoldgico para reducir la
pérdida de agua u optimizar la absorcion de agua del suelo: hojas de pequefio tamafio, menor
numero de estomas por unidad de superficie, cuticula engrosada, aumento de la relacion
volumen/ superficie, y un gran desarrollo radicular.

Las plantas glicéfitas, entre las que se encuentran la mayoria de las plantas
cultivadas, son sensibles a la sal. Estas plantas son incapaces de regular los flujos ionicos
a nivel celular de forma tan efectiva como lo hacen las haléfitas, por tanto, para evitar los
efectos toxicos, expulsan activamente los iones Nat contra gradiente y mantienen la
concentracion de K* mediante el uso de transportadores especificos. La composicién de la
membrana citoplasmatica radicular se altera para reducir la permeabilidad pasiva y
hacerla mas estable frente a los efectos dafiinos de los iones. Estas plantas realizan una
particion de iones a nivel de érganos y tejidos (Lauchli and Epstein, 1990), acumulando
la sal que absorben en las raices y en el tallo. De esta forma, se minimiza la exposicién a
la sal del aparato fotosintético foliar y de los meristemos. Como las plantas glicéfitas son



incapaces de absorber grandes cantidades de iones y transportarlos a la vacuola como las
haléfitas, necesitan sintetizar mayor cantidad de osmolitos organicos, (o0 solutos
compatibles). La naturaleza de estos compuestos varia segun la especie, pueden ser
aminodcidos (prolina), metilaminas (glicinabetaina, prolinabetaina, B-alaninabetaina),
alcoholes polyhidricos (D-sorbitol, D-manitol), monosacaridos y disacaridos (sacarosa,
glucosa, fructosa), ciclitols (D-pinitol, L-quebrachitol, myo-inositol) o compuestos
terciarios sulfénicos (dimetilsulfoniopropionato). La sintesis y transporte de grandes
cantidades de osmolitos organicos, el transporte activo de iones inorgénicos y la
compartimentalizacion de los solutos organicos e inorganicos requieren un gran gasto de
energia metabdlica, que hace que el crecimiento de la planta se reduzca (Stavarek and
Rains, 1985; Yeo, 1983).

La presencia de altas concentraciones idnicas en el medio causan transtornos
nutricionales por interferencia, antagonismo y competicién en la absorcion de otros iones
esenciales. La relacién de Nat y CI- con respecto a otros iones puede ser muy grande y
causar deficiencias de nutrientes que estan a concentraciones mas bajas. Cuando el ién Na*
predomina sobre el i6n K+ el requerimiento principal de la planta es el K* en cantidades
adecuadas (Rains and Epstein, 1967) producindose por ello una mayor selectividad en el
transporte del K*. A pesar de esto, las plantas presentan deficiencias en este ion. La
absorcién del NO3~ se inhibe inicialmente en presencia de la sal (concretamente, se debe
a efectos aniénicos) aunque posteriormente se recupera (Aslam et al., 1984). Los iones
Na+ causan desequilibrio en el transporte y metabolismo del Cat+, afectando a su vez a
otros iones. Cuando la relacién Na+t/Ca+*+* es elevada, los efectos son deletéreos; la
membrana sufre dafios irreversibles y el crecimiento se afecta notablemente(L&uchli and
Epstein, 1970; Cramer et al., 1988). La adicién de Ca*+* a concentraciones de 3-10 mM
protege a las plantas creciendo en medio salino de los efectos adversos del i6n Na +
(LaHaye and Epstein, 1971).

Se ha observado en plantas creciendo con concentraciones moderadas de Na*, Cl-,
S043- u otros iones, reduccion del crecimiento o la aparicién de dafios especificos. Este
efecto se ha denominado toxicidad iénica. Los efectos téxicos son mas comunes en plantas
leflosas, ya que tienen poca capacidad de excluir los iones Na* y CI- de sus hojas y ademas,
su ciclo vital es muy largo, por ello, sufren toxicidad incluso en suelos moderadamente
salinos.



3) EFECTOS EN LA PLANTA DEL TRATAMIENTO SALINO A LARGO PLAZO

Las plantas glicéfitas que crecen en suelo salino durante largos periodos de tiempo,
desarrollan mecanismos sucesivos de proteccién. Cuando los tallos y peciolos se saturan de
sal, esta penetra en las hojas. La vacuola de las plantas glicofitas tiene un cierto efecto
tampén de los iones Nat (Binzel, 1988), (pero no es tan efectivo como en las celulas de
las plantas haldfitas) y una vez colmada, los iones pasan a la pared celular o al citoplasma.
Si los iones se depositan en la pared celular, la muerte de la célula se produce por una
pérdida de turgencia y por deshidratacion; si se acumulan en el citoplasma, la muerte se
produce por envenenamiento. La pérdida de tejido fotosintético tiene lugar primero en las
hojas mas viejas, es decir, en las que llevan mas tiempo transpirando con sal. La
exposicion continua de la planta a la sal hace que el problema afecte progresivamnete a
hojas mas jovenes. La planta comienza a morir cuando la proporcién de hojas muertas se
acerca a la de produccién de hojas nuevas; el aporte de fotosintato se reduce, el
crecimiento decae y se produce la muerte de la planta. Esta cadena de acontecimientos sélo
son observables en plantas creciendo en presencia de sal durante un periodo de tiempo
largo. En exposiciones mas cortas, los efectos se deben fundamentalmente al efecto
osmotico.

Segun el modelo bifasico de crecimiento vegetal en condiciones salinas (Munns and
Termaat, 1986), inicialmente, el crecimiento de la planta se reduce transitoriamente
debido al descenso del potencial hidrico del suelo. Este efecto es casi inmediato y no da
tiempo a que afecte a las células que retrasan su crecimiento (Gollan et al., 1986), lo cual
sugiere la existencia de un mensajero que comunique las sefiales inhibitorias desde las
raices a los tejidos verdes.

A mas largo plazo, la progresiva acumulacién de iones salinos en las hojas produce
pérdida de tejido fotosintético y cuando la tasa de muerte foliar es mayor que la de
expansion de hojas nuevas, se produce la muerte de la planta. En las variedades mas
sensibles, las plantas mueren antes bienporque las sales liegan antes a las hojas o porque
la vacuola es incapaz de compartimentalizar altas concentraciones de iones como en las
variedades tolerantes.

4) RESPUESTA MOLECULAR DE LA PLANTA A ESTRES SALINO-OSMOTICO

Durante la exposicion a sal o en periodos de desecacién se producen cambios en la
expresion génica que controlan la mayoria de las respuestas de la planta a corto y largo
plazo. Se han detectado numerosas variaciones de los productos génicos mediante 2-DPAGE
y se han aislado genes a partir de genotecas de cDNA que se expresan diferencialmente en
estas condiciones. El aislamiento y caracterizacién de estos genes tiene dos objetivos
fundamentalmente, analizar la respuesta a nivel molecular de la planta frente a éstas



condiciones y determinar cudles son la vias de induccién de estos genes. Las funciones de
muchos de los genes aislados se desconocen, las de otros, se infieren por comparacioén con
las distintas bases de datos disponibles de la secuencia deducida de aminoacidos.

Los genes que se expresan en estas condiciones deben desempefiar distintas
funciones; promueven la tolerancia celular, participando en mecanismos de proteccién del
citoplasma, en el ajuste osmético del interior de la célula y en cambios metabdlicos;
regulan la expresién génica, bien controlandola directamente (factores de transcripcion)
o participando en la sefializacién y reconocimiento del estrés; alteran la estructura
celular produciendo cambios en la membrana plasmatica y en la pared celular; otros son
consecuencia del estrés, se expresan por dafo celular.

El mecanismo de regulacién es complejo y por el momento, no es bien comprendido
en su mayor parte. Es interesante el hecho de que multiples estreses pueden compartir la
misma via de transduccién, esto se evidencia por el papel del ABA en la induccién de genes
idénticos bajo distintos tipos de estrés. Otra hecho interesante y que hace mas dificil la
comprension del problema, es la respuesta génica distinta al mismo estrés en distintos
tejidos y en distintos estadios de desarrollo dentro de una misma planta. Por otra parte, la
respuesta obtenida depende de la severidad de las condiciones de experimentacién a las que
se someten las plantas,(Radin, 1993).

A continuacién, se describen grupos de genes o productos génicos que participan en
la respuesta de las plantas a condiciones de estrés salino-osmético.

1) Genes que probablemente desempefian funciones de proteccion
estructuras celulares

Los genes Lea (late embriogenesis abundant) se acumulan durante las etapas de
desecacion de la semilla (Dure et al., 1981; Galau et al.,, 1986; Baker et al., 1986) vy,
algunos de ellos, también lo hacen en tejidos vegetativos en respuesta a estrés hidrico o a
ABA (Yamaguchi et al., 1989; Godoy et al., 1990). Se han aislado en distintas especies y
en general son proteinas citoplasmaticas muy solubles y abundantes, lo cual descarta una
posible funcién enziméatica. En funcién de la estructura de la proteina se clasifican en
distintos grupos. Uno de estos grupos, las dehidrinas, se han localizado subcelularmente en
el citoplasma (Mundy and Chua, 1988; Neven et al., 1993; Schneider et al., 1993) y
también en el nucleo (Goday et al., 1994; Saghar et al., 1994; Godoy-Luna et al, 1994).

Entre las funciones que se han propuesto para este tipo de proteinas estan: el
secuestro de iones, la unién a moléculas de agua, la proteccion proteinas participando en
su renaturalizacién, y la proteccion de membranas (revisado por Dure, 1993). Estas
supuestas funciones se apoyan en la secuencia deducida de aminoacidos y en la expresion
caracteristica de estas proteinas. Hasta el momento, no se ha podido demostrar que la
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presencia de estas proteinas en condiciones de estrés sea determinante para la tolerancia
de las células a condiciones de desecaciéon (Ooms et al., 1993; Still et al.,, 1994); la
sobreexpresién de estas proteinas en plantas transgénicés tampoco han dado lugar a
individuos mas tolerantes a la desecacién (lturriaga et al., 1992).

2) Genes que realizan funciones de ajuste osmético

Como se ha descrito previamente, las células compensan su interior osméticamente
mediante la sintesis de osmolitos compatibles. Estos compuestos parecen estar también
implicados en la proteccién de la estructura de la membrana y en la estabilizacién de
proteinas y actividades enzimaticas (Carpenter et al.,, 1989; Crowe et al.,, 1993, ).
Algunas de las enzimas reguladoras de la sintesis de estos osmolitos se han aislado y
caracterizado, induciendose su expresion en situaciones de estrés hidrico, (Weretilnyk et
al.; 1990, Bartles et al., 1991; Mc Cue and Hansons, 1992; Vernon and Bohnert, 1992;
Ishitani et al., 1995; Yoshiba et al., 1995).

Para la regulacién iénica durante el estrés salino, hace falta integrar las funciones

de las distintas ATPasas de la célula junto con las de otros transportadores de iones y
moléculas. Asi mismo, la estructura y permeabilidad de la membrana también contribuye
a la determinacion de la composicién iénica.
El gradiente de H* generado por H* ATPasas y pirofosfatasas facilita el transporte de
iones y solutos en plantas. La subunidad 70Kd de la H+*-ATPasa de la membrana del
tonoplasto, asi como una ATPasa dependiente de Cat+ del reticulo endoplasmico y una H+-
ATPasa de la membrana plasmatica se inducen y regulan por sal (Perez-Prat et al.,
1992, Narashima et al., 1991, Reuveni et al., 1990). Los niveles de los transcritos de
subunidades individuales de ATPasas también se alteran en estas condiciones (Surowy and
Boyer, 1991)

Recientemente se han aislado genes cuyos productos tienen seis dominios
transmembrana con una estructura de canal, cuya funcién consiste en el transporte de
agua. Hasta el momento, no se ha podido demostrar que estas proteinas, denominadas
aquaporinas, cotransporten iones o metabolitos junto con las moléculas de agua, (revisado
por Chrispeels and Maurel, 1994). Este tipo de proteinas abunda en la membrana del
tonoplasto y en la membrana plasmatica de las células vegetales. La expresion de estos
genes se correlaciona con la elongacién celular (Ludevid et al.,, 1992; Daniels et al.,
1994) y algunos miembros de esta familia, aislados en guisante y en Arabidopsis se
inducen en condiciones de estrés osmético (Guerrero et al.,1990; Yamaguchi-Shinozaki et
al., 1992).

La composiciéon y grado de saturacion de los lipidos de la membrana plasmatica
condicionan en gran parte las caracteristicas de ésta. Los resultados obtenidos en estudios
comparativos entre especies con distinta tolerancia a la sal, indican que la regulacion del



metabolismo de esteroles es critica en la permeabilidad de las membranas (Hirayama and
Mihara, 1987; Finkelstein and Sommerville, 1989).

3) Genes relacionados con la protecciéon frente a patégenos

Existen dos tipos de proteinas que se inducen en condiciones de salinidad y estrés
hidrico, la osmotina y las proteinas transportadoras de fosfolipidos (PLTPs), a las que se
les ha atribuido un papel en el control de patégenos. El ataque por patégenos asi como la
accion de distintos estreses ambientales, pueden producir dafios o cambios en el volumen
celular produciendose una pérdida de turgor que permite la deteccién de la pérdida de agua
a nivel celular.

La osmotina se identificé inicialmente como una de las proteinas mayoritarias en la

célula (hasta el 12% con respecto al total) tras la adaptacién de suspensiones celulares al
medio salino (Singh et al, 1985). Posteriormente se ha demostrado que la osmotina
pertenece a un grupo de proteinas que permeabiliza la membrana de los hongos (ref).
Con respecto a las PLTPs, algunos miembros se inducen por desecacién (Plant et al.,
1992), salinidad (Torres-Schumann et al., 1992) y por frio (Hughes et al., 1992). Se
han realizado ensayos in vitro en los cudles el crecimiento de patégenos se inhibe en
presencia de la proteina purificada (Terras et al., Molina et al., ). Posteriormente se
estudiara la posible funcién de estas proteinas en detalle.

4) Genes que participan en procesos metabdlicos

Cuando la célula pierde agua, se desencadenan procesos que ajustan el metabolismo
celular a las nuevas condiciones hidricas produciendose una inhibicion del crecimiento y
alteraciones en el desarrollo. El caso mas drastico ocurre en la planta haldfita
Mesembryanthemum crystallinum, en la que en condiciones de estrés osmético o alta sal,
la ruta fotosintética C3 se reemplaza por la CAM, que reduce enormemente la pérdida de
agua por transpiracién. Este cambio se produce gracias a la activacion transcripcional de
los genes de las enzimas Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GaPDH) implicadas en esta ruta (Cushman et al.,, 1990). Otras enzimas
participantes también se inducen diferencialmente en estas condiciones.

En situaciones de estrés (salino, desecacion, frio, alta intensidad de luz y
exposicién a agentes quimicos), se producen dafios en los tejidos debido al estrés oxidativo.
Se han clonado algunos genes que se inducen en condiciones de estrés hidrico o salino que
codifican proteinas con funciones antioxidantes o detoxificadoras (Dhindsa et al., 1991;
Kiyouse et al., 1994; Holland et al.,, 1993; Mittler et al., 1994).

También tienen lugar cambios que afectan a la pared celular. En condiciones de
deficiencia hidrica, se altera la extensibilidad y la conductividad hidrica de la pared
celular (Iraki et al.,, 1989), se reduce el contenido de proteinas ricas en
arabinogalactanos, disminuye la renovacién de carbohidratos de pared y la red de



celulosa-extensina asi como del contenido de extensina inmovilizada (Bressan et al.,
1990; Zhu et al.,, 1993). Se han identificado proteinas de pared que se inducen
especificamente por NaCl y ABA (Bozarth et al., 1973; Covarrubias et al., 1995; Deutch
and Winicov, 1995).

5) Genes que codifican proteinas reguladoras

Recientemente se ha aislado un factor de transcripciéon perteneciente a la familia
MYB que se induce en condiciones de estrés hidrico (Yamaguchi-Shinozaki, ). Se han
identificado otros genes que potencialmente pudieran estar implicados en la regulacion y
sefializacion de procesos durante periodos de deficiencia hidrica como una proteina kinasa,
factores de transcripcién (Nelson et al., 1994) y una proteina que se une a ARN
(Breiteneder et al., 1994). Este grupo de proteinas se estudiara posteriormente con
mayor detenimiento.

5) OBTENCION DE PLANTAS RESISTENTES A LA SALINIDAD

Uno de los problemas para la obtencién de plantas mas tolerantes a sal por métodos
de mejora clasica es la capacidad de adaptacién epigenética de las células vegetales, lo cual
dificulta la seleccién de los verdaderos mutantes que aparecen raramente.

Las descripciones referentes a genes que contribuyen individualmente a la
tolerancia a la sal son escasas, entre ellas estan los responsables de la exclusion del ClI- en
ciertas variedades de soja (Abel, 1969), de la acumulacién de prolina en un mutante de
cebada (Kueh and Bright, 1982) y ciertos mutantes del helecho Ceratopteris richardii en
el cual los mecanismos fisiolégicos alin no se han determinado. En este dltimo caso se ha
utilizado la generacién haploide gametofitica para la seleccién de la tolerancia a sal y se
han obtenido evidencias de la participacién de un sélo gen (Warne and Hickok, 1987). Esta
estrategia de seleccién no es posible en la mayoria de las plantas.

Se han seleccionado mutantes de Arabidopsis capaces de germinar en presencia de
elevadas concentraciones de NaCl (Saleki, R. et al., 1993). Las mutaciones son recesivas y
definen tres grupos de complementacién. Esta tolerancia no se da en otros estadios de
desarrollo de la planta. La directriz a seguir en este tipo de estrategia consiste en
seleccionar genes 0 mutaciones que confieran tolerancia en otras etapas de desarrollo de la
planta y aunarlas en un solo individuo que pressentaria una mayor tolerancia durante su
ciclo vital completo.

La utilizacién de lineas celulares vegetales tiene como ventajas con respecto a la
utilizaciéon de la planta entera la facilidad de obtencién de mutantes, mas facilmente



seleccionables y, por otra parte, la posibilidad de utilizacién de cultivos haploides. Se han
obtenido resultados prometedores mediante la seleccién in vitro en distintas especies
(Vajrabhaya et al., 1989; Freytag et al., 1990; Jain et al., 1991; Sumaryati et al.,
1992). En la mayoria de los casos se han utilizado cultivos embriogénicos o de embriones
somaticos, que tienen mayor capacidad de regeneracién que los callos o las suspensiones
celulares utilizadas normalmente. Los protoplastos ademas de proveernos de un cultivo de
células individuales, presentan una ventaja adicional en la seleccién de tolerancia a la sal
y es que al estar inevitablemente adaptados osméticamente, permiten la seleccién de
tolerancia a iones especificos.

Oftra estrategia utilizada consiste en transformar plantas con genes que mejoren la
tolerancia a la sal. El principal problema radica en la identificacién y aislamiento de estos
genes. Este camino es prometedor ya que existen variedades de plantas sensibles con mayor
tolerancia que pueden servir como fuentes de obtencién y manipulacion de estos genes.
Otro escollo a superar es la baja eficiencia en la transformacion de determinadas especies
debido a la escasa capacidad de regeneracién que presentan, como es el caso de las
monocotiledéneas, entre las que se encuentran especies de gran valor agronomico.

Las plantas de tabaco transformadas con el gen bacteriano que codifica la enzima
manitol 1-fosfato deshidrogenasa, sintetizan y acumulan manitol (Tarczynski, et al.,
1993). Estas plantas creciendo en presencia de NaCl, son mas tolerantes que las plantas
no transformadas, aunque el crecimiento en estas condiciones se retarda seriamente.
Recientemente, se ha demostrado que plantas transgénicas de tabaco que acumulan
fructanos (moléculas ausentes en esta especie) son mas resistentes a la desecacion
(Pilon-Smiths, et al., 1995) que las plantas silvesires o no transformadas. En esta
misma linea estan los intentos de reducir la inhibicién por producto de la enzima que
cataliza el paso final en la sintesis de prolina, (Delauney and Verma, 1993) y la
introduccion de los genes de la ruta de biosintesis de betaina en plantas de tabaco
(Holmstrdm et al., 1994; Rathinasabapathi et al., 1994). ’

Existe una linea critica de fisiélogos vegetales que argumentan que para la
obtencién de plantas realmente tolerantes a la salinidad, los biélogos moleculares deberian
enfocar sus esfuerzos en manipular la expresién y la estructura de las proteinas de
membrana que afectan el transporte de sal en raices o de las proteinas que modifican la
composicion de la savia que fluye hacia las hojas (Munns, 1993). Justifican su postura en
el hecho de que una vez que la sal penetra en las células, es cuestion de tiempo que
sobrevenga la muerte celular y hasta el momento no se ha descrito ningun genotipo
tolerante cuyas enzimas citoplasmicas sean mas tolerantes a la sal. Hasta las enzimas de
las especies haldfitas mas tolerantes presentan una sensibilidad a los iones salinos similar



a la de las enzimas de las plantas glicdfitas mas sensibles (revisado por Flowers et al.,
1977; Munns et al., 1983).

6) PAPEL DEL ABA EN LA MEDIACION EN LA RESPUESTA AL ESTRES

El acido abcisico (ABA) es una hormona vegetal presente en todas las plantas
superiores. También se ha identificado en mamiferos, hongos, briéfitas y en algunas
bacterias. Desde el punto de vista quimico, es un sesquiterpenoide sintetizado a partir del
acido mevalénico por la ruta de los carotenoides (Taylor et al., 1988; Zeevart and
Creelman, 1988).

El ABA participa en diversos procesos fisiolégicos; en el cierre estomatico, durante
el desarrollo de la semilla (influencia y regula procesos como la sintesis de material de
reserva, el inicio y mantenimiento de la dormancia, la pérdida de agua y la adquisicién de
la tolerancia a la desecacién) y en respuesta a condiciones ambientales adversas que
afectan a la disponibilidad de agua, como la salinidad, la desecacion y el frio. La respuesta
de la planta a procesos mediados por ABA esta determinada por los niveles de la hormona y
por la sensibilidad a ésta del tejido competente. Los procesos fisioldgicos que se han
detallado van acompafiados de cambios en la expresién génica (excepto en el cierre
estomatico).

Los experimentos realizados con mutantes han sido definitivos para discernir el
papel del ABA en la modulacién transcripcional de los genes que participan en los procesos
descritos. Existen dos tipos de mutantes, deficientes en la sintesis e insensibles al ABA;
ambos se reconocen fenotipicamente porque se marchitan faciimente y/o tienen el estadio
de dormancia de la semilla reducido. Estos efectos se corrigen por aplicaciéon exégena de
ABA en los mutantes deficientes en la sintesis. Los mutantes insensibles se seleccionaron
porque germinaban y/o no detenian su crecimiento a concentraciones de ABA inhibitorias
para el silvestre.

Se han descrito mutantes deficientes en la sintesis de ABA en patata, guisante, maiz
y Arabidopsis. En el tomate, sistema utilizado para este trabajo, existen mutantes
afectados en tres loci distintos, sitiens (sit), flacca (flc) y notabilis (not) que contienen
un 15%, 26% y 49% de los niveles de ABA con respecto al silvestre. En los mutantes sity
flc; no se produce acumulacion de ABA en las hojas por efecto del estrés hidrico; en



cambio, en los mutantes not, se incrementa ligeramente el contenido (revisado por
Koornneef, 1984).

La sintesis de ABA en plantas se produce probablemente a partir de un precursor
C-40 como la violoxantina, una xantofila derivada de los carotenos. La xantoxina,
seguramente derivada de la violoxantina, se oxida hasta ABA aldehido que es convertido en
ABA mediante la enzima ABA-aldehido oxidasa. El mutante flacca esta afectado en este
ultimo paso. La produccién de xantoxina esta regulado por estrés hidrico (Parry, 1993) y
se necesita la transcripcién y traduccion de estas enzimas durante el estrés hidrico para
conseguir los elevados niveles de ABA.

Los mutantes insensibles al ABA tienen niveles endégenos normales de ABA. Los
mutantes obtenidos en Arabidopsis (abi) estan afectados en cinco loci distintos (Kornbeef
et al., 1984; Finkelstein, 1994) y estan probablemente afectados en la via de
transduccion de sefiales iniciada por el ABA.

En especies en las que no se han descrito mutantes de ABA, se utilizan inhibidores
de la biosintesis de carotenoides, como la fluoridona o el norfluorazén, aunque los
resultados no son tan claros debido a los efectos pleiotrépicos que producen.

En semilla se han identificado numerosos productos génicos que se acumulan
durante la maduracién de la semilla y se inducen precozmente por aplicacién exégena de
ABA en embriones. En un principio se pensé que las variaciones de las concentraciones de
ABA durante el desarrollo de la semilla constituirian las sefiales enddégenas que
controlarian los programas de expresion génica No obstante, existen genes que son
inducibles en embriones inmaduros tanto por aplicacion exdgena de ABA como por estrés
osmético, sin que exista un incremento significativo en en el contenido endégeno de ABA
(revisado poer Giraudat et al., 1994).

Hughes y Galau (Ref) han postulado que la aparicién de numerosos mensajeros en

embriones se ajustan a programas temporales de expresiéon que podrian estar controlados
por factores de desarrollo (todavia sin identificar), durante la "maduraciéon” y
"postabscisién”.
En la expresion de los genes de reserva en semillas, la variaciéon del contenido endégeno de
ABA no parece ser la sefial que controle la expresién, ya que ésta apenas se afecta en los
mutantes de ABA. En cambio, la expresion de los genes Lea se afecta cuantitativamente en
mutantes de ABA y parece estar directamente correlacionada con el contenido endégeno de
esta hormona aunque probablemente esté también correlacionada con factores adicionales
de desarrollo. Experimentos realizados con mutantes biosintéticos de ABA indican que las
variaciones en el contenido endégeno de ABA en el silvestre parecen controlar la induccion
de la dormancia de la semilla pero no es, sin embargo, el regulador primario de las otras
respuestas analizadas (revisado por Giraudat et al., 1994 y Chandler and Robertson,
1994).



El incremento enddégeno de ABA en la planta adulta en condiciones de estrés
ambiental (por desecacién, salinidad o frio ) y la capacidad de la planta no estresada de
simular muchas de las respuestas morfolégicas y fisiolédgicas a estas condiciones
ambientales por aplicacién exégena de ABA propusieron a esta hormona durante mucho
tiempo como el mediador esencial en la activaciéon de la respuesta de la planta a estas
condiciones. El ABA parece ser responsable del cierre estomatico en condiciones de
deficienca hidrica.

Se ha demostrado de forma concluyente que existen genes que requieren elevados
niveles endégenos de ABA para su expresién en condiciones de estrés hidrico (Cohen et al.,
1990; Pla et al.,, 1991; Lang et al, 1992), por tanto, se pueden clasificar como
dependientes de ABA. Existe otra categoria de genes que se expresan por aplicacion exogena
de ABA pero que se expresan en mutantes deficientes en la sintesis en condiciones de estrés
hidrico (Gilmour et al., 1991; Nordin et al., 1991; Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki,
1993; Tomashow, 1993; Welin et al., 1994; ). Por otra parte, existen otros genes en los
gue el ABA no participa en su regulacién transcripcional en condiciones de deficiencia
hidrica (Guerrero et al., 1990; Houde et al.,, 1992; Yamaguchi-Shinozaki et al., 1992;
Takahashi et al., 1994; Silhavy et al., 1995). En funcién de estos datos, el ABA debe
actuar como mediador en varios tipos de estreses ambientales pero solo en algunas de las
rutas participantes y no como coordinador general de la respuesta, como se suponia.
Diversos tipos de experimentos apuntan a que las rutas dependientes e independientes de
ABA que operan durante las condiciones de estrés interaccionan en la regulacion de la
expresion en respuesta a la desecacién 6 a estrés osmético (Mantyla et al, 1995).

Con respecto a la via de transduccion de sefiales iniciada por el ABA adn no se ha

identificado el receptor de esta hormona, aunque se tienen evidencias de la existencia de
sitios de unién a la hormona tanto en la cara intracelular (Allan et al, 1994) como
extracelular de la membrana plasmatica (Anderson et al., 1994; Gilroy and Jones,
1994).
Esta via de transduccién se estd empezando a diseccionar, ya que recientemente se han
clonado los loci afectados en los mutantes insensibles ABI1 y ABI3. La mutacién abi1, es
dominante (Leung et al., 1994; Meyer et al., 1994), y el producto génico ABI1 tiene un
dominio con gran homologia con una fosfatasa 2C de serina/treonina y otro dominio N-
terminal de unién a Ca2+. Por otra parte, existen bastantes evidencias acerca de la
participacion del Ca2+ en la respuesta al ABA, al menos durante el cierre estomatico
(Gilroy et al., 1991). El gen Abi3 es homdlogo al gen Vp1 (Viviparous-1 ) de maiz, (Mc
Carthy et al, 1991; Giraudat et al., 1992); ambos forman parte de una nueva familia de
activadores transcripcionales. Este tema ha sido recientemente revisado por Bowler y
Chua, (1995).



7) REGULACION DE LA EXPRESION GENICA EN CONDICIONES DE ESTRES
HIDRICO/SALINO

El ABA ha ocupado gran parte de la atenciéon de los grupos de investigacion que
trabajan en temas de estrés, por ello, los mecanismos transcripcionales regulados por
esta hormona son los mejor conocidos, aunque se estdn empezando a dilucidar los
componentes de otras vias independientes de ABA.

Los mecanismos a través de los que actia el ABA involucran control transcripcional
y/o una serie de eventos post-transcripcionales como el procesamiento del transcrito,
estabilidad del ARNm, control traduccional y la actividad y recambio proteico (revisado
por Chandler and Robertson, 1994 y Hetherinton and Quatrano, 1993).

La respuesta de cada gen a las sefiales celulares viene definida en Gltimo caso por las
secuencias de ADN que contienen. El andlisis de promotores de genes que se regulan por
ABA, desecacién o salinidad permite identificar los componentes terminales de la cascada
de transduccién de sefiales iniciadas en estas situaciones celulares. Este analisis se
compone de tres pasos esenciales:

a) identificacién de un elemento en cis presente en promotores de genes regulados por
ABA, alta sal o estrés osmoético, b) caracterizacion de los factores en trans que actuan con
el elemento en cis definido, c) analisis funcional del factor en trans y el elemento en cis
para probar que la regulacién por ABA o por estrés salino -osmético es conferida por su
interaccién in vivo.

a) ldentificacion de los factores en cis;
Se han identificado distintos elementos en cis necesarios para activar la
transcripcién en respuesta al ABA denominados ABRE (ABA-Response Element).

Elemento gen secuencia referencia

EmiA Em GGACAOGTAEC (Marcotte et al., 1989)
motivol rab16A OCGTAOGTGECEC (Mundy et al., 1990)
hex-3 sintético GGACCOGTEEC (Lam and Chua,
1991)

Sph C1 TCCATGCATGCAC (Hattori et al.,1992)

? CDeT27-45 AAGCCCAAATTTCA-  (Nelson et al., 1992)

-CACAGCCCGATAACCG



Los secuencias ABRE mejor caracterizados son los correspondientes al elemento

Em1A presente en el gen Em (Marcotte et al., 1989) y el motivol del gen rab16A cuyo
consenso es 5-C/TACGTG-3'. Esta secuencia ABRE coincide con el consenso de las cajas G
descritas en promotores de plantas que responden a estimulos tan diversos como la luz
(Schulze-Lefert et al.,1989), herida (Hermann et al., 1988), desecacién (Mundy and
Chua, 1988), y a reguladores enddgenos como la auxina (Liu et al., 1994), el acido
jasménico (Mason et al., 1993) y el acido salicilico (Qin et al., 1994).
La secuencia hex-3 es otra ABRE que difiere del consenso anterior en una sola base (Lam
and Chua, 1991). Otra ABRE distinta debe actuar en el caso del gen C1 (Hattori et al.,
1992); el promotor de este gen responde a ABA y es transactivado por el gen regulador Vp
a través del elemento Sphl. Existen genes cuya expresién es dependiente de ABA o que
responden al ABA y cuyos promotores carecen de las secuencias ABREs descritas, (Plant et
al., 1991; Michel et al.,, 1993). Esto implicaria la existencia de secuencias ABREs
diferentes a las descritas pero que realizan la misma funcién.

Recientemente Shen y Ho (1995), han determinado que la secuencia ABRE es
necesaria pero no suficiente para la respuesta al ABA en el promotor HVA22 de cebada.
Para la obtencién de altos niveles de induccién por ABA es necesaria, ademés de la
secuencia ABRE, una secuencia adaptadora en ¢is denominada CE1 (Coupling Element) cuya
secuencia es TGACCACCGG (en este caso concreto). Esta secuencia esta presente en otros
promotores que responden a ABA y es muy probable que existan distintas secuencias
adaptadoras al igual que existen distintas secuencias ABREs.

Recientemente se ha publicado una secuencia en cis involucrada en la respuesta a
condiciones de desecacién, alta sal y frio. Esta caja, denominada DRE (Dehidration-
Besponsive Element) consta de nueve pares de bases, TACCGACAT y media estas respuestas
independientemente del ABA (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 1994).

b) Caracterizacion de los factores en trans .

El control de la transcripcion génica se produce mediante interacciones de
proteinas (factores de transcripciéon) con secuencias de ADN dentro del nucleo.
Generalmente, interaccionan varios factores de transcripcion que a su vez sufren
modificaciones para actuar concertadamente y afectar la expresion génica final.

Se han identificado varias proteinas nucleares que se unen especificamente a las
secuencias ABRE de distintos promotores (Guiltinan et al., 1990; Mundy et al., 1990,
Vilardell et al.,1991). Todas las proteinas aisladas hasta el momento pertenecen al grupo
estructural de factores de transcripciéon "leucine zipper" o cremallera de leucinas



(bZIP). Estas proteinas contienen un dominio estructural en la regién carboxiterminal y
otro dominio funcional (en la regién aminoterminal. La regidon carboxiterminal esta muy
conservada y es rica en leucinas, confiriendo a este dominio la capacidad de formar una
estructura en a-hélice anfipatica que determina la zona de unién a secuencias en cisy la
dimerizacion, pudiendo formar homo o heterodimeros. La regién aminoterminal es muy
variable y permite la interacciéon con otras proteinas. Este grupo de proteinasv estan muy
conservadas y extendidas; se describieron inicialmente en humanos, (ref) y se han aislado
también representantes de esta familia en levaduras.

Otro tipo de factores de transcripcion relacionados con la activacion
transcripcional en condiciones de estrés osmético pertenecen a la familia MYB. El gen
Atmyb2 de Arabidopsis homélogo de esta familia, se induce en condiciones de desecacién y
desaparece cuando se restaura la hidratacion celular. La induccién de este gen también se
produce por tratamiento con ABA y NaCl (Urao et al.,1993), sin embargo, la region
promotora de este gen carece de secuencias ABRE descritas previamente. Se ha demostrado
que este factor de transcripcién se une a la secuencia consenso myb 5' TAACTG 3'.

¢) Andlisis funcional del factor en trans y el elemento en cis

Mediante ensayos de unién realizados in vitro con extractos proteicos de plantas
tratadas con ABA y secuencias ABRE previamente caracterizadas, se detecto la presencia de
complejos especificos de ADN/proteina. Estos complejos no se detectaban o estaban menos
representados cuando los extractos proteicos procedian de plantas no tratadas o control
(Ref). Se han aislado varios clones cuyos productos génicos se unen in vitro a las
secuencias ABRE.

El factor EmBP-1 (Guiltinan et al.,1990) de trigo se cloné por su interaccion con
la caja Em1a, aunque falta por demostrar en experimentos funcionales in vivo que este
factor actia como activador transcripcional regulado por ABA.

El factor TAF-1 de tabaco se aislé porque se unia especificamente al motivol (Oeda
et al.,, 1991). La construccién consistente en un tetramero del motivol ligado al extremo
5' del promotor minimo -90CaMV 35S fusionado al gen GUS, se introdujo en plantas
tabaco establemente. No se detecté activacién transcripcional en condiciones control ni por
aplicacion exégena de ABA. Se encontré transactivacién del motivol tras bombardear las
hojas transformadas de tabaco con el gen Taf-1, aunque la expresién no aumenta tras el
tratamiento con ABA. Estos resultados indican que este gen regula genes que no responden a
ABA, que tienen en su promotor secuencias tipo caja G. Por tanto, conviene enfatizar la
importancia de los analisis funcionales in vivo para la correcta valoracién de la funcion de
estos genes como factores de transcripcion en las condiciones descritas.



Modelo de actuacion de los factores de transcripciéon regulados por
ABA

La secuencia conservada ABRE T/CACGTG o la caja G es reconocida por todos los
miembros de la familia bZIP, asi pues ¢cémo pueden distinguir los factores de
transcripcién las secuencias conservadas de las cajas G en distintos y numeroosos
promotores para conferir la expresién especifica de cada gen?. Parte de este problema
parece estar resuelto, debido a la identificacién de elementos adaptadores con distintas
secuencias en cis en otros promotores que responden a distintos estimulos via caja G.
Parte de la especificidad de la respuesta vendria dada por la secuencia del elemento
adaptador. Dada la gran variabilidad de la secuencia de aminoacidos de la region
aminoterminal de las proteinas bZip, las interacciones del elemento adaptador u otras
proteinas implicadas con esta regién serian especificas en cada caso. También se ha
demostrado que las sustituciones en los nucledtidos del entorno inmediato a la caja G
alteran la especificidad de unién (revisado por Quatrano et al, 1993).

Existen multiples evidencias que apoyan que las proteinas VP1, ABI 3 y GF14 (Mc
Carthy et al., 1991; Giraudat et al., 1992; de Vetten et al.,, 1992) actdan como
activadores transcripcionales. La proteina VP1 no se une al ADN, sin embargo, podria
mediar la interaccién entre las proteinas unidas a EMBP1 (que estaria unida al sitio
ABRE) y las proteinas que se unan al elemento adaptador que estaria reconociendo a su
elemento en cis.

8) EL ACIDO JASMONICO

El 4cido jasménico (JA) se describi¢ por primera vez como un constituyente de la
fragancia del aceite esencial de Jasminum grandiflorum (Demole et al., 1962). El éster
metilico del acido jasménico (MeJA), conocido como metil jasmonato y compuestos
relacionados, se encuentran extendidos por todo el reino vegetal (Meyer et al., 1984), asi
como en algas y hongos (Sembdner and Parthier, 1993). Se sintetizan a partir del acido
linoleico y quimicamente son ciclopentanonas. Afectan al crecimiento y desarrolio de las
plantas de forma pleiotrépica. El MeJA, se libera en las plantas en respuesta a varios
estreses; por herida o ataque por patégenos (Creelman et al., 1992), por tratamiento de
tejidos vegetales con paredes de hongos (Dittrich et al.,, 1992) o en tejidos sujetos
desecacion o estrés osmdético (Parthier et al., 1992). Los jasmonatos se transportan
sistémicamente a través del floema en las plantas afectadas por herida.

Las respuestas al jasmonato que se producen en la planta parecen estar
correlacionadas con alteraciones en la expresion génica. Se inducen nuevos polipéptidos
(Parthier et al., 1987), se reprime selectivamente la sintesis de otros polipéptidos



(Weidhase et al., 1987), y en tratamientos a largo plazo, se paraliza el mecanismo
general de biosintesis de proteinas. La expresion génica se afecta en muitiples niveles;
actian en la activacién transcripcional, en el procesamiento y estabilidad post-
transcripcional del ARNm, en la traduccién y en procesos post-traduccionales que
incluyen la modificacion y degradacién proteica (revisado por Reinbothe et al. 1994).

Relacion entre el ABA y el JA y herida mecanica

La herida mecanica produce la acumulacién de determinados polipéptidos, cuya
funcion debe estar relacionada con la cicatrizacion de la herida y con la prevencion de la
invasién de patégenos. Muchos de estos polipéptidos se inducen por tratamiento con JA y
también con ABA. Se ha sugerido que el JA y sus derivados actien como moléculas sefial en
respuesta a herida (Farmer and Ryan, 1990).
El JA y el ABA se liberan en respuesta a la herida mecénica sistémica y localmente. Los
genes inducidos por JA mejor caracterizados son los inhibidores de proteinasa (Pin) | y II
(ref). Estos genes de inducen por herida mecénica, por aplicacion exégena de ABAy de JAy
no por desecacién (Hildman et al 1992), por tanto, las rutas de transduccién en las que
participa el ABA durante la desecaciéon y por herida deben ser distintas. Los mutantes
deficientes en la sintesis de ABA de patata (droopy) y tomate (sitiens) no acumulan Pinll
tras la herida mecanica; el tratamiento con ABA o JA restituye la expresion del gen Pinll,
por tanto el JA actiia en alguna etapa de la ruta de transduccién tras la intervencion del
ABA. Existen evidencias de la induccién por herida mecénica de la actividad lipasa; esta
actividad liberaria acido linolénico, que es el precursor del JA. Se cree que en los
primeros estadios de la respuesta a herida, la sintesis de JA es dependiente de ABA,
controlando éste probablemente la induccién de alguna enzima biosintética del &cido
jasmoénico (Hildman et al. 1992; revisado por Giraudat et al., 1994).

9) UNAS PROTEINAS DE PLANTAS LLAMADAS PLTPs

Los lipidos en las plantas

Existe actualmente un gran interés desde el punto de vista cientifico y economico en
elucidar las rutas enzimaticas involucradas en la sintesis y degradacién de lipidos, en la
caracterizacion de las enzimas mas relevantes y de los mecanismos que regulan la
composicién de las membranas y de los lipidos de reserva.

La composicién lipidica celular de plantas superiores se ha relacionado con la
capacidad de resistencia a distintos tipos de estrés; existen datos que atribuyen a la
composicién lipidica de la membrana plasmatica en plantas superiores la capacidad de
supervivencia a temperaturas extremas (Ref). Por otra parte, toda la superficie de las
plantas en contacto con la atmdsfera esta recubierta por capas de material lipidico,



cutinas, ceras y suberinas que reducen la pérdida de agua e impiden la entrada de
patégenos. '

Sintesis de glicerolipidos

Las células vegetales presentan una serie de caracteristicas exclusivas que las
diferencia de las animales. Existen diferencias en la composicién lipidica de las
membranas vegetales frente a las de animales y de hongos, fundamentalmente en la
composicion de las membranas cloroplasticas.

Los acidos grasos y lipidos no se transportan entre las células de las plantas superiores,
cada célula es auténoma en la sintesis de lipidos, variando la composicién lipidica
ampliamente de un tipo celular a otro.

La sintesis de acidos grasos tiene lugar en el cloroplasto, mientras que la sintesis
de lipidos tiene lugar en el cloroplasto (via procaridtica) y en el reticulo endoplasmico
(via eucaridtica). La actividad de la aciltransferasa es especifica en cada uno de los
organulos, de forma que los lipidos sintetizados en los plastidos tienen un acido graso de
16 carbonos (C16) en el segundo carbono del glicerol y los sintetizados en el reticulo
llevan un &cido graso de 18 carbonos (C18) en esta misma posicion. Este "marcado”
molecular permite estimar el flujo relativo de lipidos entre los dos ciclos y ha permitido
determinar que una porcién substancial de los lipidos sintetizados en el reticulo son
reimportados hacia el cloroplasto.

Se han obtenido resultados sumamente reveladores en experimentos realizados con
mutantes de Arabidopsis. Los mutantes act? son deficientes en la primera enzima de la via
procariética, que tiene actividad glicerol 3-fosfato (G3P) acil-transferasa. Como
resultado de esta mutacién, todos los acidos grasos son exportados hacia el reticulo y, por
lo tanto, todos los lipidos contienen acidos grasos C18. No obstante, el contenido neto de
lipidos permanece constante; se retiene la misma cantidad de lipidos en el reticulo pero se
exportan tres veces mas lipidos de retorno al cloroplasto que en el silvestre. Es, por
tanto, importante determinar el mecanismo mediante el cudl el reticulo dirige el trafico
celular de lipidos, no sélo hacia el cloroplasto, sino hacia el resto de los organulos
celulares. Hasta el momento no se ha identificado trafico vesicular entre el reticulo y el
cloroplasto ni tampoco contacto directo con otros organulos.

Papel atribuido a las PLTPs



Las PLTPs o proteinas transportadoras de fosfolipidos se purificaron por primera
vez en laboratorios que trabajaban con lipidos. Estas proteinas se han propuesto como
candidatas para la realizacion de las funciones de distribucién y transporte de lipidos
celulares, ya que tienen la capacidad de transferir lipidos entre membranas in vitro,
aunque esta funcién de transferencia no se ha demostrado aln in vivo. Estos polipéptidos,
de unos 9 kD llegan a constituir hasta un 4% del total de la proteina soluble obtenida de
homogeneizados crudos de hoja; son por tanto, de los polipéptidos mas abundantes. No
obstante, la participacion de éstas proteinas en el trafico de lipidos entre organulos a
través del citoplasma (Kader, 1990), se cuestiona actualmente. A medida que se
obtuvieron nuevos datos sobre la regulacién y localizacién de la expresion de estos genes,
las hipotéticas funciones asociadas a las LTPs han ido cambiando. Se demostré que los
ARNmM correspondientes a una LTP de cebada se unian a polirribosomas del RE rugoso y se
translocaban al lumen cotraduccionaimente (Madrid, 1991). Como medida conciliadora,
se atribuyé a estas proteinas el papel de transferir lipidos dentro del sistema de
endomembranas, (aunque la proteina carece de la sefial de retencion tipica de plantas).
Esta teoria se desech6 posteriormente, ya que suspensiones celulares procedentes de
embriones somaticos de zanahoria excretaban la proteina EP2 (perteneciente al grupo de
las PLTPs) al medio de cultivo (Sterk et al en 1991). En la planta adulta, la proteina EP2
se localizé en la pared celular; en principio mediante protocolos de extraccién de
proteinas especificos de proteinas de pared y posteriormente por localizacion subcelular
mediante técnicas inmunohistoquimicas. Esta localizacién subcelular se ha corroborado en
otras LTPs de otras especies, (Thoma et al.,; Pyee et al.,).

Caracteristicas generales de las LTPs

Se han aislado LTPs en numerosas especies y constituyen un grupo de proteinas con
gran homologia. El peso molecular oscila entre unos 8.8 y 9.7 kD y el punto isoeléctrico
es basico. Todas contienen un péptido sefial y son hidrofilicas. Contienen unos residuos
aminoacidicos muy conservados L-K-S(N/G)-A(l)-A (en las posiciones 54-58 en la
proteina TSW12 madura), y una regién compuesta por residuos cargados D-R-K(R)(Q)
(del 43 al 45), situada en el dominio mas hidrofilico. La disposicién de 8 residuos de
cisteinas, que contienen este grupo de proteinas, esta estrictamente conservada. Se cree
que estas cisteinas forman puentes disulfuro, pero hasta ahora, sélo se ha demostrado la
existencia de uno de ellos (Takishima et al., 1988). La posicién de los residuos de prolina
también esta conservada.

CARACTERIZACION PREVIA DEL cDNA TSW12



La caracterizacién del clon de cDNA correspondiente al mensajero del gen TSW12
se realiz6 previamente en nuestro laboratorio. EI cDNA se aislé de una genoteca de cDNA de
plantulas de tomate tratadas con 10 g/l NaCl y 10 uM ABA durante 24 horas. El mensajero
tswi12 se expresa durante la germinacién de la planta, alcanzando el maximo nivel de
expresion cuando la plantula tiene 5 dias de edad (cuando la radicula mide unos 15 mm). A
partir de este momento, el nivel del mensajero disminuye répidamente hasta hacerse
indetectable cuando la plantula expande los cotiledones. La expresién durante la
germinacién aumenta por tratamientos con 10g/l NaCl o por calor. En la planta adulta, la
aparicion del mensajero sélo se produce por tratamiento con NaCl o en menor grado, con
ABA. La expresion se localiza en peciolos, tallos y hojas (de mayor a menor), y no se
detecta en raices. Los niveles de acumulacién de la proteina TSW12 aumentan con la
duracién del tratamiento salino, llegando a ser una de las proteinas mayoritarias tras
tratamientos prolongados. Mediante la técnica de impresion de tejidos sobre membranas de
nitrocelulosa, se ha localizado la proteina en la epidermis y en el tejido vascular de tallos
y peciolos tratados con sal.



MATERIAL Y METODOS



1. MATERIAL BIOLOGICO
1.1. Material vegetal; cultivo y manejo

1.1.1. Especies vegetales utilizadas

Se han utilizado plantas de tomate (Lycopersicon esculentum) var. Rutgers-Marglobe,
procedentes de semillas adquiridas a la casa Semillas Batlle S.A. (Barcelona); plantas de
tomate de la variedad Rheinlands Ruhm cv. y plantas mutantes isogénicas flacca (flc),
deficientes en la sintesis de 4cido abscisico obtenidas gracias a semillas inicialmente
provistas por C.M. Rick, (Tomato Genetics Stock Center, California). Para los experimentos de

transformacién heteréloga se han utilizado plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) var. Xanthi.

1.1.2. Esterilizacién de semillas

Las semillas se esterilizan mediante lavados sucesivos en etanol absoluto (30 s), en
hipoclorito sédico 2% (20 min), y finalmente en agua estéril (al menos tres lavados). Las
semillas esterilizadas y embebidas durante 24 h en agua, se colocan sobre papel de filtro

estéril y saturado en agua autoclavada y se incuban a 25°C en oscuridad.

1.1.3. Cultivo hidropénico

Las plantulas de tomate y tabaco con los cotiledones expandidos se adaptan mediante
algodén hidréfobo o con esponjas en contenedores con las rafces sumergidas en solucién
Hoagland II (Jones et al., 1982) diluida al 50%, con aireacién y se cultivan en cdmaras con
intensidad de luz y humedad controladas, bajo un régimen de 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad a 25°C y 18 °C de temperatura respectivamente. Este procedimiento también se ha
utilizado para la multiplicacién vegetativa de plantas de tomate y tabaco. Para ir adecuando las
plantulas a las nuevas condiciones de humedad, los primeros dias se cubren con bolsas de

pldstico transparente, que se van abriendo progresivamente en los dfas sucesivos.

Soluci6 . e Hoagland 11
Macronutrientes: 1 mM NH4H2PO4, 6 mM KNOj3, 4 mM Ca(NO3)2, 2 mM MgSO4, Las sales se

diluyen a partir de una solucién stock 1M de cada una.
Micronutrientes: 46.25 uM H3BO3, 9.15 uM MnCl-4H20, 0.76 pM ZnSO4-7H20, 0.32 uM
CuS04-5H70, 0.11 pM HpMo0O4-H7O. Se afiaden a partir de una solucién stock 1000 x.

Solucién de hierro: 10 ppm Sequestrene® (Ciba Geigi). Se afiade a partir de una solucién
stock al 0.5%. ‘



1.1.3. Tratamientos del material vegetal

Las plantas adultas de tomate se sometieron a tratamientos con ABA (100 pM), NaCl
(10 g/L), y manitol (300 mM), afiadiendo estos compuestos directamente a la solucién
Hoagland. Los tratamientos llevados a cabo en plantas adultas de tabaco, se realizaron en las
mismas condiciones, s6lo que las concentraciones de NaCl y manitol se incrementaron hasta 15
g/L y 400 mM, ya que esta especie muestra una mayor resistencia a la sal y a la desecacién que
el tomate.

Los tratamientos realizados con 4cido salicilico y 4cido jasménico se llevaron a cabo

pulverizando las plantas con las soluciones previamente preparadas.

1.1.5. Cultive in vitro

La manipulacién del tejido vegetal se realiza en condiciones de esterilidad en una
cdmara de flujo horizontal, con medios autoclavados y pinzas y bisturis esterilizados por
calor. El material vegetal se incuba en cdmaras con la luz y la temperatura controladas.
El cultivo in vitro se ha utilizado para la propagacién vegetativa de plantas de tabaco, para la
transformacién, regeneracién y propagacién de plantas transgénicas y para los estudios de
segregacién de la Fy de las plantas transformadas en medio selectivo.

El medio base utilizado es el MS (Murashige y Skoog, 1962). Los medios se esterilizan
por autoclavado y los antibi6ticos (esterilizados mediante filtracién), se adicionan al medio

templado. Finalmente, el medio se dispensa en cajas Petri 0 en contenedores Magenta (Sigma).

Medio MS; 4.3 g/L de mezcla basal de MS (Sigma), 10 ml/L de mio-inositol 100 x, 1 ml/L de
vitaminas 1000 x, 30 g/L sacarosa. El pH se ajusta a 5.7 con NaOH 1M. Para medios sélidos, se
afiade 6 g/l agar (Difco).

-Mioinositol 100 x: 10 mg/ml mio-inositol.

-Vitaminas 1000 x: 0.05 g/L nicotina, 0.005 g/L tiamina, 0.005 g/L piridoxina, 0.005 g/L
4cido félico, 0.0005 g/L. biotina, 0.025 g/L glicina.

MS Cocultivacién: Medio MS liquido sin vitaminas.

MSS (regeneracion de brotes): Medio MS sélido; 50 pl/L de 4dcido naftalenacético (NAA)
(2 mg/ml en NaOH 1IN), 500 pl/l. benzilaminopurina (BAP) (2 mg/ml en NaOH IN), 100 mg/L
kanamicina y 250 mg/l. carbenicilina.

MS enraizamiento; Medio MS sélido, 100 mg/L kanamicina y 250 mg/L carbenicilina, (para
la seleccién de los brotes transgénicos).

MS germinacién: MS sélido, 300 mg/L kanamicina para seleccionar las semillas de las
- plantas transgénicas.

1.2. Bacterias
Se han utilizado las siguientes estirpes de Escherichia coli :

NMS522 (Stratagene); D(lac-proAB), thi, hsdDS, supE, [FproAB,laclqZDM15]



XL-1 Blue (Stratagene); recA1l, endA1l, gyrA96, thi, hsdR17, supE44, relAl, lac, [F', proAB,
laclg, ZDM15, Tnl0, (tetR)}.

KW251 (Promega) F~ supE44, galK2, galT22, metB1, hsdR2, mcrB1, mcrA, [argAB1::Tnl10],
recD1014.

Las bacterias se cultivaron en medio LB. Para la selecciéon de bacterias portadoras de

pldsmidos se suplementaron con 100 mg/L de ampicilina o 100 mg/L de kanamicina.

Medio LB: 10 g/L bactotriptona, 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L. NaCl.

Para la transformacién de discos de hoja se utiliz6 la estirpe de Agrobacterium
tumefaciens (A.t.) LBA4404: plasmidos Cr (criptico), pLA 4404 y fondo cromosémico C58-C9,
strR, thi+ (Hoekema et al.,1983).

Para la seleccién de A.r. transformantes, se sembraron en medio LB 6 YEB sélido
suplementado con 100 mg/L. de kanamicina y 250 mg/L de estreptomicina. Posteriormente se
crecian en medio liquido YEB (con extracto de carne, evita que las bacterias crezcan formando

grumos) y suplementado con 100 mg/L kanamicina y 100 mg/L estreptomicina.

Medio YEB: 0.5% Extracto de ternera (Difco), 0.1% extracto de levadura, 0.5% peptona, 0.5%
sacarosa, 2 mM MgS0y4.

1.3. Vectores

El bacteriéfago lambda EMBL3 (Promega) se usé6 para la construccién de la genoteca de
tomate.

Los plasmidos pBluescript II SK (+) y (-) (Stratagene) se usaron para la clonacién vy
secuenciacién de los fragmentos seleccionados.

El vector binario pBinl9 (Bevan, 1984) contiene el origen de replicacién bacteriano
RK2, el gen de la nopalina sintetasa, que confiere la resistencia a kanamicina tanto en
bacterias como en plantas y las regiones Ti de mobilizacion de ADN necesarias para la
transformacién de plantas de tabaco con A.f. En este vector se clonaron las construcciones
transcripcionales del promotor Tsw12/Gus para la posterior transformacién estable de plantas
de tabaco.

El plismido pBI101.1 es un derivado de pBinl9 en el cuédl se ha clonado el gen de la B-
glucuronidasa de E.coli completo (1.87 kb), correspondiente al locus uidA (Novel and Novel,
1973), y la sefial de poliadenilacién del gen de la nopalina sintetasa. Permite la clonacién de
promotores que dirijan la expresién del gen Gus. Se ha utilizado para la realizacién de la
fusién traduccional del promotor Tsw12/Gus.

El plismido pBI221 contiene el cassette consisiente en el promotor del virus del mosaico de la

coliflor (CaMV 35S), el gen Gus y el terminador mnos clonados en el plismido pUC19. Se ha



utilizado como conirol positivo en los experimentos de expresién transitoria. Las plantas
trangénicas transformadas con esta construccién se han utilizado como control positivo en los
experimentos de deteccién de actividad Gus en plantas transformadas.

El plismido pBlueGus (equivalente al pldsmido pBI221, pero sin promotor y con los
sitios de clonacién mdltiple ampliados a ambos lados), se utiliz6 para la clonacién
transcripcional del promotor Tswl2. Para la transformacién estable de plantas de tabaco, se
subcloné el cassette completo (promotor/Gus/terminador nos) en el vector pBinl9,

El plasmido -70CaMV 35S/Gus se diferencia del pldsmido pBI221, en que el promotor 35S se ha

delecionado hasta el nucle6tido -70.
2. PURIFICACION DE ADN

2.1 Purificacién de plasmidos bacterianos

Se ha seguido basicamente el protocolo de lisis alcalina descrito por Sambrook et al.,
1989. Este método se basa en la lisis de las células bacterianas y en la desnaturalizacién del
ADN con 4lcali, la renaturalizacién del ADN plasmidico y su precipitacién posterior con
etanol. Para las minipreparaciones de ADN plasmidico se partia de 1.5 ml de cultivo crecido
durante la noche (on), para las midipreparaciones de 15 ml y para las maxipreparaciones de
250 ml.

Gradiente de CICs

Este procedimiento permite obtener preparaciones de pldsmidos de gran pureza.

1. Resuspender el sedimento obtenido de una maxipreparacién de pldsmidos en 4.4

ml de TE y centrifugar a 8000 rpm, 4 °C. Afiadir 1 g/ml de CsCl al sobrenadante.

Disolver suavemente. .

2. Afiadir 0.4 ml de solucién de bromuro de etidio (10 mg/ml en agua) y mezclar. Medir

el indice de refraccién, que debe estar en torno a 1.3860.

3. Transferir la solucién a tubos de ultracentrifuga de 5 ml con pipetas Pasteur y

sellar los tubos.

4. Centrifugar a 65000 rpm, 20 °C, durante 5 h en rotor vertical.

5. Recoger la banda correspondiente al pldsmido iluminando con luz UV de onda larga.

6. Eliminar el bromuro de etidio del ADN con extracciones sucesivas con isopropanol

saturado con CsCl, hasta obtener una solucién transparente.

7. Precipitar el plasmido con 3 vol de etanol al 70%, secar levemente y resuspender en

TE.



2.2. Purificacion de ADN total de Agrobaterium tumefaciens

Se inocula una colonia de A.t. en 5 ml de medio YEB suplementado con antibiético en un
matraz de 50 ml y se crece a 28 °C surante 24 h con agitacién vigorosa.
Se centrifugan mediante un "pulso" 2 x 1.5 ml de cultivo en un eppendorf y a continuacién se
procede al igual que en las minipreparaciones de pldsmido de E.coli, con la tinica salvedad de
que se incuban con una "punta de espitula” de lysozima durante 15-30 min a ta y con

agitacién, para la digestiébn de la pared celular.

2.3. Purificacibn de ADN de fagos

2.3.1. Purificacién de ADN de fagos a partir de medio sélido

El fago, previamente purificado vy titulado se sembré en placas de 120 mm de NZYCM
con agarosa en lugar de agar, de forma que las calvas de lisis fueran confluentes. A
continuacién se siguié el protocolo descrito por la casa Promega:
1. Cubrir las placas con 5-10 ml de SMy rascar la capa superior con espitula. Al material
obtenido se le afiade una gota de cloroformo y se recoge en un tubo de centrifuga.
2. Mantener a ta durante 30 min con agitacion leve,
3. Centrifugar a 8000-10000 xg, 10 min, y a 4 °C.
4. Traspasar el sobrenadante a nuevo tubo y afiadir RNasa A y DNasa I al lisado, ambas a una
concentracién final de 1 pg/ml. Incubar 30 min a 37 °C.
5. Afiadir 1 vol de solucién de precipitacién de fagos e incubar lh en hielo.
6. Centrifugar a 10000 xg , 20 min a 4 °C.
7. Secar ligeramente el precipitado y afiadir 1 ml de tampén de fagos por cada 10 ml de lisado
inicial. Resuspender agitando suavemente.
8. Centrifugar a 8000 xg, durante 2 min a 4 °C, para eliminar restos celulares.
9. Extraer dos veces con fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1). Agitar 1 min y centrifugar a
12000 xg, 5 min.
10. Transferir la fase superior (acuosa) a un tubo limpio y afadir 1 vol de isopropanol.
Mezclar e incubar a -80 °C, 20 min Centrifugar a 12000 xg, 10 min a 4 °C.
11. Lavar el precipitado con 1 ml de EtOH 70%. Secar ligeramente al aire y resuspender en
50-100 pl de TE.

SM: 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, § mM MgS04, 0.01% gelatina.

Soluciéon de precipitacion de fagos: 20 % p/v PEG 8000, 2M NaCl.
Tampén de fagos: 20 mM Tris-HCI pH 7.4, 100 mM NaCl, 10 mM MgSO4.

Medio NCYM: 10 g/l NZ amina, 5 g/L NaCl, 5 g/L extracto de levadura, 1 g/L
casaminoicidos y 2 g/l MgS04-7H20. Ajustar a pH 7.5.



2.3.2. Purificacion de ADN de fagos a partir de medio liquido
1. Inocular una colonia bacteriana apropiada en medio NZCYM y crecer toda la noche (on).
Transferir 1/1000 a 100 ml NZCYM y crecer hasta DOQOggo=1.0. Las células as{ preparadas se
pueden usar hasta pasadas dos semanas si se guardan a 4 °C.
2. Transfectar 0.5 ml de células con 5 x104-10° fagos e incubar a 37 °C durante 30 min.
Transferir a un matraz de 250 ml con 37 ml de NZCYM. Incubar on a 37 °C. La lisis debe ser
evidente.
3. Pasar el medio de cultivo a un tubo con 100 pl de cloroformo y mezclar bien. Afiadir 370 ul
de solucién de nucleasa e incubar a 37°C, 30 min. Afiadir 2.1 g de NaCl y disolver. Centrifugar
20 min a 7000 xg .
4. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo y afadir poco a poco 3.7 g de PEG (6-8K) y
disolver lentamente. Incubar en hielo 60 min.
5. Precipitar los fagos centrifugando a 7000 xg, 20 min a 4 °C. Resuspender suavemente el
precipitado en 0.5 ml de SM conteniendo 50 pg/ml de RNasa A. Transferir a un tubo eppendorf
e incubar a 37 °C, 10 min. Afadir 0.5 ml de cloroformo y mezclar. Centrifugar 5 min en la
microcentrifuga.
6. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo que contenga 35 pl de solucién de proteinasa K
¢ incubar a 65 °C, 30 min.
7. Extraer con fenol y después dos veces con cloroformo:isoamilico (24:1). Transferir el
sobrenadante final a un tubo conteniendo 170 pl de acetato aménico 6 M. Afiadir 0.7 ml de
isopropanol e incubar 20 min a -80 °C. Centrifugar en la microcentrifuga a 14000 rpm 10 min

Lavar con EtOH 70%, secar y resuspender en 200 pl de TE.

Solucién de nucleasa: (para 10 ml), 5 ml glicerol, 100 ul acetato sédico, 50 mg DNasal, 50
mg RNasa A y llevar hasta 10 ml con H20.

2.3.3. Obtencion de ADN de fagos purificados en gradiente de CICs
Los bacteriéfagos concentrados por uno u otro método se centrifugan en gradiente
continuo de CICs en un rotor vertical. E1 ADN obtenido mediante este método es de una calidad

excelente, digiriéndose de forma éptima.

1. Afiadir 0.75 g de CsCl por ml de solucién de fagos y mezclar suavemente.

2. Pasar a tubo de ultracentrifuga y rellenar con solucion TM a la que se ha adicionado
la misma cantidad de CsCl.

3. Centrifugar en rotor vertical a 60000 rpm, 6 h a 15 °C.

4. Colocar el tubo en un soporte. Los fagos forman una banda opaca. Para la obtencién
de la banda pinchar primero la parte superior del tubo con una aguja y pinchar y

succionar la banda con jeringa. Los fagos se guardan a 4 °C hasta su uso.



5. Afadir a 150 pl de fagos lvol de formamida e incubar a ta 30 min.
6. Diluir la mezcla con 150 pl de agua y precipitar afiadiendo 900 pl de etanol.
7. Centrifugar a 10000 rpm. 10 min 4 °C.

8. Lavar el precipitado con etanol al 70%, secar levemente y resuspender en TE.

Solucién TM: 50 mM Tris-HC! pH 7.8, 10 mM MgS04.

2.4. Aislamiento de ADN total de plantas

Se siguié, con algunas modificaciones, el método descrito por Rogers y Bendich (1985),
basado en el uso del detergente CTAB (cetil trietil amonio bromuro). En condiciones de alta
sal, los 4cidos nucleicos forman complejos solubles y estables con el CTAB; sin embargo, al
bajar la concentracién de sales (por debajo de 0.4 M NaCl), los 4cidos nucleicos precipitan
dejando la mayorfa de los polisacdridos en solucién. Posteriormente, el CTAB es ficilmente
eliminado dada su solubiblidad en etanol. E! protocolo que se detalla estd optimizado para la

obtenciéon de minipreparaciones de ADN genémico de plantas.

1. El material recolectado se congela inmediatamente en N2 liquido y se guarda a -80°C

hasta su uso.

2. El material se tritura bajo N2 liquido hasta obtener un polvo fino. Ayuda mucho
martillear la muestra previamente para fraccionarla . Partir de medio eppendorf de
material.

3. Afiadir 1 vol de tampdn de extraccién (1 pl/mg de material vegetal) y mezclar.
4. Incubar a 65 °C durante 15 min y centrifugar a 13000 rpm durante 10 min en la
microcentrifuga a ta (todas las centrifugaciones se realizan en las mismas
condiciones).

5. El sobrenadante se extrae 2 x con 1 vol de cloroformo:isoamilico (24:1).

6. Homogenizar con un vol de tampén de precipitacién. Incubar al menos 30 min a
temperatura ambiente; mientras, tiene lugar la precipitacién del ADN gendémico.
7. Los 4cidos nucleicos se centrifugan y se resuspenden en 500 pl de CsCl 1 M,
conteniendo 10 pg de RNasa A.

8. Precipitar con 1 ml de etanol absoluto durante 30 min a ta y centrifugar. El
precipitado se lava con etanol al 70% y se resuspende en 50-200 pl de agua 6 0.1xTE.
Guardar a -20 °C.

Tampén de extraccion: 2% CTAB (p/v), 100 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA, 1.4 M NaCl, 1%
PVP (p/v): pH 8.

Tampén de precipitacion: 1% CTAB (p/v), 50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 1% 2-8-
Mercaptoetanol: pH 8.

0.1 x TE: 1 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA: pH 8.



3. MANIPULACION DE ADN

3.1. Cuantificacion del ADN

La concentraciéon del ADN en soluciones se estima tras la medida de la absorbancia de
la muestra a 260 nm, asumiendo que 1 DOQOjgo =50 pg/pl de ADN. Han de utilizarse para ello
cubetas de cuarzo.

Para la realizacién de medidas mds exactas se han utilizado métodos fluorimétricos. EI
fluorocromo comercial Hoescht 33258 se une al ADN, incrementandose la fluorescencia y
cambiando la longitud de emisién y de excitacion en este estado. La emisién se detecta en
fluorimetro (TKO100 Minifluorimeter, Hoefler). Para la cuantificacién de la muestra, se

compara con el patrén obtenido al medir ADN comercial de timo de ternera.

3.2. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La separacién de los fragmentos de ADN se ha llevado a cabo mediante electroforesis en
geles de agarosa en tamp6én TAE, conteniendo 0.5 pg/ml de bromuro de etidio, utilizdndose este
mismo tampén como electrolito. La concentracién de agarosa usada varfa entre 0.5-2%,
dependiendo del tamafio de los fragmentos a separar. A las muestras se les afiade un 1/10 del
vol de tampén de carga x10. Como marcadores de peso molecular se ha utilizado ADN del

bacteriéfago lambda digerido con Pstl, HindIII o Haelll y del plismido pSK digerido con Sau3A.

Tampén TAE: 40 mM Tris-acetato, pH 8, 2 mM EDTA, 5 mM acetato sédico.
Tampén de carga x 10: 25% ficoll, 0.25% azul de bromofenol, 10 mM EDTA.

3.3. Purificacibn de fragmentos de ADN de geles de agarosa

Tras separar los fragmentos de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa, se
recortaron del mismo y se aislaron siguiendo el método de Geneclean®. Este método se basa en
la solubilizacién de la agarosa en presencia de Nal 6M y la unién del ADN a una matriz de

perlas de vidrio.

3.4. Tratamientos enziméticos del ADN

3.4.1. Restriccién

Las enzimas de restriccién utilizadas en este trabajo fueron suministradas por las
casas comerciales Boehringer Mannheim y Pharmacia. Las reacciones se realizaron siguiendo
las condiciones recomendadas por los fabricantes. Las reacciones se llevan a cabo
habitualmente en un volumen de 20-40 pl con 1-5 U/ug ADN durante 1-4 h.

Para manipulaciones posteriores de los productos de digestién, la mezcla se fenoliza y
el ADN se precipita de la fase acuosa por adicién de acetato sédico hasta 0.3 My 2.5 vol de

etanol e incubacién a -80 °C durante 20 min., Tras centrifugar durante 15 min en



microcentrifuga, el sedimento se lava con etanol al 70%, se seca levemente y se resuspende en
TE.

En el caso de digestiones dobles, si no existia un tampén compatible para ambas
enzimas, se realiz6 primero una de las restricciones, se precipité y se realiz6 a continuacién
la segunda restriccién. Otra opcién consistié en realizar primero la digestion con la enzima
que requeria menor concentracién de sales y una vez concluida, se ajusté la concentracién

salina para el tratamiento con la segunda enzima.

3.4.2. Desfosforilacion

Este método se ha utilizado para la eliminacién de los grupos fosfatos de los extremos
5' de los pldsmidos utilizados como vectores de clonacién, con el objetivo de evitar su
religamiento.

Una vez digerido el vector con la enzima de restriccién apropiada, se inactivé la enzima
calentando 15 min a 70 °C. La mezcla de reaccién se lleva a un volumen mayor y se ajusta a pH
8.5 por adicién de 0.1 vol de tampén x 10 de fosfatasa alcalina. A continuaci6én, se aflade 1-2 U
de fosfatasa alcalina de intestino de ternera y se incuba a 37 °C durante 30-60 min. Tras la

reaccién, el pldsmido se purificé por gel de agarosa.

Tampén de fosfatasa alcalina 10 x: 0.5 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA; pH 8.5.

3.4.3. Generacion de extremos romos

3.4.3.1. Relleno de extremos 5' prominentes.

Los fragmentos previamente digeridos se tratan con el fragmento Klenow de la
ADN polimerasa de E.coli. La reaccién se llevé a cabo en un volumen de 20 pl que
contenian ADN (en TE), 2 ul de tampén de reaccién, 2 pl de una mezcla de los cuatro
deoxinucle6tidos a una concentracién de 0.5 mM cada uno y 1-2 U de enzima. La mezcla
se incubé 15 min a 30 °C. Posteriormente, se inactivé la enzima calentando 10 min a 70

°C y el ADN se purificé por gel de agarosa.

Tampén de reacciéon: 0.5 M Tris-HCI pH 7.5, 0.1 M MgClp, 1 mM EDTA.

3.4.3.2. Relleno de extremos 3' prominentes
Los fragmentos digeridos y purificados se tratan con la enzima T4 ADN
polimerasa. En un volumen final de 20 pl conteniendo ADN (en TE), 6 pl de una mezcla
de los cuatro deoxinucledtidos a una concentracién de 0.5 mM cada uno y 1 U de enzima. La

incubacién tuvo lugar a 30 °C durante 15 min.



Tampén de T4 ADN polimerasa: 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgClp, 7 mM 2-8-
mercaptoetanol, 0.1 mM EDTA; pH 7.5.

3.4.4. Ligacién

La ligacién de un fragmento de ADN al vector correspondiente se realiz6 mezcldndolos
.(en una relacién molar aproximada 2:1) en presencia de la ADN ligasa de T4 en el tampoén
suministrado por el fabricante (Boehringer Mannheim). Si los extremos a ligar eran cohesivos,
la incubacién se realizaba a 15 °C on; si eran romos se realizaba durante 1 hora ata y a 15 °C
on.

En el caso en el que el fragmento a ligar procediera de un gel de agarosa de bajo punto

de fusion, la ligacion se realizé directamente.

3.4.5. Obtencién de fragmentos delecionados de ADN

En este trabajo se han realizado deleciones de fragmentos del gen Tswl2 clonados en el
plasmido pSK con tres finalidades distintas: para la obtencién de fragmentos delecionados y
solapantes para la secuenciacién del clon genémico, de versiones delecionadas del promotor
Tswl2 para la deteccién de regiones en cis, y finalmente, para la realizacién de la
construccién transcripcional del promotor Tswl2 y el gen informador Gus.

Las deleciones se han realizado mediante el kit de Pharmacia. Bésicamente, el proceso
se basa en la capacidad de la exonucleasa I (Exolll) de E.coli de digerir 5' mononucleétidos
del extremo 3-OH de ADN de cadena doble. El plismido que contiene el fragmento de ADN a
delecionar se lineariza primero con una enzima que deje extremos 3' prominentes, (no
reconocidos por la Exolll). A continuacién se corta con una enzima que deje extremos 5'
prominentes, siendo la cadena 3'-OH el sustrato inicial de la Exolll. Es sumamente importante
que la digestién con la primera enzima sea total para proteger la integridad del pldsmido. La
velocidad de actuaciéon de la Exolll se puede modular modificando los pardmetros de
temperatura y concentraciéon de NaCl durante la incubacién (condiciones especificadas en el

kit).

3.4.6. Marcaje radiactivo de sondas de ADN

Se marcaron 50-100 ng de sonda utilizando los kits de Boehringer y Pharmacia
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este procedimiento se basa en el alineamiento de la
sonda desnaturalizada con cebadores aleatorios (random primer); é&stos actian como
iniciadores de la sintesis de la cadena complementaria llevada a cabo por el fragmento Klenow

en presencia de dATP, dTTP, dGTP y 30-50 nCi de 032.dCTP. Los nucleétidos libres, no

incorporados se separan en columnas de Sephadex G-50.

4. TRANSFORMACION DE ESCHERICHIA COLI
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4.1. Preparacion de E.coli competente
Se siguié el método descrito por Hanahan (1983).
1. Se inocula una colonia de la estirpe apropiada refrescada previamente en 5 ml de

medio ¥ y se crece a 37 °C con agitacién hasta alcanzar una DQOggq de 0.3.

2. Con este precultivo se inoculan 100 ml de medio ¥, precalentado a 37 °C y se incuba
con agitacién vigorosa (300 rpm) hasta alcanzar una DOggg de 0.5.

3. El cultivo se enfria en hielo y las células se recogen por centrifugacién (2500 rpm,
10 min, 4 °C).

4. El sedimento se resuspende en 30 ml de solucién TFB1 fria y se centrifuga en las
mismas condiciones.

5. Finalmente, las células se resuspenden en solucién TFB2 frfa, se distribuyen en

alicuotas de 100-200 pl y se congelan inmediatamente en N9 liquido y se almacenan a

-80 °C hasta su uso.

Solucién TFB1: 100 mM RbCl, 50 mM MnCl), 30 mM acetato potdsico, 10 mM CaClp, 15%

glicerol. Ajustar a pH 5.8 con acético 0.2 M. Esterilizar por filtracién y conservar a 4 °C.
Solucién TFB2: 10 mM MOPS pH 7, 10 mM RbCl, 75 mM CaClp,, 15% glicerol. Se esteriliza

por filtraciéon y se conserva a 4°C.
Medio ¥: 2% bactotriptona, 0.5% extracto de levadura, 0.4% MgSO4, 10 mM KCI. Se ajusta el

pH a 7.6 con KOH

4.2. Transformacién

Se sigui6 el protocolo de transformacién descrito por Sambrook et al.,, 1989.

1. Las células competentes se descongelan en hielo. El ADN se mezcla con suavidad, (<
100 ng) en un vol < 20 ul y se incuban en hielo durante 20 min.

2. Incubar a 42 °C durante 90 s. 6 a 37 °C 5 min y pasar a hielo inmediatamente.
Incubar en hielo 15 min.

3. Afadir 800 p! de medio LB e incubar 30-60 min a 37 °C con agitacién.

4. Finalmente, extender una alicuota en cajas Petri con el medio de seleccién

apropiado.

Para seleccionar por o-complementacién, se preparan las cajas de LB suplementadas
con X-gal e IPTG (Sambrook et al., 1989). Este método permite seleccionar los transformantes
positivos (blancos) con respecto a los que no han integrado el fragmento (azules), ya que el
sitio de clonacién miltiple de los plasmidos pSk y pUC se encuentra dentro de la zona

codificante de la enzima B-galactosidasa (lacZ).
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Stock X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-galactoside): 20 mg/ml en dimetilformamida.
Guardar a -20 °C resguardado de la luz. Aiiadir 800 pl/500 ml de medio.

Stock IPTG (isopropylthio-fD-galactoside): 120 mg/ml en agua. Guardar a -20 °C. Aifiadir
300 ul/500 ml de medio.

5. ANALISIS SOUTHERN

Mediante esta técnica (descrita por Southern, 1975) se pueden detectar fragmentos
especificos de ADN separados por electroforesis en gel de agarosa. Los fragmentos resueltos se
desnaturalizan in situ en el gel y se transfieren a una membrana de nylon o nitrocelulosa por
capilaridad y se fijan posteriormente. En este trabajo se han utilizado mayoritariamente
membranas de nylon. Posteriormente, el filtro se prehibrida y se hibrida con la sonda
especifica marcada radiactivamente. Este procedimiento se ha utilizado para el andlisis del
fago Tswl2-1, para la comprobacién de los subclonajes de determinados fragmentos en
pldsmidos y para la deteccién del nimero de copias de transgenes integradas en plantas de

tabaco.

5.1. Digestibn de ADN genémico y electroforesis

Se digieren 15 pg de ADN genémico de plantas con la ezima correspondiente (1 U/ug de
ADN total) durante tres horas. Se repite la carga de enzima 1 6 dos veces incubdndose durante
el mismo perfodo de tiempo.

A continuacién, los fragmentos originados se separan por electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% + BrEt, durante toda la noche a bajo voltaje (1V/cm). Conviene, una vez
cargadas las muestras aplicar 100 V para evitar que el ADN de alto peso molecular se quede
retenido en los pocillos.

Una vez finalizada la electroforesis, el ADN del gel se visualiza con luz UV y se marca
la posicién de los marcadores de peso molecular pinchando el gel con una aguja impregnada en
tinta china.

El gel, a continuacién, se bafia en las siguientes soluciones:

HC! 25 mM (hidroliza fragmentos de alto peso molecular)
Southern 1 (solucién desnaturalizante)

Southern II (solucién neutralizante)

SSC x 20 (tampén de transferencia)

Todos los tratamientos se llevan a cabo a temperatura ambiente y durante 15 min.

Southernl Southern 11 SSC x 20
0.5 M NaOH 1 M Tris-HCI pH 7.5 3 M NaCl
1.5 M Na(Cl 1.5 M NaCl 0.3 M NajsCitrato-2H20
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ajustar a pH 7 con HCl 1M

§.2. Transferencia del ADN a membrana

Para la transferencia del ADN a membrana, el gel se coloca sobre un puente de papel de
filtro Whatman 3MM, cuyos extremos estdn en contacto con el tampén de transferencia, SSC x
20. Sobre el gel se coloca una membrana de nylon, tres papeles Whatman 3MM (todo del tamafio
del gel) y sobre éstos una pila de papel absorbente. Sobre el conjunto, se coloca un vidrio y
sobre éste un peso. La transferencia capilar se lleva a cabo durante la noche (o al menos 6-8
horas). Tras la transferencia, el filtro se seca a ta durante 30 min.

El ADN se fijé6 al filtro covalentemente por iluminacién con luz ultravioleta en un

cross-linker UVP CL-1000, segiin las indicaciones del fabricante.

5.3. Hibridacion ADN/ADN

Los sitios de uni6n inespecifica presentes en la membrana se bloquean en primer lugar,
incubando la membrana en solucién de hibridacién, durante al menos 30 min a 42 °C. A
continuacién, se afiade el fragmento de ADN marcado radiactivamente previamente
desnaturalizado y se incuba a la misma temperatura durante 12-18 horas en un horno de
hibridacién Hybaid™ micro-4. Tras la hibridacién, se retira la sonda y se lava la membrana
con las soluciones de lavado a 65 °C. La membrana hibridada se expuso a peliculas Agfa Curix
con pantallas intensificadoras a -80°C.

Las hibridaciones llevadas a cabo en este trabajo se han realizado a alta estringencia.

Nota: Para la desnaturalizacién de la sonda, ésta se hierve durante 10 min y se incuba

inmediatamente en hielo durante 5 min.

Solucién de hibridacién: SSPE x 5, 0.2% Ficol 400, 0.2% polivinilpirrolidona 350,
0.1% SDS, 50% formamida.

Solucion de lavado 1: 2 x SSPE, 1% SDS

Solucion de lavado 2: 0.2 x SSPE, 1% SDS

SSPE x 20; 175 g NaCl, 27.6 g NaH»PO4'H20, 7.4 g EDTA; pH7.4 (para 1L).

6. ANALISIS NORTHERN

6.1. Obtencién de ARN total de plantas

El ARN total se obtuvo segin el protocolo descrito por Wadsworth et al., (1988), con
algunas modificaciones aportadas por nuestro laboratorio. Este protocolo ha sido itil para la
obtencién de ARN tanto a pequefia como a gran escala. Las condiciones que se detallan en el

protocolo descrito estdn optimizadas para minipreparaciones de ARN.
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1. Recoger las muestras vegetales de la cdmara de cultivo, envolverlas en una capa
doble de papel de aluminio y congelarlas inmediatamente en N, liquido. Las muestras
se guardan a -80 °C hasta su uso.

2. Triturar la muestra. Ayuda mucho martillear previamente la muestra, sobre todo si
se trata de muestras de tallo. Si se va a obtener ARN de grandes cantidades de tejido,
resulta mds prdctico pasar la muestra por un molinillo. La muestra se acaba de triturar
en mortero, hasta obtener un polvo fino. Es importante que la muestra no se descongele,
por tanto, hay que afiadir N, liquido de vez en cuando. Partir de 3/4 eppendorf de
material por muestra.

3. Homogeneizar con 1 vol de tampdn de extracciéon en un homogeinizador.

4. Pasar a tubo eppendorf de 2 ml y centrifugar a 4 °C, 14000 rpm, 10 min.

5. Pasar 1 ml del sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf de 2 ml y afiadir 1 vol de
fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1). Mezclar vigorosamente.

6. Centrifugar a 14000 rpm, 4 °C, 10 min. Recoger el sobrenadante.

7. Repetir la fenolizacién dos veces mas.

8. Aifiadir 1 vol de cloroformo, mezclar vigorosamente y centrifugar en las condiciones
descritas.

9. Recoger el sobrenadante cuidadosamente y pasarlo a un nuevo tubo. Afiadir 1 vol de
LiCl 6M.

10. Dejar precipitando a 4 °C, al menos 1 h.

11. Centrifugar a 14000 rpm, 4 °C durante 20 min.

12. Resuspender el precipitado en 1 vol de LiCl 3M vy centrifugar igual que en la
etapa 11.

13. Resuspender el precipitado en 400 pl de AcNa 0.3 M pH 5.8, calentando a 55 °C ,
10 min.

14. Precipitar directamente afiadiendo 1 vol de etanol absoluto frio. Incubar a -80°C,
15 min.

15. Centrifugar 15 min a 14000 rpm, 4 °C en microcentrifuga.

16. Desechar el sobrenadante y dar un pulso en la microcentrifuga para eliminar los
restos de etanol. Secar ligeramente.

17. Resuspender en 40 pl de agua milliQ autoclavada.

18. Cuantificar la concentracion de ARN en el espectrofotémetro, asumiendo que 1
DO,¢p =40 ng/ml ARN. Visualizar una alicuota (2 ul) en gel de agarosa al 1 % teiiido
con bromuro de etidio.

18. Guardar el ARN a -80°C.

Tamp6n de extraccion
25 mM NaCitrato, pH 7.0
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4 M isotiocianato de guanidinio

1.5% (p/v) Na-lauril-sarcosina

100 mM B-mercaptoetanol (7 pl/ml de solucién comercial 14M antes de usar)
Esterilizar por filtracién y guardar a 4 °C.

Nota: Todas las soluciones (excepto el tampén de extraccibn) se trataron con dietil
pirocarbonato (DEPC) al 0.1%, y posteriormente se autoclavaron. Es necesario el uso de guantes

y material estéril durante todo el proceso.

6.2. Electroforesis desnaturalizante de ARN y transferencia a filtro
El ARN total de plantas se analizé en geles de agarosa en presencia de formaldehido.
1. Las muestras de ARN se preparan de la siguiente forma:

4.5 ul ARN

2 pl de tampén Northern x 10

3.5 ul de formaldehido

10 pl de formamida
2. Calentar a 65 °C, 15 min.
3. Afiadir 3 ul de tampén de carga.

on Northern x Tampon de carga x 10
MOPS 4186 g glicerol 50%
AcNa 68 g EDTA (pH 8) 1 mM
EDTAO5S M 2ml azul de bromofenol 0.25%

Ajustar a pH 7 con NaOH

Los geles de agarosa (1.2%) se prepararon segiin la siguiente receta (para 100 ml);
Agarosa 12 g

Agua 70.2 ml

Fundir en microondas y enfriar hasta 65 °C; afadir a continuacién,
Northern x 10 10 ml
Formaldehido 19.8 ml

Se deja gelificar en la campana de extraccién y se lleva a cabo la electroforesis a 90 V.

Tras la electroforesis, se lava el gel en agua destilada (10 min) para eliminar parte del
formaldehido. El gel se transfiere por capilaridad a un filtro de nylon usando como tampén de
transferencia SSC x20. Tras la transferencia, (al menos 8 horas) el filtro se marca, se seca y a

continuacién se fija con luz ultravioleta. Se utilizé6 un cross-linker UVP CL-100, segin las

instrucciones del fabricante.

El ARN transferido a la membrana de nylon y fijado puede ser visualizado por tincién

reversible, Esto permite verificar la calidad de la transferencia y comparar la cantidad de
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ARN existente en cada carril. La membrana se incuba en una solucién de azul de metileno al
0.02% en acetato sédico 0.3 M (pH 5.5) hasta que las bandas de ARN ribosémico se hacen
visibles (menos de 3 minutos). El exceso de tincién se lava con agua destilada hasta que las
bandas se dibujan nitidamente sobre un fondo claro. La tincién se retira lavando la membrana
con SSPE x 0.2, 1% SDS durante 15 min a temperatura ambiente.

La hibridacién de la membrana se realiza en las mismas condiciones descritas en el

apartado 5.3.
7. AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN POR PCR

7.1. PCR a partir de bacterias
Este método es muy util y rdpido, pues permite analizar gran cantidad de colonias sin
necesidad de tener que crecer las bacterias en medio liquido, ni purificar el pldsmido ni
digerirlo. Para la deteccién de la presencia de un inserto subclonado, se utilizaban los
oligonucleétidos M13 que flanquean el sitio de clonacién muiltiple del pldsmido pSK. Para la
deteccién del tamafio de los fragmentos del promotor delecionados de la construccién
transcripcional, se utiliz6 el oligonucleétido M13 (inverso) y el oligonucleétide que
comprende las secuencias XXXOOXXXXXX A continuacién se detalla el protocolo bdsico para la
deteccién de fragmentos subclonados en pSK.
1. En un tubo eppendorf de 500 pl, mezclar:
1 ul (0.1 pM) de oligo M13 directo (Promega)
1 ul (0.1 pM) de oligo M13 inverso (Promega)
1 pl de tampén PCR x10
5 pl de agua destilada
Inocular con un palillo estéril una minima cantidad de biomasa de la colonia a analizar.
Realizar una réplica en una caja de LB + antibiftico y numerar las colonias igual que
los tubos.
2. Calentar a 95 °C durante 15 min.
3. Afiadir a los tubos:
1 ul dNTPs 2 mM
1 pl Taq polimerasa (1 U/ul, Pharmacia)
45 pl aceite ;ineral (Sigma)
4. Utilizar las siguientes condiciones de amplificacién;
95 °C, 30 s (desnaturalizacién)
57 °C, 1 min (apareamiento)
72 °C, 1 min (polimerizacién)

Repetir 25 ciclos
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72 °C, 5 min
Mantener a 4 °C hasta su andlisis.
5. Afadir 15 ul de TAE x1 con tampén de carga, dar un pulso en microcentrifuga,

recoger la fase acuosa y cargarla en un gel de agarosa al porcentaje adecuado.

Tampén PCR x10: 500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8.3, 15 mM MgCla, 0.1% gelatina.

8. HIBRIDACION DE COLONIAS

El método de Grunstein & Hogness (Sambrook et al.,, 1989) se ha revelado especialmente
util en el andlisis de los transformantes de suclonajes "recalcitrantes”. Permite analizar
multiples colonias por hibridacién con la sonda correspondiente in situ.

1. Colocar los filtros de nitrocelulosa sobre cajas con LB. Marcar los filtros (pinchando

con una aguja y rotulando en ese punto la caja). Numerar filtros y cajas.

2. Inocular ordenadamente las colonias sobre el filtro y hacer una réplica equivalente

sobre una caja sin filtro. Incubar boca abajo a 37 °C on.

3. Los filtros se incuban (con las colonias hacia arriba) sobre papel 3MM empapados

con las siguientes soluciones:

SDS 10% 10 min
Southern I S min
Southern II 5 min
SSC x2 S min

3. Secar el filtro a ta.

4. Fijar el filtro a 80 °C, con vacio 1 h 6 con UV (segin el tipo de membrana).

El marcaje de la sonda, hibridacién y lavados se llevé a cabo segin se ha descrito en los

apartados 3.4.6., y 5.3.

9. HIBRIDACION IN SITU

9.1. Marcaje de ARN

Las hibridaciones in situ se realizan con sondas de ARN o ribosondas, las cuales se
generan por transcripcion in vitro a partir de ragmentos de ADN clonados en vectores
adecuados. Los transcritos pueden marcarse con digoxigenina-dUTP o radiactivamente (con §33

o con P33), segin Langdale (1993). En este caso se ha utilizado el método no radiactivo.
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9.1.1. Preparaciéon de los fragmentos a marcar

Las sondas especificas a marcar deben estar clonadas en vectores que contengan los
promotores T7 y T3 de la ARN polimerasa. La sonda tswl2 estaba clonada en el sitio EcoRI del
plismido pSK+, que contiene ambos promotores a ambos lados del sitio de clonacién multiple.
El plismido se lineariz6 con las enzimas adecuadas para la sintesis de los transcritos sentido
y antisentido, utilizindose los primeros como control, mientras que los segundos se utilizaron
como las sondas informativas en la hibridacién in situ. Tras la digestién del pldsmido, se
realizaron dos extracciones con fenol/cloroformo/isoamilico (25:24:1). A continuacién, se
precipité el ADN afiadiendo NaCl hasta una concentracién de 0.2 M y 2.5 vol de etanol. Tras la
centrifugacién, el ADN se lav6é con etanol al 70% y se resuspendié en H,O libre de RNasas a
una concentracién aproximada de 1 pg/ul Es importante comprobar la total linearizacién del

pldsmido para evitar transcripciones andmalas.

9.1.2. Marcaje con digoxigenina
Se utiliz6 UTP marcado con digoxigenina (3.5 mmol/L). Se procedié seglin las

recomendaciones de la casa comercial (RNA colour kit for in situ hybridization, Amersham).

1. Realizar la siguiente mezcla de reaccién:
1 ug de ADN linearizado
2 ul de DIG NTP labelling mixture x10
2 pl de transcription buffer x10
2 ul de T3 6 T7 polimerasa
1 pl de inhibidor de RNasa (Rnasin, Promega)
llevar hasta 20 pl con agua libre de RNasas
2. Incubar 2 h a 37 °C.
3. Afadir:
2 pl de inhibidor de RNasas
5 pul de tampén DNasa x10
23 ul de H,0
4. Incubar 15 min a 37 °C.
S. Aifadir
25 pl de NH40Ac 7.5 M
1 pl de tRNA a 50 mg/ml
188 pl de etanol absoluto
6. Precipitar durante 10 min en hielo y centrifugar 10 min en microcentrifuga.

7. Resuspender en 50 pl de 0.1 M NaHCOQO; (pH 10.2), 10 mM de DTT.

8. Incubar a 60 °C para hidrolizar el ARN. Es conveniente obtener un tamafio de
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fragmentos en torno a unas 150 pares de bases.

9. Aiiadir 1/10 del volumen de &4cido acético al 5% (v/v).

10. Precipitar afiadiendo 1/10 del volumen de acetato de sodio 3M (pH 4.5) y 2.5
volimenes de etanol absoluto.

11. Resuspender en 200 wl de 50% de formamida desionizada, 10 mM de DTT. Guardar
hasta su uso a -70 °C.

Para controlar la sintesis, cargar 1 pl de la reaccién en un gel de agarosa al 2%, libre

de ARNasas.

9.2. Preparacion de secciones de tejidos.

9.2.1. Preparacién de porta-objetos tratados con poli-D-lisina

Este tratamiento es necesario para asegurar la fijacién de las secciones de parafina
durante los tratamientos. Es conveniente utilizar porta-objetos nuevos, de lo contrario, deben
sumergirse una noche en una solucién de lavado con 4cido crémico, lavar en agua abundante

durante 2 h, aclarar cada porta individualmente y secarlos durante una noche al horno a 80 °C.

1. Preparar la solucién de poly-D-lisina: 50 pg/ml de poly-D-lysine hydrobromide en
10 mM de Tris-HC] (pH 8.0). Esta solucién puede reutilizarse hasta 10-15 veces.

2. Colocar los portas en rejillas metdlicas y sumergirlos en la solucién de poly-D-
lisina durante 30 min a temperatura ambiente.

3. Secarlos envueltos en papel, en lugar libre de polvo. Una vez secos, los portas

pueden guardarse durante varios meses, envueltos en papel.

9.2.2. Fijacion de tejidos vegetales e inclusion en parafina

Las plantulas de tomate se tifieron previamente con Fast Green, para lo cudl se afiaden
10 ul de solucién al 5% de Fast Green preparada en etanol 90% en cualquiera de los pasos de
fijacién con etanol.

1. Cortar con bisturi secciones de 2-3 mm de tejido de plantas frescas.

2. Fijar en 3:1 etanol/acético durante 30 min a temperatura ambiente, en un vial

de varios ml de vol.

3. Eliminar el fijador y afiadir 2 ml de etanol al 70 %. En este paso, las secciones

pueden guardarse indefinidamente a 4 °C.

4. Transferir las secciones en las siguientes soluciones de -etanol/tert-butil-alcohol,

descartando la solucién y afiadiendo la siguiente en el mismo vial. (El TBA es téxico

por contacto e inhalacién y debe ser manipulade con precaucién).

30 min en 80% EtOH
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30 min en 90% EtOH

2x30 min en 100% EtOH

30 min en 25% TBA

2x30 min en 100% TBA
5. Transferir las secciones a un recipiente (caja Petri) con parafina (Paraplast plus) e
incubarlas a 60 °C on. Repetir el proceso.
6. Transferir las secciones al recipiente definitivo. Incubar durante 2 h a 60 °C.
7. Solidificar el molde. Conviene distribuir previamente las secciones de forma
adecuada utilizando una espdtula calentada y atemperada a 60 °C en un recipiente de
parafina fundida. Posteriormente se sumerge el molde en agua fria y se deja secar al

aire. Las secciones de tejidos solidificadas pueden conservarse indefinidamente a 4 °C.

9.3. Seccionamiento de los tejidos

Se retira el molde de pldstico y se recorta el bloque de parafina alrededor de los tejidos
de forma que la cara a seccionar sea plana. Conviene utilizar para ello un bisturi caliente.
También se puede recortar el tejido en un pequefio cubo que puede fijarse sobre un soporte u
otro cubo mayor de parafina fundiendo para ello la parafina con un bisturi precalentado.
Antes de proceder al corte, es absolutamente necesario que la parafina se haya solidificado. Se
pueden dejar los bloques unos min a 4 °C.

1. Montar el bloque en el microtomo. Es importante asegurarse de que el bloque y la

cuchilla estan firmemente sujetos.

2. Cortar secciones de 7-8 um. Recoger las secciones sobre un soporte limpio con ayuda

de un palillo humedecido.

3. Colocar los porta-objetos tratados con poli-D-lisina sobre una placa calefactora a 42

°C. Cubrirlos con un poco de agua desgasificada.

4. Colocar sobre el agua tiras de 4-5 secciones con la cara mate hacia arriba Dejar

expandirse las secciones de parafina durante unos 10 min.

5. Eliminar el agua con ayuda de papel de celulosa y dejar secar las seciones sobre los

portas, un minimo de 8 h a 42 °C.

Las secciones fijadas sobre los porta-objetos deben guardarse en desecador a 4 °Cy
pueden mantenerse asi durante varias semanas, pero con el tiempo, tienden a desprenderse de

los portas en las sucesivas manipulaciones.

9.4. Pretratamiento de las secciones
Los tratamientos previos tienen como objeto preparar los tejidos para hacer los ARNm
accesibles a la ribosonda. Los portas con las secciones se colocan en gradillas (con capacidad

para 25-30 portas). En cada uno de los pasos, se sumergen dos gradillas en cajas de pléstico
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con 750-800 ml de cada solucién. Todos los pasos se realizan a temperatura ambiente, excepto
la desproteinizacién con proteinasa K, que se realiza a 37 °C.

1. Eliminar la parafina incubando 2 x 10 min en xilol.

2. Rehidratar sucesivamente en series de etanol; 2 x 100%, 90%, 70%, 50%, 30%, 2x

H20, 2 minutos cada una de ellas.

3. Incubar en 0.2 M HCI durante 20 min para desnaturalizar el ARN.
4. Lavar 5 minutos en HpO y posteriormente incubar 10 min en 2 x SSC (0.3 M NaCl,

0.03 M citrato sédico pH 7.6) para neutralizar.

5. Lavar 5 min en H;0.

6. Incubar en proteinasa K (lpg/pl en 100 mM Tris HCl pH 8.0, 50 mM EDTA). El
tiempo de digestién con proteinasa K debe ser optimizado para cada tipo de muestra
para obtener una buena hibridacién sin perder la morfologfa de los tejidos.

7. Lavar brevemente en PBS (10 mM Fosfato sédico pH 7.5, 150 mM NaCl), y bloquear la
proteasa incubando en una solucién de glicina 2 mg/ml en PBS durante 2 min.

8. Lavar en PBS 2 x 30 s.

9. Fijar incubando en 4% (p/v) paraformaldehido en PBS durante 20 min en una
campana de gases (30 g de paraformaldehido/750 ml PBS; disolver calentando).

10. Lavar 2 x 30 s en PBS.

11. Incubar 10 min en una solucién de trietanolamina (13 ml de trietanolamina y 4
ml de HCI concentrado en un litro de H,O; afiadir 1 ml de 4cido acético glaciar antes de
introducir las gradillas).

12, Lavar 2 x 30 s en PBS y deshidratar en series de etanol.

13. Dejar secar al aire en un lugar preservado del polvo.

9.5. Hibridacién

Las condiciones de hibridacién con sondas marcadas con digoxigenina son idénticas a
las utilizadas con sondas marcadas con 338, sélo que en este dltimo caso, todas las soluciones
van suplementadas con 10 mM de DTT.

1. Calentar la sonda a 80 °C durante 30 s.

2. Dar un pulso en la microcentrifuga y diluir 1:4 con SPB.

3. Aplicar la sonda a las secciones (30-50 pl a cada porta-objetos). Cubrir con cubre-

objetos tratados con Sigmacote.

4. Incubar toda la noche a 50 °C, en una cémara himeda (dentro de cajas cerradas,

sobre una base de papel de celulosa mojada).
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5. Retirar los cubre-objetos, sumergiendo los portas en una solucién de tampén de
lavado a 50 °C, agitando suavemente para que no se despeguen las secciones. Colocar las
secciones en una rejilla para portas, sumergida en tampén de lavado a 50 °C.

6. Transferir la rejilla con los portas a tampdén de lavado fresco e incubar 4-5 h a

50 °C.

7. Incubar a 37 °C durante 30 min en una solucién de ARNasa A 20 pg/ul en NTE

(1.5 ml de una solucién de ARNasa A a 10 mg/ml, en 750 ml de NTE). La ARNasa digiere
solo ARN de cadena simple, respetando los hibridos ARN-ARN, por tanto en este paso
se logra disminuir la sefial de fondo.

8. Lavar cinco veces en NTE, a 37 °C, durante 1 h en total.

9. Transferir los portas a solucién de lavado fresco e incubar 1 h a 50 °C.

10. Transferir a PBS y guardar a 4 °C toda la noche.

Soluciones:

10 x sales SPB (800 ul)

NaCl 3iM 10 x sales 100 pl

Tris HC1 (pH 6.8) 10 mM formamida desionizada 400 pul

Fosfato de sodio (pH 6.8) 100 mM 50 % sulfato de dextrano 200 pl

EDTA 50 mM 50 mg/ml tRNA 20 pl
10 mg/ml de 4cido poliadenilico 50 pul
H720 30 pl

Selucién de lavado NTE RBS

1 x sales 50 mM NaCl 10 mM fosfato de sodio (pH 7.5)

50% formamida 10 mM Tris-HC1 (pH 8.0) 150 mM Nac(l

1 mM EDTA

9.6. Deteccion de los hibridos y analisis de los resultados

Los hibridos marcados con digoxigenina se detectan mediante inmunorreacciébn con
anticuerpo anti-DIG conjugado a fosfatasa alcalina (Langdale, 1993). Todos los pasos se
realizan a temperatura ambiente, segin las recomendaciones de las casas comerciales
(Boehringer, Amersham).

1. Incubar los portas de 30-60 min en una solucién con 1% de agente de bloqueo en

PBS x 1 con 0.3 % de Tritén X-100.

2. Transferirlos a BSA/trit6n/PBS (0.5% BSA, 0.3% tritén X-100, en PBS), e incubar de

30-60 min.

3. Eliminar el exceso de liquido y secar la parte inferior de los portas. Afiadir 100 pl

de una dilucién 1/2000 del anticuerpo anti-DIG en BSA/Tritén/PBS sobre cada porta y

cubrirlos con cubre-objetos tratados con Sigmacote. Incubarlos en una cdmara himeda

de 1-5 h.
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4. Lavar 3 x 10 min en una solucién BSA/Trit6n/PBS.

5. Incubar 5 min en tampén AP (100 mM Tris-HC! pH 9.5, 100 mM NaCl, 50 mM
MgCly).

6. Escurrir los portas y afadir 100 pl de la solucién substrato a cada uno de ellos.
Cubrir con un cubre-objetos e incubar en una cdmara himeda y en oscuridad toda la
noche (o hasta detectar el color; a veces es necesario incubar mds tiempo, hasta un
méiximo de tres dias).

7. Cuando la sefial es claramente visible, deshidratar con soluciones gradualmente mds
concentradas de etanol hasta llegar a etanol 90%.

8. Contrastar con 0.5% de colorante Fast Green FCF, preparado en etanol al 90%,
durante 30 s.

9. Lavar en etanol 100%.

10. Sumergir en xilol 2 x 5 min.

11. Montar en Permount o Histovitrex, sin dejar que los portas se sequen.

Solucién substrato: se prepara fresca disolviendo 0.34 mg/ml de NTB y 0.175 mg/ml de
BCIP en tampén AP.

Los resultados de la hibridacién con sondas marcadas con DIG-UTP se deben observar
usando un microscopio de campo claro. Para la realizacién de las fotografias, es recomendable

utilizar peliculas Ektachrome 160.

10. CONSTRUCCION DE UNA GENOTECA DE L. esculentum

El ADN genémico de hojas de tomate se extrajo seglin el protocolo descrito en el
apartado 2.4. Para la construccién de la genoteca, se eligié como vector el bacteriéfago lambda
EMBL3. Los vectores derivados de lambda son genomios lineales de bacteriéfagos modificados
por ingenieria genética que permiten la sustitucién de genes internos no esenciales por
fragmentos de 15-20 Kb de ADN fordneo, en este caso ADN de tomate. El ADN total de alto peso

molecular obtenido se fraccioné hasta una tamafio adecuado (17-20 Kb) para la insercién en el
vector AEMBL 3.

10.1. Digestion parcial del ADN gen6mico
Se lievaron a cabo pruebas preliminares para la optimizacién de las condiciones de la

digestion parcial del ADN total. Cantidades fijas de ADN total (5 pg) se digeria con diluciones
crecientes de enzima Sau3A, desde 4 U hasta 0.0315 U. Las digestiones se incubaron durante 1

h a 37 °C. Los fragmentos producidos se separaron por tamaiio en un gel de agarosa al 0.5%
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durante la noche a 20 V. Las alicuotas digeridas con 0.0625 y 0.0315 U contenfan
mayoritariamente fragmentos del tamafio requerido.
Por tanto, para la digestién preparativa se escalaron estas condiciones:
500 pg de ADN
4.7 U de Sau3A
540 pl de tampén x 10 Sau3A
llevar hasta 5.4 ml con agua
La mezcla se incubé en un tubo Corex a 37 °C durante 1 h, se paré la reaccién con EDTA
(20 mM) y se precipité con 2 vol de etanol absoluto y 0.1 vol de AcNa 3M. Tras incubar a -80
°C durante 30 min, se centrifugé a 15000 rpm, 5 min y se lavé con etanol al 70% y se secé el
ADN levemente. A continuacién el ADN se resuspendié en 500 pl tampén de centrifugacién sin

adicionarle sacarosa.

10.2. Gradiente se sacarosa

Los fragmentos de ADN generados se separaron por centrifugacién en gradiente de
sacarosa al 10-40%, que se realiz6 mediante una bomba peristdltica. Una vez formado el
gradiente, el ADN se deposité con cuidado sobre la superficie y el tubo se centrifugé a 26000
rpm durante 24 h, a 25 °C en rotor basculante (TST3828, Kontron). La centrifuga se paré sin
freno.

Se recogieron fracciones de 500 pul con ayuda de una bomba peristdltica. Para ello, la
aguja se introducia con cuidado hasta el fondo del tubo y se aspiraba el contenido accionando
el modo reverso y al 75 % de su velocidad mdxima. Se obtuvieron un total de 56 fracciones. 10
ul de una de cada tres alicuotas consecutivas se analizaron en gel de agarosa al 0.5%. Como
marcador de peso molecular, se utilizd ADN del bacteriéfago lambda cortado con HindIII
diluido 1:1 en una solucién de sacarosa al 12.5%. Se escogieron desde las fracciones 10 hasta
22 (ambas inclusive), se mezclaron y se dializaron frente a 3 1 TE durante toda la noche, a 4 °C
con agitacién suave. A las 12 h se rcemplazé el tampén TE. Tras la didlisis, el volumen se
redujo con 1-butanol hasta 500 ul, volumen adecuado para precipitar el ADN en tubos
eppendorf con 2 vol de etanol y 0.3 M AcNa. El ADN se dejé precipitando toda la noche a ta, y a
continuacién, se centrifugé a 8000 rpm durante 15 min. Se resuspendié en 200 ul de TE. El
ADN se visualiz6 en el gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio y se estimé la
concentracién espectrofotométricamente y por comparacién con moléculas cuantificadas de

ADN en el mismo gel, obteniendose una concentracién de 0.57 pg/ul.
10.3. Ligacion

En un tubo eppendorf, en hiclo, se realizé6 la siguiente mezcla;

2 ul (1 pg) de brazos EMBL3 cortados con BamHI (Promega)
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1 ul (0.57 pg) de ADN genémico (17-20 Kb) de extremos Sau3A
0.5 pl tampén ligasa x 10

0.5 ul BSA

1 ul ligasa T4 (1 U)

La mezcla de ligacién se mantuvo durante 45 min a ta y se incubé a 15 °C toda la noche.

10.4. Empaquetamiento in vitro

Para empaquetar el producto de la ligacién anterior, se utilizaron extractos de
empaquetamiento comerciales Giga Pack Plus y se siguieron las instrucciones recomendadas
por el fabricante (Stratagene). Se utilizaron los 5 pl de la ligacién. Tras realizar la mezcla con
los dos ez&tractos, se incub6é durante 2 horas a ta, tras las cuales, se afiadié 500 ul de SM, 20

ul de cloroformo y se guard6 a 4 °C.

10.5. Titulacién de la genoteca

La genoteca se titulé en la estirpe hospedadora E. coli KW251. Se inoculé una colonia
refrescada el dfa anterior en LB suplementado con maltosa 0.2%. Cuando el cultivo alcanzé una
DOggo=1, se centrifugd, y se diluyeron las bacterias en SO4Mg 10 mM hasta una D.Oggo=0.5. Se
mezclaron 300 pl de bacterias con diluciones crecientes de la genoteca, se incubaron durante
15 min a ta y se plaquearon con agar de cobertera sobre cajas de LB suplementado con SO4Mg
10 mM, pH 7.2. Las cajas se incubaron toda la noche a 37 °C.

El titulo de la genoteca fue de aproximadamente 1600 u.f.c. (unidades formadoras de

calvas 6 fagos viables)/ul.

10.6. Escrutinio de la genoteca
Este procedimiento consisti6 en la identificacibn fago que contenfa el gen

correspondiente al clon de c¢cDNA tswl2 previamente caracterizado.

1. Sembrar 15000 fagos recombinantes por caja (135 mm) e incubar a 37 °C.
2. Transferir a filtros de nitrocelulosa (Schleicher&Schuell) por duplicado. Colocar el
filtro sobre el césped bacteriano durante 3 min. Repetir el proceso con el segundo
filtro, ampliando el tiempo de incubacién a 5 min. Numerar las cajas y los filtros y
marcar los filiros perfordndolas con una aguja. Rotular la caja por debajo, y marcar
los orificios.
3. Tratar los filtros colocandolos sobre papeles Whatmann 3 MM empapados en las
siguientes soluciones:

Southern 1 10 min

Southern II 10 min
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SSPE x2 10 min
Secar al aire 30 min a ta.
4. Fijar 2 h a 80 °C con vacio.
5. La prehibridacién, hibridacién y lavado se lleva a cabo como se describe en el
apartado 5.3 con la tnica salvedad de que la prehibridacién se realiza en un vol
grande, para eliminar restos celulares. La sonda tswl2 se marcé radiactivamente (ver
apartado 3.4.6.).
6. Tras la exposicién y revelado, se aislan como posibles positivos aquellos que

presentan seflal en ambos filtros.

11. SECUENCIACION

El ADN se ha secuenciado siguiendo el método de Sanger (Sanger et al, 1977). La
sintesis se iniciaba a partir de un oligonucleétido complementario a una secuencia del M13 en
presencia de la ADN polimerasa y de los cuatro nucleétidos, uno de los cuales estaba marcado
radiactivamente. Esta reaccién se lleva a cabo en cuatro alicuotas por separado, cada una de las
cuales contienen una proporcién de uno de los cuatro dideoxinucledtidos, que bloquean la
sintesis. El andlisis en paralelo de las cuatro reacciones en un gel de poliacrilamida determina
una serie de interrupciones representadas por bandas en la autorradiografia, que indican la
presencia del dideoxinucledtido. En este trabajo, se ha utilizado el kit Sequenase® Version 2.0
de USB y se ha procedido segiin las indicaciones recomendadas por el fabricante, excepto en la
desnaturalizacién de la muestra, que se detallard a continuacién. El ADN a secuenciar, se
encontraba subclonado en el vector pSK, utilizdndose como iniciadores los oligonucleétidos T3
6 T7 6 bien M13 6 MI13 reverso, segin la cadena a leer. Los oligonucledtidos se marcaron con
(a-35S)dATP (Amersham). Se ha secuenciado ADN de doble cadena.

11.1. Desnaturalizacién de la muestra
1. En un tubo eppendorf, mezclar:
8 ul de ADN (que contenga 1.5-3 pg)
2 ul de NaOH 2 M
2. Agitar suavemente, dar un pulso en microcentrifuga e incubar 10 min a ta.
3. Afadir 3 pl de AcNa 3 M (pH 4.8) vy 7 ul de agua destilada.
4. Afiadir 60 pl de etanol absoluto, mezclar e incubar a -80 °C durante 15 min.
5. Centrifugar 10 min a velocidad mdxima, y lavar el sedimento en etanol al 70%.
Volver a centrifugar. Eliminar los restos de etanol de las paredes mediante un pulso en
la microcentrifuga y secar muy brevemente.

6. Resuspender en 7 ul de agua destilada (milliQ).
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Proceder para la realizacién de las reacciones de secuenciacién segin el protocolo

detallado en el kit Sequenase® Version 2.0 .

11.2. Geles de secuencia
Los productos de las reacciones se resolvieron en geles de poliacrilamida de secuencia
(Urea 1 M, 1 x TBE) de 0.2 y 0.5 mm de grosor. Los pocillos se formaron con peines de dientes

de tiburén del mismo grosor (Pharmacia). Los geles se prepararon siguiendo la siguiente

receta:

Gel al; 4% 6%
Urea 20g 20 g
TBE x 5 8 ml 8 ml
Acrilamida/bisacrilamida (38%/2%) 4 ml 6 ml
H,0 12ml 10 ml
persulfato aménico 10% 0.2 ml 0.2 ml

Disolver a 45 °Cy completar hasta 40 ml con agua. Filtrar con filtro Millipore (0.45
pum) y desgasificar. A continuacién, afiadir 20 pl de TEMED (LKB) inmediatamente antes de
llenar las placas y dejar polimerizar 30-40 min. Las placas de vidrio, una vez limpias, se
trataban con etanol y acetona y la placa con "orejas" se silanizaba. A continuacién, se
montaban las placas con los separadores y tras el llenado con la mezcla del gel se colocaba el
peine. Tras la corrida del gel, utilizando como tampén de cubeta TBE x 1, el gel se adsorbia a
una hoja de papel Whatman 3 MM vy se fijaba en una mezcla de acético/metanol/agua (10:10:80),
(este paso es obviable). Posteriormente, el gel se secaba en un secador de vacio (Bio-Rad)

durante 1 h a 80 °C y se exponia a peliculas Agfa-Curix durante 12-24 h a ta.

IBE X §
Tris base 54 g/L
Acido bérico 27.5 g/L

EDTA 05 M, pH 8.0 20 ml/L

Para controlar la migracién de los fragmentos generados en la reaccién de
secuenciacién, se adicionan colorantes que migran a la vez que fragmentos de un tamaiio

determinado. El tamafio aproximado de estos fragmentos se indica en la tabla siguiente (en

nucleétidos);

% acrilamida azul de bromofenol xilencianol
4 45 170
6 26 106

12. EXTENSION DE CEBADOR (PRIMER EXTENSION)
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Se ha seguido bdsicamente el método descrito por Ausubel et al.,, (1989) con algunas
modificaciones. El objetivo de esta técnica consiste en la localizacién del inicio de
transcripcién o la determinaci6n del primer nucle6tido del mensajero que se transcribe en
determinadas circunstancias.

12.1. Marcaje del oligonucledtido

1. En un tubo eppendorf, se llevé a cabo la siguiente reaccidn;

100 ng oligonucleétido
2.5 pl de tampén x 10 de polinucledtido kinasa (PK)
100 uCi de (y32P)ATP
4 U de T, PK
llevar hasta 25 pl con HyO
2. Incubar 45 min a 37 °C, 10 min a 68 °C.

3. Parar la reaccién calentando a 65 °C durante 5 min,

4. Precipitar el oligo afadiendo primero 25 pl de Ac(NH4)2 4 M, 1 pl de MgClp y
250 pl de etanol absoluto frio. (El isétopo no incorporado permanece en el
sobrenadante).

5. Incubar 30 min a -20 °C.

6. Centrifugar 20 min en microcentrifuga a 14000 rpm a 4 °C.

7. Lavar con etanol al 80% dos veces.

8. Resuspender en 20 pl de HyO.
10. Medir 1 pl en contador de centelleo. Se obtuvieron 4 x 107 c.p.m. Se diluyd el oligo

marcado al 50%.

12.2. Hibridaciébn del ARN con el cebador
1. Mezclar en un tubo eppendorf;
50 pg de ARN total de plantulas de tomate de 4 dias de edad
1 ul cebador marcado (alrededor de 1 x 10% c.p.m.)
3 ul de tampén e hibridacién x 5
2. Incubar 10 min a 90 °C.
3. Anadir 0.5 pl de inhibidor de ARNasa (Pharmacia) y aumentar el volumen hasta 25
pl con tampén de hibridacién x 1.
4. Incubar durante 4 h a 56 °C.
§. Precipitar afiadiendo 2.5 pl de NaAc 3M y 75 ul de etanol absoluto.
6. Centrifugar 20 min a 14000 rpm.
7. Resuspender en 15.5 ul de agua.
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12.3. Reaccién de la transcriptasa reversa
1. Afiadir a la mezcla ARN/cebador resuspendida en 15.5 pl de agua (etapa 7):
3 ul de dNTPs (10 mM)
6 pul de tampén de transcriptasa reversa x 5 (BRL)
5 ul de transcriptasa reversa (BRL)
0.5 pl de RNAsina
2. Incubar a 42 °C durante 25 min y parar la reaccién con 1 pl de EDTA 0.5 M.

12.4. Hidrélisis y precipitacion del cDNA;
1. Aiiadir 4 pl de NaOH 1IN.
2. Incubar a 95 °C, 5 min.
3. Afadir 4 ul de HC1 1 N.
4. Precipitar a -20 °C toda la noche tras adicionar;
7 ul de NaA¢c 3 M
138 ul etanol absoluto
5. Centrifugar 20 min a 14000 rpm y resuspender 4 pl de agua y 5 ul de solucién STOP
del kit de Sequenase®.

12.5. Resolucion en gel de secuenciacion

1. Previamente, se realizan las reacciones de secuenciacién con el oligo marcado
utilizando un fragmento de ADN genémico Tswl2 que comprenda el posible inicio de
transcripcién.

2. Cargar 3 y 6 pul del cDNA obtenido en un gel de secuenciacién al 6% junto a la

reacciéon de secuenciacién.

Nota:Todas las soluciones se tratan con DEPC al 0.2% y se mantienen en esterilidad.

Tampén PK x 10: 0.5 M Tris-HCl pH 7.5, 0.1 M MgClp, 50 mM DTT, 0.5 mg/ml BSA
Tampén de hibridacién x 10: 1.5 M KCl, 0.1 M Tris-HC! pH 8.3, 10 mM EDTA

13. ANALISIS DE PROTEINAS

13.1. Método de extraccion general

1. Triturar el material en presencia de N2 liquido hasta obtener un polvo fino.

2. Afiadir 1 vol de tampdén de extraccién Laemmli x2 y homogeneizar.

3. Calentar la muestra a 95 °C, 10 min.
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4. Centrifugar 15 min a 13000 rpm para retirar el material insoluble.

5. Para muestras con pigmentos, precipitar con al menos 3 vol de TCA 10%, 0.07% 2-8-
mercaptoetanol, en acetona fria. Incubar 45 min a -20 °C y centrifugar igual que en el
paso 4.

6. Lavar el sedimento varias veces con 0.07% B8-mercaptoetanol en acetona fria.

Incubar y centrifugar en las condiciones descritas anteriormente.

7. Secar el sedimento y resuspender en tampén Laemmli x1.

8. Hervir 5 min y centrifugar para eliminar la fraccién no soluble.

Tamp6én Laemmli: 62.5 mM Tris-HC! pH 6.8, 10% glicerol, 2% SDS, 5% 2-8-mercaptoetanol
0.05% (p/v) azul de bromofenol.

13.2. Cuantificacién de proteinas.

13.2.1. Método de Bradford

El método Bradford (1976), es muy rdpido y sencillo pero no es aplicable a muestras
proteicas disueltas en tampones que contengan detergentes (SDS, Tritén X-100 6 NP-40) a
concentraciones superiores al 0.2 %. En este trabajo, se ha utilizado este método para la
cuantificacién de las muestras proteicas del ensayo Gus y de las muestras muy concentradas

de proteinas en tampén Laemmli, de forma que la alicuota a medir era de 1-2 ML

A 1.5 ml de solucién Bradford x 1 se afiaden 5-10 pl de muestra, se incuba de 5-30
min y se mide la absorbancia a 595 nm. Se construye paralelamente una recta patrén con 0, 1,
5, 10 y 15 pg de BSA. Los valores de absorbancia de las muestras obtenidos se extrapolan a

concentracién de proteinas en la recta patrén.

Soluciéon Bradford x1: diluir la solucién Bradford x5 (Bio-Rad) en agua destilada 1:4.

13.2.2. Método de Lowry

Este método permite estimar la concentracién de proteinas en soluciones en presencia
de detergentes. El método, inicialmente descrito por Lowry (1951), fue posteriormente
modificado por Bensadoun and Weinstein (1976).

1. A 600 pl de agua, adicionar 5-10 pl de muestra. Llevar en paralelo una recta

patrén con concentraciones de 0 a 50 pg de BSA en tampdén de extraccion.

2. Afiadir 5 pl de deoxicolato sédico 2%, agitar e incubar 15 min a ta.

3. Precipitar las proteinas con 200 pul de TCA 24%. Agitar y centrifugar a 6500 rpm,

30 min a ta.

4. Eliminar el sobrenadante y resuspender en 1.4 ml de reactivo D.

5. Incorporar 100 pl de Folin-Ciocalteus (Merck) diluido 1:1 en agua.
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6. Incubar 45 min en oscuridad, (tiene lugar la reaccién colorimétrica).

7. Medir la absorbancia a DOggq y extrapolar la concentracién de proteina con la

recta patrén obtenida.

Reactivo C: 20 g CO3Na, 10 ml de Tartrato NaK 2%, 6.2 ml NaOH 16 N. Disolver primero el
CO3Na en 900 ml de agua. Afiadir el resto de los componentes y completar hasta 1L.

Reactive D: afiadir 0.5 ml de CuSO4-5H20 al 1.4% por cada 50 ml de reactivo C. Preparar
inmediatamente antes de su uso.

13.3. Electroforesis monodimensional

Se realiza en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, segin el método descrito por
Laemmli (1970). La separacién de proteinas se lleva a cabo en un sistema discontinuo
consistente en un gel de apilamiento (stacking) y en un gel de separaciéon. Las muesiras se
resuelven bien a bajo amperaje o a voltaje constante hasta que el azul de bromofenol alcanza el

borde inferior del gel.

Gel de apilamiento: 125 mM Tris-HCl pH 6.8, 0.1% SDS, A/B (3.8% acrilamida, 0.2%
bisacrilamida), 0.05% APS, 0.1% TEMED.

Gel de separacion: 375 mM Tris-HCl pH 8.8, 0.1% SDS, A/B (29.2% acrilamida, 0.8%
bisacrilamida) hasta el porcentaje adecuado, 0.05% APS, 0.05% TEMED.

Tampoén de cubeta: 25 mM Tris, 194 mM glicina, 0.1% SDS.

14. ANALISIS WESTERN

Este método, descrito inicialmente por Towbin (1979), permite la deteccién de
proteinas especificas mediante anticuerpos desarrollados frente a éstas. Esta especificidad
antigeno-anticuerpo permite determinar la presencia y cantidad relativa de los antigenos en
mezclas complejas.

Los extractos proteicos se resuelven por electroforesis y se transfieren a filtros de
nitrocelulosa o de difluoruro de polivinilideno (PVDF 6 Inmobilon). La membrana se incuba
con los anticuerpos y aquellos unidos a su antigeno se detectan sobre el filtro. En este trabajo

se han utilizado anticuerpos anti-IgG conjugados a fosfatasa alcalina.

14.1. Transferencia de proteinas a membranas

Se ha utilizado un aparato de transferencia semi-seca (LKB, Pharmacia).

1. Tras la electroforesis, equilibrar el gel en el tampén de transferencia 15 min a ta.
2. Colocar el gel en contacto con la membrana de PVDF, de forma que la membrana esté
en la cara del gel mirando hacia el cdtodo. Colocar 6 papeles Whatman 3MM del tamafio
del gel empapados en tampén de transferencia por encima y por debajo del gel.

3. Aplicar un amperaje de 0.8V/cm? del gel durante 90 min.
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4, Visualizar las protefnas transferidas al filtro por tincién con Ponceau S (3 min) y

destifiendo posteriormente con TBS o PBS.

Tampén de transferencia: 39 mM glicina, 48 mM Tris-base, 0.037% SDS, 20% metanol.
Soluciéon de Ponceau S: 0.5% ponceau S en 1% de 4cido acético.

TBS x5 (Tris buffered saline): 40 g/L NaCl, 1 g/L KCl, 15 g/L Tris-base. Ajustar a pH 8
con HCI.

PBS x10 (Phosphate buffered saline): 80 g/L NaCl, 2 g/L KCl, 144 g/L NapHPO4, 2.4

g/L KH2POg4. Ajustar a pH 7.2,

14.2. Inmunodeteccién con anticuerpos conjugados a fosfatasa alcalina
1. Tratar la membrana con solucién de bloqueo durante un tiempo que puede oscilar
desde 30 min hasta toda la noche (a 4 °C).

2. Incubar con el anticuerpo especifico a la dilucién apropiada en solucién de bloqueo.
Esta dilucién se determina previamente titulando el anticuerpo. En nuestro caso, se
utiliz6 anticuerpo anti-Gus (Clontech) a la dilucién recomendada por el fabricante.
3. Lavar el filtro 4 x 5 min con solucién de bloqueo.

4. Incubar la membrana con el anticuerpo secundario (anticuerpos de cabra anti-IgG
de conejo conjugados a fosfatasa alcalina) diluido en solucién de bloqueo (segin
fabricante), durante 1 h a ta.

5. Lavar como se describe en la etapa 3.

6. Lavar en 50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 5 min a ta.

7. Equilibrar la membrana en tampdén de fosfatasa alcalina, 5 min a ta.

8. Anfadir la solucién cromogénica hasta que las bandas se hagan evidentes. Parar la
reacciéon con agua destilada.

9. Fotografiar la membrana o guardarla en oscuridad.

Solucion de bloqueo: 5% p/v de leche desnatada en polvo (Molico Sveltesse, Nestle), 0.2%
Tween-20 en TBS.

Solucién cromogénica: se prepara inmediatamente antes de su uso aiadiendo 66 pl de NBT
y 33 pl de BCIP a 10 ml de tamp6n de fosfatasa alcalina.

Solucién NBT: disolver 50 mg de NBT (Nitro-blue tetrazolium, Sigma) en 1 ml de
dimetilformamida al 70%. Guardar a -20 °C protegido de la luz.

Solucién BCIP: disolver 50 mg de BCIP ( 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, Sigma) en 1
ml de N'N'dimetilformamida. Guardar a -20 °C.

Tampén de fosfatasa alcalina: 100 mM Tris-HC! pH 9.5, 100 mM NaCL, 5 mM MgCl».

15. INMUNOLOCALIZACION AL MICROSCOPIO ELECTRONICO
15.1. Preparaciéon de las ultrasecciones

El material vegetal recolectado se corta a mano con cuchilla en secciones de unos 2-3

mm de grosor y se sumergen en solucién de fijacién a 4 °C durante 1 h. Lavar con tampén
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Cacodilato a 25 °C durante 4 h para bloguear los grupos aldehidos libres. Las muestras se
incluyen en la resina hidrofilica Lowicryl K4M (Chemische Werke Lowi, Wadkraiburg, FRG),
segin el método descrito por Roth (1983), con las siguientes modificaciones; las muestras se
deshidratan por tratamientos sucesivos con soluciones de concentraciones gradualmente
crecientes de metanol y a temperaturas progresivamenie mdés bajas. La polimerizacion se lleva
a cabo por irradiacién con luz UV de 360 nm de longitud de onda, durante 24 h

La muestra incluida se monta en el ultramicrotomo (Reicher-Jung Ultracut E) y se
cortan con cuchilla de diamante. Las ultrasecciones obtenidas (50-250 nm) se montan en

rejillas de niquel para mayor facilidad en el procesamiento posterior.

Solucién de fijacion: 4% paraformadehido, 0.1% glutaraldehido en 0.1M tampén
cacodilato pH 7.2.Preparar la solucién de glutaraldehido al 8% y mezclar con el tampén
cacodilato. Afadir 0.1% glutaraldehido.

Tampoén cacodilato: 0.2 M cacodilato sédico pH 7.2.

15.2. Inmunodeteccibn con proteina A unida a particulas de oro

Las rejillas que contienen las secciones se incuban con una gota de PBTT, durante 5 min
a 25 °C. Tras retirar la solucién, se incuban las secciones con el anticuerpo anti-Gus a la
dilucién recomendada por el fabricante en tampén PBTT, durante toda la noche a 25 °C. Lavar a
continuacién con PBS e incubar las secciones con proteina A unida a particulas de oro (segin
Bendayan et al., 1980). Las muestras se lavan en agua destilada y se contrastan con acetato de

uranilo 2%.
Tampén PBTT: 0.05% BSA, 0.05% Tritén X-100, 0.05% Tween 20 en 0.1 M PBS.

15.3. Analisis morfométricos y estereologicos de las secciones

Las secciones se visualizan en un microscopio de transmisién de electrones (Phillips
CM-10; Servicio de Microscopia Electrénica , Universidad de Sevilla) y se fotograffan.

Los estudios morfométricos y cuantitativos se realizan eligiendo al azar 30 imdgenes de
los compartimentos celulares a analizar. Las imdgenes se procesan con un programa automético
de andlisis de imagen IMAGO, tomando como pardmetro el nimero de particulas de oro por
unidad de superficie (lmmz). Posteriormente, los datos se analizan estadisticamente mediante
el andlisis de la varianza, test-Student, test de Kolmogorov-Smirnoff y test U. Cuando P<0.001

se considera una diferencia estadistica.

16. TRANSFORMACION DE PROTOPLASTOS DE MESOFILO DE HOJA DE TABACO
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Los protocolos utilizados se basan en los inicialmente descritos por Negrutiu et al.,
(1987), y Shillito and Potrykus, (1986) modificados y perfeccionados (I. Diaz y B. Damm,

comunicaciones personales).

16.1. Aislamiento de protoplastos de tabaco

Este protocolo permite obtener un rendimiento de 2-3 x 106 protoplastos/g de hoja de
tabaco. Es fundamental utilizar el tejido en O6ptimas condiciones. Las plantas no deben
subcultivarse mds de 10 veces ya que el rendimiento se ve afectado negativamente. El dpice de
cada planta utilizada, conteniendo el meristemo vegetativo, se subcultiva vegetativamente en

jarras con MS.

1. Partir de 2-3 g de hojas de tabaco crecidas in vitro en condiciones de esterilidad. Es
conveniente no recolectar todas las hojas de una vez, ya que se secan muy féicilmente (se
pueden mantener en una solucién 0.5 M manitol). Se elimina el nervio central de las hojas y se
cortan en tiras de unos 0.5 cm de ancho. Las tiras se van colocando en una caja Petri con
solucién CPW13M para que se produzca la preplasmolisis y se separen las paredes celulares
de las membranas plasmaticas.

2. Se retira la solucién CPWI13M y se afiaden 9-12 ml de solucién de enzima por caja. Las cajas
se sellan con parafilm y se incuban en oscuridad y sin agitacién durante 16-20 h (on) a 25°C.
3. Las cajas se agitan muy suavemente durante 30-60 min para completar la digestién. A
continuacién, se separan los protoplastos del tejido sin digerir por filtracibn mediante filtros
con un didmetro de poro de 65 um.

4. Se distribuye el filtrado en tubos de vidrio y se centrifugan en un rotor basculante durante
5 min a 1000 rpm.

6. Se descarta el sobrenadante y se resuspende ¢l sedimento en CPWI3M. Se vuelve a
centrifugar.

7. El sedimento se resuspende en CPW21S y s¢ centrifuga a 1200 rpm durante 10 min para
purificar los protoplastos. Los protoplastos vivos se separan en una banda superior, que se
recoge con una pipeta Pasteur. Los protoplastos recogidos se resuspenden en medio MSPIM y se
centrifugan (5 min a 1000 rpm).

8. El sedimento se¢ lava con el mismo medio para eliminar los restos de sacarosa.

9. El sedimento lo constituyen los protoplastos viables. A continuacién, se resuspenden en
medio de cultivo y se cuenta una alicuota al microscopio Gptico en una cdmara de conteo Fuchs-

Rosenthal.
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Nota: Depositar las soluciones en las paredes de los tubos y evitar burbujear los protoplastos,
ya que se rompen ficilmente. Es conveniente utilizar tubos de vidrio, ya que los protoplastos

se adhieren a las paredes de los tubos de polipropileno.

Soluciéon de enzima: 1.5% Celulasa Onozuka R-10 (Yakult), 0.35% Macerozyme R-10
(Yakult) en CPWI13M. Esterilizar por filtracién y guardar en alicuotas de 12 ml a -20 °C.

Medio CPWI13M: 13% manitol, 27.2 mg/L KHPOg4, 101 mg/L KNO3, 1.48 g/L CaCl2-2H20,

246 mg/L MgS04-7H20, 0.16 mg/L KI, 0.025 mg/l. CuSO4-5H20 ; pH 5.6-5.8

Medio CPW21S: 21% de sacarosa en CPWI13.

Medio MSP9M 6 medio de cultivo: MS con 30 g/L sacarosa, 9% manitol, 2 mg/l. NAA, 0.5
mg/L. BAP.

16.2. Transfecci6n de protoplastos de tabaco
Se han utilizado los dos métodos descritos a continuacién. Ambos dan buenos
resultados pero, aunque la electroporaciéon es el método méis rdpido y parece ser més

repetitivo, hay que utilizar mds protoplastos en cada evento de transformacién.

16.2.1.Transfeccion de protoplastos mediante Polietilenglicol (PEG)
1. Los protoplastos aislados viables se resuspenden a una densidad aproximada de 1.0
x 106 protoplastos/ml en MSP9M.

2. A continuacién se afiaden 50-75 pg de ADN de esperma de salmén como carrier (0
pSK) y 30 pg del pldsmido a transformar (a una concentracién de 1 pg/ul en agua
estéril).

3. Afadir 500 pl de PEG poco a poco (por las paredes del tubo) e ir mezclando con
cuidado.

4. Incubar durante 30 min a ta.

5. Afadir, a cada tubo, 2 ml de solucién F cada 2 min, hasta llenar el tubo.

6. Centrifugar en rotor basculante a 100 g durante 5 min.

7. Resuspender el sedimento en medio de cultivo MSPO9M y volver a centrifugar.

8. Resuspender los protoplastos 1 ml de MSP9M y pasar los protoplastos a cajas Petri
estériles de 2.5 cm de didmetro.

9. Incubar durante 24-30 horas en oscuridad a 25 °C.

10. Cuantificar la actividad GUS y la concentracién de proteina por Bradford (ver

apartados 17.1.1. y 10.2.1.).

Solucion PEG: 40 % de PEG 3350, 0.4 M manitol, 0.1 M Ca(NO3)2, ajustar a pH 8.0. Filtrar

para esterilizar.
Solucién F: Para 1 litro, 8.12 g NaCl, 0.27 g KCI, 0.11 g NaH2POg4, 20 g glucosa, 18.36 g de

CaCly. Ajustar a pH 7.0 y filtrar para esterilizar.
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16.2.2. Transfeccion de protoplastos mediante electroporaci6én
1. Los protoplastos viables se lavan en una solucién de 0.65 M manitol y
posteriormente, se resuspenden en este medio a una densidad de 3.0 x 100
protoplastos/ml.
2. Previamente, las cubetas se esterilizan con etanol y se dejan secar en la cabina de
flujo laminar. Una vez secas, se colocan en hielo. Se utilizaron cubetas con electrodos
separados 0.2 cm.
3. Afadir 400 ul de protoplastos por cubeta y afiadir 30 pg de esperma de salmén y 15
pg de plasmido a transformar.
4. Electroporar la muestra en las siguientes condiciones;

48 ohmios

500 pF

375 V/em

Corroborar que cada pulso sea de 20-30 ms. Estas condiciones se han utilizado
satisfactoriamente en el electroporador de la casa BTX, modelo "Electrocell manipulator
600",
5. Pasar las muestras rdpidamente a tubos con medio de cultivo MSP9M.
6. Centrifugar y seguir el proceso descrito en los pasos 8, 9, y 10 en el protocolo de

transfeccion mediante PEG.

17. TRANSFORMACION DE TOMATE MEDIANTE BOMBARDEO
El protocolo utilizado se basa en el descrito por Klein et al, (1988ab) y

posteriormente modificado por Menossi, (comunicacién personal).
17.1. Preparacion del material

17.2. Preparacion de las particulas
1. En un tubo eppendorf (Treff Lab, Suiza), se pesan 60 mg de particulas de oro de 1
um de didmetro y se afiade 1 ml de etanol absoluto (grado HPLC). Agitar en voértex
durante 10 min y centrifugar durante ! min a 10000 rpm (6 10 s a 14000 rpm).
2. Descartar el sobrenadante, afiadir 1 ml de glicerol al 50% estéril y agitar en vortex
durante 30 s. Centrifugar a 10000 rpm, 1 min. Repetir el lavado dos veces mds.
3. Resuspender el precipitado de particulas en 1 ml de glicerol al 50%, agitando en

vortex durante 1 min. Almacenar a 4 °C.

17.3. Precipitacion del ADN

1. Afiadir secuencialmente en tubo de 2 ml (Sarstedt, Alemania);
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10 pl de ADN (0.5 pg/ul)
100 ul de agua

- 38 ul de particulas de oro, (preparadas segin el apartado anterior)
150 pl de CaCly/espermidina

Las particulas de oro se afiaden tras agitarlas vigorosamente. La solucién
CaCly/espermidina se afiade bajo agitacién continua y méxima de vértex.

2. Agitar durante 3-5 min y mantener posteriormente en hielo en posicién vertical
durante 10-15 min para sedimentar las particulas.

3. Descartar el sobrenadante con pipeta y afiadir 500 pl de etanol absoluto (HPLC).
Agitar en vértex (10-20 s), y mantener en hielo en posisicén vertical para sedimentar
las particulas.

4. Repetir la etapa anterior y colocar las muestras en hielo. Con cada preparacién

pueden realizarse 5 disparos.

Solucién espermidina 0.1 M; descongelar la espermidina (free base) calentando a 65 °Cy
distribuir en alfcuotas de 14 pl y almacenar a -20°C. Para su uso, descongelar a ta y afiadir
986 nl de agua y agitar en vértex. Se recomienda utilizar una alicuota recién descongelada por
cada exprerimento.

Solucién CaCly/espermidina; se prepara inmediatamente antes mezclando 125 pl de CaCl,
25 M y 25 pl de espermidina 0.1 M,

Notas: Las muestras se pueden centrifugar, aunque ésto parece que propensa lé formacién de
agregados. El ADN a utilizar debe ser de gran pureza, con una relacién de densidad éptica
260/280 nm entre 1.8 y 2.0. El ADN debe mantenerse a 4 ° C o bien alicuotearse y guardarse a
-20 °C para evitar ciclos de congelacién-descongelacién. Es importante que el etanol HPLC no
se hidrate, para ello se hace necesario tomar alicuotas de la botella en tubos Falcon para evitar

abrirla innecesariamente.

17.4. Bombardeo con microproyectiles

Se ha llevado a cabo utilizando el aparato PDS 1000/He de la casa Bio-Rad. Bé4sicamente,
el funcionamiento de este aparato consiste en la descarga de los proyectiles (que llevan el DNA
precipitado en su superficie) sobre los tejidos por descargas de aire comprimido, en este caso,
gas helio.

1. En una cabina de flujo laminar, se esterilizan las membranas portadoras y las

rejillas de parada en etanol absoluto (HPLC) y se ponen a secar. Es necesario que todo

esté bien seco antes de su uso.

2. Conectar la bomba de vacio, abrir la llave de la bombona de helio y ajustar la

presién de forma que sea 200 psi mayor que la resistencia nominal de los discos de

ruptura a utilizar.
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3. Colocar la membrana portadora en el soporte de la membrana sobre una superficie
horizontal.

4. Justo antes del bombardeo, descartar el sobrenadante de la preparacion y
resuspender en 48 ul de etanol y agitar en el vértex. Sonicar secuencialmente cada
muestra 3 veces durante 3-5 s cada vez. Agitar en vértex y afiadir 8 pl a cada
membrana portadora y esperar a que el etanol se evapore completamente.

5. Poner una rejilla de parada en el soporte disparador y a continuacién el soporte con
la membrana, de manera que la cara con las particulas quede mirando a la rejilla.
Cerrar con el tapén del disparador. La distancia entre la membrana portadora y la
rejilla es de 6 mm y habitualmente no se modifica.

6. Sumergir brevemente el disco de ruptura en isopropanol y colocarlo en su soporte.
Enroscar el soporte en la extremidad del cilindro de gas hasta que quede fijo.

7. Poner el soporte disparador en el nivel 5. Ajustar la distancia entre éste y el
soporte de forma que sea 8 mm.

8. Poner la placa con el material a bombardear en el nivel adecuado y cerrar la cdmara,
9. Accionar la bomba de vacfo hasta que el manémetro llegue a 27 (0.1 atm) y el botén
de disparo hasta que se rompa la membrana. Abrir el vacio inmediatamente.

10. Cuando la presi6n haya llegado al nivel normal, abrir la cdmara y sacar la muestra.

Notas: El tiempo de sonicacién del ADN no debe exceder de 3-5s para evitar que se dafie.

18. TRANSFORMACION ESTABLE DE PLANTAS DE TABACO

18.1.

(1987)

Transformacion de A.tumefaciens
Se ha utilizado el método de congelacién descongelacién descrito por Holsters et al.,

y posteriormente modificado por Hofgen and Willmitzer, (1988).

18.1.1. Preparaciéon de A.tumefaciens competente

Se inoculan 200 ml de medio YEB en un matraz de 2 1 con una colonia de A.1.
previamente refrescada y se crecen a 28 °C durante 36 horas con agitacién vigorosa. El
cultivo se pasa a tubos de centrifuga previamente enfriados y se centrifugan a 3000
rpm durante 20 min a 4 °C. Las células sedimentadas se lavan conl0 ml de TE frio, y

finalmente se resuspenden en 20 ml de medio YEB frio. Las células se alicuotean y se

congelan inmediatamente en Nj liquido, para almacenarlas a -80 °C hasta su uso.

18.1.2., Transformacion de A.tumefaciens
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Las células competentes de A. tumefaciens se descongelan en hielo, se ponen en
contacto con 0.5-1 pg de ADN plasmidico y se incuban 5 min en hielo. La mezcla se
congela durante 5 min en Np liquido y se descongelan en un bafio a 37 °C durante 5- 10
min. Se afiade 1 ml de medio YEB y se incuban a 28 °C 6 a ta durante 2-4 horas. A
continuacién se extienden sobre medio sélido (LB 6 YEB) suplementado con kanamicina

y estreptomicina y se incuban durante 48 horas a 28 °C.

18.2. Transformacién de plantas de tabaco via A. tumefaciens

18.2.1. Preparaciéon de las células de A. ‘tumefaciens

Se inocula una colonia de A.tumefaciens (transformada con el pldsmido que contenga la
construccién a introducir en plantas) en 10 ml de medio YEB sin antibiético (en un matraz de
250 ml) y se incuba a 28 °C durante 24 horas con agitacién vigorosa. Las células se centrifugan
a 4 °C a 3500 rpm durante 20 min y se resuspenden en 10 ml de medio YEB sin antibiftico y en

condiciones de mdxima esterilidad. Las células ya estdn preparadas para la transformacién.

18.2.2. Transformacién de discos de hoja de tabaco

Se requieren plantas silvestres de tabaco crecidas in vitro en condiciones de
esterilidad. Las hojas de plantas jévenes (3-4 semanas) se cortan en trozos de lcm?
aproximadamente eliminando el nervio central y se colocan con el envés hacia arriba y sin
sumergir en cajas Petri con 20 ml de MS de cocultivacién, en el que se inoculan previamente
100-200 pl de A.tumefaciens preparadas segin el apartado anterior. Por cada transformacién

se cocultivan 100 discos de hojas (10-15 discos/placa) a 25°C y en oscuridad durante 2 dias.

18.2.3. Aislamiento y regeneracién de plantas de tabaco transformadas

Tras la cocultivacién, las secciones de hoja se lavan en agua destilada para eliminar el
exceso de bacterias y se secan ligeramente sobre papel de filtro estéril. Los discos de hojas se
colocan sobre medio MSS (con el haz en contacto con el medio) y se incuban en una cdmara de
cultivo iluminada hasta la formacién de callos y posteriormente de brotes de plantas.

Los brotes de plantas bien formados y verdes se cortan y se traspasan a contenedores
Magenta con medio MS de enraizamiento. Se consideran falsos transformantes aquellos que son
incapaces de enraizar en medio selectivo.

Las plantas se crecen en la cdmara de cultivo in vitro hasta que alcanzan unos 10-15 cm
de altura, momento en el que se traspasan a macetas con tierra. Las plantas se reécubren
inicialmente con bolsas de pldstico transparente para protegerlas frente al cambio de

humedad.
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19. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD B-GLUCURONIDASA.

19.1. Cuantificacién de la actividad Gus por fluorimetria
Este procedimiento se basa en la hidr6lisis del substrato 4-methylumbelliferyl B8-D-

glucurénido (MUG) por la B-Glucuronidasa (Gus). Tiene lugar la siguiente reacci6n:

MUG  --—--- > 4cido glucurénido + 7-hydroxy-4-methylcoumarin (MU)

El producto MU es fluorescente, y alcanza su méxima fluorescencia cuando el grupo

hidroxilo estd ionizado, por esta razén, las reacciones se paran en presencia de NaCO3.

19.1.1. Ensayo fluorimétrico Gus en protoplastos de tabaco.

1. Tras la incubacién, se recogen los protoplastos con pipetas Pasteur largas en tubos
eppendorf.

2. Dar un pulso muy corto (subir y bajar) en la microcentrifuga y desechar el
sobrenadante, dejando unos 20-30 pl, para evitar pérdida de material.

3. Afadir 100 pl de tampén de extraccién y centrifugar 2 min a 14000 rpm a ta.

4. Recuperar el sobrenadante y emplear 15 pl para medir la concentracién de proteina
por el método de Bradford, (guardar a -80°C hasta la realizacién) y 105 pl para la
realizacién del ensayo fluorimétrico.

5. Anadir 105 pl de tampén de reaccion MUG, mezclar e inmediatamente tomar 100 pl
y pasarlos a un eppendorf con 900 pl de tampén de parada (constituye el punio
correspondiente a tiempo O0).

6. Incubar la muestra restante a 37 °C durante una hora.

7. Afadir 900 pl! de tampdén de parada y cuantificar la actividad en fluorimetro (llevar

a 2 ml de volumen con tampén de parada).

Tampén de extraccién: 50 mM NaH,PO, pH 7.0, 1 mM EDTA, 0.1% Tritén X-100, 1 mM B-

mercaptoetanol.
Tampén de reaccion: 2mM MUG en tampén de extraccidn.
Tampén de parada: 0.2 M Nap,COs.

19.1.2. Ensayoe fluorimétrico Gus en plantas transgénicas de tabaco
Basado en el protocolo descrito por Jefferson, (1987).

1. El material, una vez recolectado y envuelto en ldminas de aluminio se congela en N2
liquido

2. La muestra se tritura y 200 mg de tejido (aproximadamente) se extraen con 200 I

de tampén de extraccién con ayuda de un homogeinizador.
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3. Centrifugar 10 min a 4 °C a 14000 rpm.

4. Pasar 200 pul de sobrenadante a nuevo eppendorf.

5. Medir la concentracién de proteinas por Bradford (1976), (ver apartadol0.2.2.).
6. En un tubo eppendorf, llevar 21 pg de proteina de cada muestra hasta un vol de 100
pul con tampdén de extraccién.

7. Afiadir 530 pl de tampén de reaccién, mezclar.

8. Inmediatamente tomar 200 pl y mezclarlos con 1.3 ml de tampdén de parada.
Representa el punto correspondiente a tiempo 0.

9. Incubar los 400 pl restantes a 37 °C y repetir el proceso descrito en 8. a los 15
min y a los 45 min.

10. Aumentar el volumen hasta 2 ml con tamp6n de parada y medir en el fluorimetro

(previamente calibrado) a 365 nm de excitacién y a 455 nm de emisién.

Tampén de reaccién: se utiliza el mismo descrito en 17.1.1. sélo que la concentracién de
MUG es de 1 mM.

19.1.3. Calibrado del fluorimetro TKO 100 (Hoefer, Scientific Instruments)
1. Conectar el fluorimetro 15 min antes de su uso.

2. Llenar una cubeta de vidrio con 1.9 ml de tampén de parada (blanco) e introducirla
en el adaptador de la muestra del fluorimetro y cerrar la tapa.

3. Llevar el botén scale a tope en sentido de las agujas del reloj y llevar el contador a
cero ajustando con el botén Zero del TKO 100.

4. Anadir al blanco 100 pl de la solucién 1 uM MU para obtener una concentracién de
50 nM MU e introducirla en el adaptador de la muestra.

5. Ajustar el botén scale hasta 500. Por tanto, en una solucién 50 nM de MU, el aparato

mide 500, o sea 10 unidades/ nM MU.

Solucién concentrada de calibrado: disolver 19.8 mg de MU (Sigma) en 100 ml de agua
destilada, para obtener una solucién 1 mM. Diluir 10 pl de esta solucién en 1.9 ml de tampén
de parada obteniendose una solucién 1 puM.

Nota: El calibrado del fluorimetro ha de realizarse cada vez que se vayan a medir muestras. La
solucién 50 nM MU hay que prepararla fresca en cada ocasién. La solucién stock de calibrado
50 nM MU puede guardarse durante varios dias a 4 °C protegida de la luz. No obstante, antes de
ajustar el fluorimetro a 500 una vez diluida conviene anotar la medida obtenida y compararla

con otras medidas previas.

19.1.4. Calculo de la actividad Gus

La actividad enzimdtica se ha calculado de acuerdo con la siguiente férmula:

41



Actividad Gus (pmol 4-MU/ mg proteina/ min)= 10(ULt1-ULt0)/min x mg proteina.

UL10: unidades de lectura del fluorimetro a tiempo 0.
ULtl: unidades de lectura del fluorimetro a tiempo 1.

Normalmente el valor de ULL0 en las condiciones ensayadas era despreciable. Para el
cdlculo de las muestras transformadas con el promotor Tswl2, Ltl representa la media de los

valores obtenidos a los 15 y a los 45 minutos, (ya que la actividad era lineal en el tiempo).

Nota: La duracién de la incubacién depende de la actividad de cada promotor en el sistema

transgénico en cuestién y hay que determinarla en cada caso.

19.2. Deteccion histoquimica de la actividad Gus por tincién con X-Gluc.

El sustrato 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-$-D-glucorénido (X-Gluc) es incoloro, pero
tras la accién de la B-glucuronidasa, da lugar a un compuesto intermedio que se dimeriza hasta
dichloro-dibromoindigo (CIBr-indigo), de color azul intenso e insoluble. Este compuesto final
precipita inmediatamente tras su formacién, constituyendo un sustrato ideal para la
localizacién histoquimica. EI protocolo que se detalla a continuacién se basa en el descrito
inicialmente por Jefferson (1987).

1. Recolectar cada muestra independientemente y a continuacién realizar las secciones (a
mano con una cuchilla de afeitar o con microtomo manual).
2. Fijar la muestra con tampén de fijacién 1 durante 5 min a ta. Este paso es opcional, depende
del patrén de induccién de cada muestra. El tiempo y la temperatura de incubacién con el
tampon de fijacién hay que ajustarlo para cada muestra.
3. Lavar el material en 100 mM NaH,PO,4 pH 7.
4. Sumergir el material en 1 mM X-Gluc en tampén de extraccién. Infiltrar con vacio.
5. Incubar a 37 °C hasta detectar el color azul.
6. Fijar en tamp6n de fijacién 2 durante 10 min a ta.
7. Decolorar los tejidos verdes por lavados sucesivos con:
50% etanol (5 min)
100% etanol (desde 30 min a on )
8. Hidratar en 1 ml de agua destilada. Las muestras se pueden mantener en agua o pasar a 50%

glicerol. Se mantienen sin cambios apreciables durante meses.

Solucion 1 mM X-Gluc: para 10 ml, disolver 50 mg en 50 pl de N'N'dimetilformamida y
afadir 10 ml de tamp6n de extraccién. Se puede guardar a 4 °C, si se va a utilizar en pocos dias
o alicuotearse y mantener a -20 °C. Para muestras de polen y flores, se incluyé 20% metanol
(Kosugi et al.,, 1991), que inhibe la actividad B-glucuronidasa endégena.

Tampén de fijacion 1: 2% paraformaldehido en tampén de extraccién.

Tampén de fijacién 2: 10% formaldehido, 20% etanol, 5% acético. -
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Nota: se puede incluir

catalizan la oxidacién

localizacién mds nitida.

microproyectiles sobre
diferencias significativas
El tiempo y condiciones
han detectado anomalias

tincién.

en la solucién X-Gluc ferro y ferricianuro de potasio (0.5 mM), que
y formacién del dimero CIBr-indigo y por tanto, favorecen una
Esta modificaciéon se utiliz6 en los experimentos de bombardeo de
hojas adultas y pldntulas de tomate, aunque no se detectaron
cuando las muestras se incubaban en ausencia de ambos compuestos.
de fijacién hay que adaptarios para cada muestra. En este trabajo se

en la deteccién histoguimica en algunas muestras fijadas antes de la
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RESULTADOS



1. EXPRESION DEL GEN Tsw12

1.1. Anélisis northern

1.1.1. Acumulacién del mensajero tsw12 en flores de tomate

La presencia del mensajero tsw12 se ha estudiado en tejidos de flores de tomate
mediante anadlisis northern en dos estadios distintos de desarrolio, durante la antesis
(estadio x, segun Koltunow) y en el estadio de boton floral (estadio Y). En el primer caso,
se extrajo ARN de distintas partes de la flor; estilo y estigma, ovario, pétalos, sépalos, y
anteras, mientras que en el otro caso, se extrajo ARN total del botén floral completo. 15 pg
de cada una de las muestras se resolvieron por tamaio en gel de agarosa y se
transfirieron a una membrana de nylon para ser hibridados con la sonda tsw12. El filtro se
volvié a hibridar con la sonda correspondiente al gen ribosémico 18 S de rébano para
corregir los errores de cuantificacion.

La Figura 1 muestra la presencia del mensajero tsw12 en todas las muestras
ensayadas. La senal correspondiente al transcrito tsw12 es mas abundante en la flor
madura que en la flor inmadura. La sefal detectada en tejidos procedentes de la flor
madura es especialmente intensa en el gineceo, tanto en el estilo y en el estigma (carril 6),
como en el ovario (carril 5), donde la sefal es especialmente intensa. La presencia del
mensajero tsw12 en el androceo (carril 4) es menor que en el resto de los tejidos de la flor
madura. El mensajero del gen Tsw12 es también bastante abundante en los tejidos no
reproductores de la flor, en los pétalos (carril 2) y en los sépalos (carril 3). En botén floral,
se detecta ARN mensajero tsw12, aunque el nivel es inferior al determinado en la flor
madura (carril 1).

Figura 1. Hibridacién de la
1 2 3 4 5 6 sonda tsw12 con ARN total
de flores inmaduras de

tomate (estadio X) (1), y con
ARN total de sépalos (2),
sonda tswi12 pétalos (3), anteras (4),
ovarios (5) y pistilos (6) de
flores maduras de tomate
(estadio Y). El mismo filtro se
sonda ribosomico 18S hibridé con la sonda del
c¢DNA correspondiente al gen
ribosémico 18S de rabano.




El analisis Southern realizado con ADN gendmico de tomate hibridando con el cDNA
tsw12 a alta estringencia, detectaba una sola banda con todas las enzimas de restriccion
probadas. Este resultado sugeria que existe una sola copia por genomio haploide, aunque
no se pudo descartar la existencia de varias copias en los fragmentos que hibridaban. En
condiciones de baja estringencia se observaban bandas adicionales de menor intensidad
correspondientes a genes que presentan homologia con el gen Tsw12 (Torres-Schumann
et al., 1992).

Las hibridaciones northern se han realizado en condiciones de alta estringencia de
hibridacién por tanto, los transcritos detectados tienen una homologia superior al 95% con
la sonda tsw12. Por otra parte, se ha determinado la expresién de la R-glucuronidasa
dirigida por el promotor del gen Tsw12 en flores de plantas transgénicas de tabaco. B
patron de expresion dictado por el promotor se detalla en la seccién 3.3.54. y se
correlaciona con los resultados obtenidos por northern.

Por ambas razones, la posibilidad de que la sefial obtenida corresponda a un
transcrito cuya secuencia tenga homologia con el gen Tsw12 e hibride con la sonda se ha
descartado



1.1.2. Acumulacién del mensajero Tsw12 en plantas de tomate tratadas con
acido jasmoénico y acido salicilico

Dada la implicacién de las PLTPs en funciones de defensa frente a patégenos
(Terras et al., 1992; Molina et al., 1993), se trataron plantas de tomate en distintos estadios
de desarrollo con acido jasménico (JA) y con acido salicilico (SA) para valorar sus efectos
sobre la expresion del gen Tsw12. Ambos compuestos son conocidos inductores de
genes que se expresan por herida y/o en la respuesta defensiva frente a patégenos
(Yalpani et al., 1991; Creelman et al., 1992).

En la Figura 2, ARN total correspondiente a hipocétilos y radiculas de plantulas
control (carriles 1y 2) y tratadas con 20 uM de JA (carriles 3 y 4), se hibridaron junto con
ARN total de tallos y raices de planta aduilta control (carriles 5 y 6) y tratadas (carriles 7 y
8) con la misma cantidad de JA. En todos los casos, el tratamiento tuvo una duracion de 24
h

En ningun caso se obtiene sefial debida a la hibridaciéon de la sonda con muestras
correspondientes a raices ni a radiculas control o tratadas (carriles 2, 4, 6 y 8). La seiial
presente en tejido de tallo control (5) es muy débil. El tratamiento de este tejido con JA (7)
induce ligeramente la transcripcion del gen Tsw12 ya que la sefial obtenida es muy débil,
(comparando con la intensidad que se obtiene en muestras de este tejido tratado con sal o
con ABA). -

En las muestras de hipocotilos control (1) se detecta sefial debida a la presencia del
mensajero tsw12 durante la germinacion. En este tejido, el nivel de mensajero tsw12
aumenta notablemente tras el tratamiento con JA (3).

plantula planta adulta

Figura 2. Hibridacién de la sonda tsw12
con muestras de ARN total de
hipocoétilos (1) y radiculas de tomate
control (2) y tratadas con 20 pM de acido
jasménico (carriles 3 y 4
respectivamente), de tallos y raices
control (carriles 5 y 6) y tratados con la
misma cantidad de a&cido jasménico,
(carriles 7 y 8).




Las plantulas son mas sensibles al tratamiento con JA cuando estan expuestas a la
luz que en oscuridad (Peria-Cortés et al.,). Este hecho se confirma para la expresion del
gen Tsw12. La Figura 3 muestra la acumulacion del transcrito tsw12 en plantulas de
tomate tratadas con concentraciones crecientes de JA; 0, 50 nM, 500 nM, 5 pM y 50 pM
(carriles C, 1, 2, 3, 4, respectivamente). Estos tratamientos se llevaron a cabo
paralelamente en condiciones de luz y de oscuridad. En condiciones de iluminacion,
concentraciones de 50 nM (2) aumentan notablemente los niveles de mensajero tsw12
respecto al control. En cambio, en oscuridad, la tasa de transcripcién de este gen
permanece casi inalterable con concentraciones por debajo de 50 uM de JA. No obstante,
hay que destacar que existe un punto de inflexién en esta tendencia. Tanto en condiciones
de luz como de oscuridad, la sefial detectada tras el tratamiento con concentraciones de
JA 500 nM (carril 2) suponen un descenso en la acumulacién del mensajero con respecto
al punto anterior de 50 nM.

LUz OSCURIDAD

Figura 3. Hibridacién de la sonda tsw12 con ARN total de plantulas de tomate control (C) y
tratadas con acido jasménico 50 nM (1), 500 nM (2), 5 uM (3), 50 uM (4) en condiciones de luz y de
oscuridad.

Los resultados obtenidos indican que el JA aplicado exégenamente no induce por
por si mismo la transcripciéon del mensajero tsw12, aunque en condiciones en las que la
transcripcion de este gen es activa, aumenta la acumulacion del mensajero tras el
tratamiento con JA.

Para verificar el resultado anterior se llevd a cabo otro experimento en el cudl se
analizo la poblacion de ARN mensajero tsw12 presente en foliolos de tomate tratados con
JA 50 puM, ABA 100 uM, JA 50 uM + ABA 100 uM. En este experimento se incluyeron
ademas muestras de foliolos de tomate heridos con bisturi y tratados con acido salicilico 1
mM. Para eliminar los el estrés hidrico asociado a la herida mecanica, el experimento se



llevd a cabo en cajas Petri selladas, incubando el material en medio Hoagland. Los
tratamientos tuvieron una duracion de 24 horas y se llevaron a cabo en condiciones de
iluminacion. En la Figura 4 se muestra la autorradiografia resultante del experimento. Tanto
en condiciones control (carril 1) como en el tratamiento con SA (carril 5) sélo se detecta la
presencia del mensajero tsw12 cuando se sobreexpone la pelicula; el JA (carril 2) induce
levemente la expresion del gen Tsw12. En el tratamiento con ABA se produce una
acumulacién notable del mensajero (carril 3), que se incrementa en el caso del tratamiento
doble (carril 4). La herida mecénica también induce la acumulacién del mensajero (carril 6).

Figura 4. ARN total de hojas de tomate control
(1), tratadas con &cido jasmoénico 50 uM (2), ABA 100
uM (3), acido jasmodnico 50 uM + ABA 100 pM (4) 4&cido
salicilico 1 mM (5) y heridas con bisturi (6), hibridados
con la sonda tsw12.

Los resultados obtenidos en este Ultimo experimento descartan al JA como inductor
de la expresion del gen Tsw12. El tratamiento conjunto de ABA y JA incrementa la
representacion del mensajero tsw12 con respecto a los tratamientos simples,
observandose niveles mayores que los meramente aditivos. No obstante, existe una
indcuccién clara y fuerte en las muestras procedentes de foliolos heridos. El JA se ha
asociado a la sefializacion local y sistémica de la herida mecanica y por infeccion de
insectos masticadores. En el caso del gen Tsw12, la implicacién del JA en la induccion de
su expresion en estos casos queda descartada.

La aplicacion exégena de acido salicilico a las concentraciones ensayadas apenas afecta

al nivel de acumulaciéon del mensajero. La respuesta génica mediada por el SA esta
restringida a aquellos genes que participan en la respuesta hipersensible (HR). La
ausencia de induccién de la expresiéon del gen Tsw12 parecen indicar que este gen no
participa en la HR.



1.1.3. Andlisis de la expresion del gen Tsw12 en respuesta a tratamientos con
ABA, NaCl y manitol en mutantes flacca

Las plantas mutantes flacca, son deficientes en la sintesis de ABA, conteniendo sélo
un 15% del ABA presente en la especie isogénica Rheinlands Rhum (RR), de la que
procede. Ademas, el contenido de ABA en estos mutantes no se altera en condiciones de
estrés hidrico, constituyendo un sistema ideal para determinar el papel del ABA en la
induccién transcripcional del gen Tsw12 en situaciones de estrés hidrico-salino.

Se germinaron semillas de ambas plantas y las plantulas resultantes se crecieron en
cultivo hidropénico. Cuando las plantas desarrollaron cinco hojas verdaderas, se trataron
durante 24 h con 100 uM ABA, 10 g/l NaCl, 100 uM ABA + 10 g/1 NaCl y 300 mM manitol, y
se mantuvieron plantas sin tratar, representando los controles. Bl material se recolectd
separando raiz, tallo y hojas, se congeldé en N liquido y se extrajo el ARN total para

hibridarlo en filtro con la sonda tsw12. Posteriormente, los filtros se hibridaron con la
sonda correspondiente al gen ribosémico 18 S para determinar los posibles errores de
cuantificacién del ARN.

En la Figura 5 se muestran los resultados obtenidos. Las muestras correspondientes
a plantas control, tratadas con 100 pM ABA, 15 g/l NaCl, 100 uM ABA +10 g/l NaCl y 300
mM manitol se localizan en los carriles 1, 2, 3, 4, y 5 respectivamente.

En las plantas no tratadas (1) sélo se detecta una senal tenue en tallos de ambos tipos de
plantas y en hojas de plantas RR.

En las muestras procedentes de tejidos de raices de ambos tipos de plantas no se
detecta hibridacién con la sonda tsw12 exceptuando una leve sefial existente en las
muestras tratadas con ABA. En este experimento se han utilizado concentraciones de
ABA 100 uM, superiores en un orden de magnitud a las utilizadas previamente en nuesro
laboratorio (Torres-Schumann et al.,, 1992). E tratamiento con ABA 10 yM no producia
acumulacion del mensajero tsw12 a niveles detectables en este tejido.

Con respecto al patrén de expresion del mensajero tsw12 en tejidos verdes de
plantas RR y flacca, en ambos se mantiene el mismo patrdn de expresion cualitativo,
aunque existen diferencias cuantitativas dignas de resefiar. La presencia del transcrito
tsw12 en muestras de tallos y hojas de plantas flacca sometidas a estrés hidrico y salino
revelan la existencia de mecanismos transcripcionales que acttan independientemente del
ABA en estas condiciones.
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Figura 5. Hibridacién de la sonda tsw12 con ARN total de raices, tallos y hojas de plantas de tomate de
la variedad RR yde los mutantes isogénicos flacca en condiciones control (1) y tratadas con 100 uM ABA
(2), 10 g/l NaCl (3), 10g/t NaCl + 100 uM ABA (4) y 300mM manitol (5).

En el tratamiento con ABA (2), se produce acumulacion de mensajero tsw12 en
tejidos de tallo y hojas mutantes, que es superior a la detectada en las muestras de plantas
silvestres.

B tratamiento salino (3) produce acumulaciéon del mensajero en ambos tipos de
plantas tanto en hojas como en tallos. La niveles de acumulacion del mensajero en tallos
son parecidos en ambas plantas, sin embargo, en hojas, la representacién el mensajero
tsw12 es mayor en la muestra procedente de plantas silvestres que de mutantes.

Con respecto al tratamiento doble ABA/NaCl (4), existen diferencias significativas
entre el comportamiento del mutante y el silvestre. Los tallos de plantas RR, acumulan
mayor cantidad de mensajero tsw12 en el tratamiento simultaneo ABA/NaCl que en cada
tratamiento por separado, siguiendo un patrén aparentemente aditivo. En el mutante, no se
da este efecto; los niveles de acumulacién del mensajero tsw12 en tejidos de tallos



sometidos al tratamiento doble son inferiores a los existentes en el tratamiento con ABA y
similares a los del tratamiento con sal.

En las muestras procedentes de hojas silvestres se repite este comportamiento aunque la
representacion del mensajero es menor que en tallos. En las muestras correspondientes
hojas de plantas flacca, la acumulacién durante el tratamiento doble es superior a la
existente en plantas tratadas soélo con sal, aunque no se superan los niveles de
acumulacién existentes en las muestras tratadas con ABA.

Las plantas tratadas con manitol (5), sufren estrés osmético y acumulan el

mensajero tsw12 en ambos tipos de plantas, aunque la modulacién cuantitativa a nivel de
tejido parece ser distinta. En los tallos de plantas RR, la intensidad de la sefial obtenida es
similar a la existente en muestras de este mismo tejido tratadas con sal, mientras que en
hojas este tratamiento produce elevados niveles de induccién, de un orden similar al
detectado tras el tratamiento doble ABA/sal. Con respecto al comportamiento del mutante,
la acumulacion del mensajero tsw12 en las muestras de tallos es notable, superando a la
determinada en el tratamiento con sal y al tratamiento conjunto ABA/sal. Esta acumulacion
supera incluso a la detectada en el silvestre.
En la autorradiografia procedente de las muestras de hojas silvestres, se detectan
elevados niveles de acumulacion del mensajero bajo este tratamiento, equiparables a los
existentes durante el tratamiento doble ABA/ sal, revelandose el manitol como el méximo
inductor de la expresion de este gen. En el mutante, se repite este patron de acumulacion
aunque los niveles de acumulacién son menores que con respecto al silvestre.

Los resultados obtenidos indican que:
-existe una respuesta al estrés osmético-salino independiente del ABA.
-el gen Tsw 12 responde transcripcionalmente a aplicaciones exégenas de ABA pero no
depende de la presencia de éste para su transcripcion en condiciones de estrés osmético.
-el ABA parece ser importante para la obtencion de los niveles finales de transcrito,
participando en la modulacién cuantitativa de la transcripcion. Por otra parte, otra
interpretacion posible es que existan al menos dos vias de induccion, una dependiente de
ABA y otra independiente de ABA que opere en condiciones de estrés osmético-salino.
-el ABA adicionado al medio induce la transcripcion del gen Tsw12 en tejidos de hojas y
tallos, por tanto, este compuesto (o la sefial por él inducida) se transporta hasta estos
tejidos desde las raices. No obstante, la adicion de ABA exdgenamente no parece ser
equivalente al incremento endégeno de la hormona en condiciones de estrés salino, como
puede concluirse del efecto del tratamiento combinado ABA /NaCl en las plantas flacca y
en plantas RR.



1.2. Hibridacién in situ en plantulas de tomate

La hibridacién in situ de secciones de tejidos y preparaciones celulares se ha
convertido en uno de los estrategias mas utilizadas para la localizacién de poblaciones de
ARNSs celulares (LLangdale, 1993).

La deteccion del mensajero tsw12 se realizdé sobre secciones de radiculas, hipocétilos y
cotiledones de plantulas de tomate de cinco dias de edad incluidas en parafina. Se escogid
este estadio porque el material es muy facil de obtener e incluir y ademas, el mensajero
tsw12 es muy abundante. Los cortes de 8 um se hibridaron con la cadena antisentido del
cDNA tsw12 sintetizada mediante la enzima ARN polimerasa y marcada con digoxigenina.
Como control, algunos cortes se hibridaron con la cadena codificante marcada del mismo
modo.

Los resultados se muestran en la Figura 6. La sefial obtenida se localiza
principalmente en las células epidérmicas del hipocétilo y de los cotiledones. En
experimentos de tissue printing (S. Torres, tesis doctoral), la proteina TSW12 se localizé
en el tejido epidérmico y vascular de tallos y peciolos de planta adulta de tomate tratada
con sal, no detectandose la proteina en las impresiones realizadas con secciones de
plantas no tratadas. Es de notar la ausencia del mensajero tsw12 en el tejido vascular de
plantulas de tomate. En las secciones correspondientes a radiculas tampoco se detectd
hibridacidén con la sonda antisentido (foto no mostrada).

Figura 6. Hibridacién in situ realizada sobre cortes de 8 uM de cotiledones (A) e hipocétilos (B)
de plantulas de tomate utilizando como sonda la cadena antisentido del clon de cDNA del gen Tswi12

marcada con digoxigenina.



2. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION MOLECULAR DEL GEN Tsw12

B andlisis de la expresion del mensajero tsw12 desvelé un patrén complejo para
este gen. Para realizar un estudio mas detallado de la regulacion de su expresién, se aislé
el clon gendémico correspondiente para asi analizar y manipular aquellas regiones
flanqueantes responsables de su patrén de expresion.

2.1. Aislamiento del gen Tsw12

B primer paso para la obtencién de un clon genémico concreto consiste en la
construccion de una genoteca en la que estén representadas todas las secuencias del
genomio del organismo organizadas en fracciones discretas al azar.

Para la construcciéon de la genoteca, se eligié el bacteriéfago lambda EMBL3 como
vector que permite la sustitucion de genes internos no esenciales por fragmentos de 15-20
Kb de ADN foraneo, en este caso, ADN de tomate.

El ADN de alto peso molecular extraido (> 200 Kb), se digirié parcialmente con la enzima de
restriccion Sau3A para obtener mayoritariamente fragmentos de 17-20 Kb e insertarlos en
el vector. Se escogié esta enzima de restriccion porque deja extremos compatibles con
BamHl, (que corta en el sitio de clonaje del fago lambda EMBLZ3) y por su alta frecuencia de
corte, ya que su diana de reconocimiento es de sélo cuatro nucleétidos.

Las alicuotas conteniendo el ADN digerido y fraccionado por tamafio en gradiente de
sacarosa (segun se detalla en el apartado 10. de Materiales y Métodos) se analizaron por
gel de agarosa. Se eligieron las fracciones enriquecidas en fragmentos de 17-20 Kb y el
ADN purificado de éstas se ligo con ADN de brazos del vector lambda EMBL3 cortados
con BamHl (Promega). H producto de la ligacion se empaquetd con extractos de
empaquetamiento comerciales (Gigapack Gold Stratagene). Para la titulacién de la
genoteca, los recombinantes se crecieron en la cepa hospedadora permisiva KW12
(Promega). Se obtuvieron un total de 900.000 fagos recombinantes.

Se sembraron en placa 200.000 fagos y se transfirieron por duplicado a filtros de
nitrocelulosa para ser hibridados con 1 pg de inserto tsw12 marcado radiactivamente.
Cuatro halos de lisis hibridaron claramente con la sonda tsw12 y se purificaron hasta
homogeneidad del resto por plagueos e hibridaciones sucesivas. De los cuatro fagos
purificados, uno de ellos resulté ser un artefacto; de los tres restantes, se eligié aquél
cuya sefal era mas intensa para proseguir con su andlisis. Este fago se denominé Tsw12-
1.



2.2. Mapa de restriccion del fago Tsw12-1

Para la caracterizacion del gen, es necesario delimitar el clon genémico dentro del
fago hasta un tamario manejable.

Uno de los inconvenientes de los fagos de la serie EMBL es la limitacién del sitio de clonaje
multiple, con sdélo tres dianas: EcoRI, BamHl y Sall (en este orden), lo cual complica el
analisis de los productos de restriccién si se usan enzimas distintas.

En un analisis previo, se digiri®6 ADN del fago Tsw12-1 con las enzimas BamHl, EcoR],
Hindlll, Pstl y Sall. Los fragmentos resultantes se analizaron por Southern utilizando la
sonda tsw12. El resultado de esta hibridacion se muestra en la Figura 7 y aporta la
siguiente informacion:

-el gen Tsw12 esta relativamente centrado dentro del fragmento de ADN clonado.

-Sall libera el inserto, que tiene un tamaro de aproximadamente 15 Kb.

-existe sélo una diana BamHl dentro del clon genémico que origina dos bandas por
hibridacién que tienen distinta intensidad. El cDNA tsw12 contiene una diana BamHl en el
extremo 3. Este dato sugiere que se trata probablemente del clon gendmico
correspondiente al cDNA previamente descrito y no a otro relacionado, también nos
permite orientar el clon (5'->3').

La comprobacion definitiva de que se trata del clon correspondiente al cDNA tsw12 se
confirmara por la secuenciacién de éste.

La digestién con la enzima de restriccién EcoRI da lugar a una banda de 6.4 Kb que
hibrida con la sonda tsw12, sin apreciarse ninguna otra banda adicional. Se aislé esta
banda y se subcloné en el plasmido pBluescriptSK+ (pSK+) previamente digerido con
EcoRI y desfosforilado.
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Figura 7. A) Analisis Southern del ADN del fago Tsw12-1 digerido
con las enzimas de restriccion BamHI (B), EcoRI (E), Hindlll (H),
Pstl (P), y Sali (S), utilizando como sonda el inserto tsw12. Las
flechas sefialan fragmentos que hibridan débilmente que sélo son
2.3 apreciables en la autorradiografia. En la parte izquierda de la figura
2.0 se indican los marcadores de tamafio que corresponden a ADN del

fago lambda digerido con Hindlll +.
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Figura 7B Organizacion del fago Tsw12-1 deducida del anslisis Southern previo y clonacién del fragmento
EcoRI/EcoRI en el vector pSK

Para la obtencién del mapa de restriccion del fragmento de 6.4 Kb, el plasmido se
digirié con las enzimas de restriccion disponibles presentes en el sitio de clonacién multiple
del plasmido; asi mismo, el inserto purificado se digirié con otras enzimas diferentes. Los
fragmentos resultantes se analizaron por Southern utilizando la sonda tsw12. Se
subclonaron muiltiples fragmentos, entre éstos, tres de los fragmentos originados por la
digestion con Xholl de aproximadamente 3, 0.8 y 1.7 Kb, que hibridaban con la sonda. B
fragmento de 0.8 Kb contenia la mayor parte de la secuencia codificante y los fragmentos
de 3y 1.7 Kb comprendian parte de la secuencia no codificante del cDNA junto con el
promotor y la region gendémica 3' respectivamente. El fragmento de 3 Kb (correspondiente
en su mayor parte al promotor) contenia una diana EcoRV que originaba dos fragmentos
de 1.7 y 1.3 Kb. El fragmento de 1.3 Kb del promotor originado por la digestion con EcoRV
se utilizdé para delimitar el extremo 5' del promotor Tsw12. La digestiéon del inserto de 6.4 kb



con EcoRV y con BamH! daba lugar a un fragmento de XX Kb que acotaba 1.2 Kb
aproximadamente de la region promotora junto con la mayor parte de la region codificante.
Este fragmento se subclon6 en pSK digerido con Smal y BamHI.

Con la informacion obtenida, se pudo confeccionar un mapa de restriccion bastante
detallado del fragmento de 6.4 Kb. Algunos de los fragmentos subclonados se utilizaron
para la obtencion de la secuencia del clon.
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Figura 8 Mapa de restriccion simplificado del inserto de 6.4 Kb y esquema de los subclonajes realizados.

2.3. Secuencia de nucleédtidos; determinacion del inicio de transcripcién y
descripcidon de elementos reguladores del gen Tsw12

Para la obtencién de la secuencia de nucleétidos, el proceso mas rapido es la
obtencién de una serie de deleciones dirigidas y solapantes en ambos sentidos. En un
principio, por problemas técnicos, este abordaje resulté infructuoso, por lo que se procediod
a secuenciar distintos fragmentos subclonados. Posteriormente, se generaron deleciones
y se secuencid la regién promotora. La secuencia ha sido leida en ambas cadenas y la
secuencia de las zonas de unién entre los distintos fragmentos se ha determinado, en
algunos casos utilizando cebadores internos. En la Figura 9 se detalla la secuencia del
clon Tsw12.



Figura 9. Secuencia del gen Tsw12.



Se han secuenciado 2.3 Kb. De éstas un 71.4% son A+T, mientras que el contenido
de la regioén promotora asciende hasta un 76%. La region del intrén tiene casi el mismo
contenido en A+T que la region codificante, 62.3% frente al 63%. Estos datos indican que
el clon es rico en A+T. La distribucién de estas bases dentro del promotor se organiza
frecuentemente en tractos homogéneos de Ty A.

Una vez secuenciado el clon, se determiné el inicio de transcripcion. Dado que se
conocia la secuencia del cDNA tsw12, se podia preveer la region en la cuél se encontraria
el inicio de transcripcion. Se sintetizé un oligonucledtido de 25 bases de longitud cuya
secuencia era 5 GCTAACCATTTCCATATTGTTAATG 3 de la cadena no codificante;
comprendia 9 bases de la secuencia traducida, el resto, correspondia a la regién &' no
codificante del mensajero tsw12. Se marcaron radiactivamente 100 ng del oligonucleétido

mediante la enzima T4 polinucledtido kinasa y 5x104 c.p.m. se hibridaron con 40 pg de ARN

total de plantulas de tomate, tejido en el que el mensajero del gen Tsw12 es muy
abundante. Por medio de la enzima retrotranscriptasa se obtiene un hibrido cDNA-RNA
cuya longitud se remonta hasta el inicio de transcripcién o lo que es lo mismo, hasta la
primera base del mensajero. El producto de la extensién se resolvid en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 6% y se compar6 con la secuencia del clon gendmico
obtenida utilizando el mismo primer o cebador.
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Figura 10. Determinacion, por primer extension, del origen de transcripcién del gen Tsw12.
Se obtuvieron tres bandas que coincidian con los nucleétidos 1195, 1198 y 1201, de

F

intensidad decreciente. El nucledtido 1195 se renumer6é con la posicién +1 6 primer



nucleédtido que se transcribe. Es, por lo tanto el sitio donde comienza mayoritariamente la
transcripcion en las condiciones ensayadas. Se define como region promotora a la region
que queda a la izquierda (a partir de ahora con numeracién negativa).

En un estudio realizado con 79 genes de plantas con origenes de transcripcion
conocidos, la transcripcion se inicia en un residuo de Adenina que se halla dentro de la
seuencia CTCATCA en el 85% de los casos, (Joshi, 1987).

CTCATCA consenso
TCCATCA LTP1 (Thoma et al.,)
ATCTTTITCACCCA TSWi12

En este caso, la transcripcion se inicia en dos residuos de Timing, la originada a
partir de la Adenina es meramente residual. Las zonas flanqueantes a esta regién rica en
T presentan semejanza con las del consenso.

Para que la ARN polimerasa Il pueda ocupar una posicién correcta, los genes

eucariéticos contienen una secuencia consenso bastante conservada en la posicién -30 a
la que se le ha dado el nombre de TATA box o caja TATA. En general, el segmento
comprendido entre -110 hasta -40 contiene dos elementos llamados primero y segundo
que son necesarios para la transcripcion in vivo aunque el grado de conservacién no sea
tan estricto como en el caso de la TATA box. En muchos genes, una regién rica en GC
acompafando a la secuencia CAAT puede servir como uno de estos elementos.
En el gen Tsw12, la caja TATA comienza en el nucleétido -26. En la posicion -40, se
encuentra la secuencia CAAAT, que tiene bastante similitud con la caja CAAT, aunque el
entorno no sea especialmente rico en GC. Una zona rica en GC en la posiciéon -108 cuya
secuencia es GTGCGGC, actuaria como segundo elemento. El inicio de traduccion putativo,
se encuentra en la posicion +92.

Dentro del promotor existe una repeticion perfecta de 18 pares de bases que
comienza en los nucledtidos -402 y -368, cuya secuencia es CTCTATTTAAAAAAGAAT.
Admitiendo un par de sustituciones, el nimero de nucleétidos que componen la secuencia
repetida se ampliaria hasta 25 (con una similitud del 92%). Ademas, entre y detras de
estas repeticiones se encuentran las secuencias TTTCTTTTT y CTTTTICTTTTITTT. Existen
otras secuencias repetidas que se detallan a continuacion;

-318 CCACATGA -312 149 TGTCCAT -142 -30 TCCTCT -25
-299 CCACAAGA 292 -53 TGTCCAT -46 -22 TCCTCT -17
-76 ACCCCAA -70 -80 TTTCACCC -73

-19 ACCCCAA -13 +3 TTTCACCC +10



Comparando la secuencia del clon gendémico del gen Tsw12 con la del cDNA
previamente descrito, se comprobd que realmente se trataba del gen buscado, ya que la
homologia con la regién codificante es del 100%. Esta homologia sélo es interrumpida por
un intrén de 266 pb de longitud que comienza en el nucledtido +428 y finaliza en el +694. B
intron esta demarcado por los nucleétidos conservados 5 AG TG 3' que funcionan como
sitio aceptor y donador respectivamente durante el proceso de maduracién del ARNm. La
disposicion del intrén es similar a la de otros genes de PLTPs, generando un segundo exén
que codifica para los dos aminodcidos terminales del extremo carboxilo de la proteina. La
comparacioén de la regién 3' no codificante del cDNA con la del clon gendémico, sitta el lugar
de la poliadenilacion del mensajero en el nucledtido +933. Sin embargo, la serial consenso
de poliadenilacion, AAUAAA, situada normalmente a unas 20 bases a la izquierda
(upstream) de este sitio no se encuentra. Se ha descrito otra sefial consenso en plantas
para la poliadenilacion TT(G/A)NNNTTTTTT, (Renan, 1987). Se buscéd alguna secuencia
que presentara algun grado de homologia con los consensos descritos situada a una
distancia adecuada del sitio de poliadenilacién.

TTGATAATTTTT a 21 pb del polyA
TTGTTTICTTTTTITI a1i00pb » »

AATCCAAT a34pb v

En funcién de la distancia y la homologia, la secuencia situada a 21 pb es la que tiene
mayor probabilidad de actuar como sefial para la poliadenilacién.

24. Presencia de elementos reguladores descritos en otros promotores de
genes regulados por estrés

Se han descrito consensos de secuencias en promotores de genes de plantas que
se expresan en condiciones de estrés que son reconocidas por factores de transcripcion.
Se ha buscado dentro del promotor del gen Tsw12 la presencia de secuencias homdlogas
a estas cajas, lo cual no significa que estén necesariamente implicadas en la regulacion de
la transcripcion en este caso concreto.

La transcripcién del gen Tsw12 se activa por tratamientos exégenos con ABA. Por
tanto, lo primero que se buscé una vez obtenida la secuencia del clon, fue la secuencia de
posibles ABRESs previamente descritas. No se ha encontrado ninguna secuencia homéloga
alas ABREs Em1A, GGACACGTGGC (Marcotte et al., 1989), motivo |, CCGTACGTGGCGC
(Mundy et al, 1990), hex-3, GGACGCGTGGC (Lam and Chua, 1991), Sphl,
TCCATGCATGCAC (Hattori et al.,1992) o la correspondiente al gen CDeT27-45,
AAGCCCAAATTTCACACAGCCCGATAACCG (Nelson et al.,1994).



Dentro de la secuencia promotora del gen Tsw12 se han encontrado secuencias
que coinciden con el consenso de las cajas G (Ref.). Las cajas G se han localizado en
promotores de genes que se expresan en distintas condiciones de estrés, (Referencias).

consenso la caja G CACGTG

en el promotor TSW12 -673 CCTACGTGAA
-612 ATGACGTTAG *
-213 ATTACGTACT
-89 TTTACGTAAT *

en el intrén +412 TCCACGTATG
+524 GATACGTTTA *

en la regién 3' no transcrita +105 ACAACGTGTA *

Las secuencias sefialadas con un asterisco (*) se en la cadena no codificante del clon
Tsw12

B promotor de la a-amilasa responde tanto al ABA como al acido giberélico. Se ha
descrito la posible participacion de la secuencia TAACAA en la respuesta al ABA (Gubler
and Jacobsen, 1992). Dentro del promotor Tsw12 de han encontrado secuencias similares
a la secuencia TAACAA en las posiciones -1071, -1038, -588, -328, +92, +1064.

Ofras secuencias implicadas en la interaccion con factores de trancripcién que
modulan la actividad de promotores durante periodos de estrés osmético o salino son las
cajas DRE, Myb y las que operan en condiciones de bajas temperaturas. No se han
encontrado secuencias homélogas o similares a la caja DRE TACCGACAT, (Yamaguchi-
Shinozaki and Shinozaki, 1994) ni al motivo TGCCGACA, presente en varios genes
inducidos por ABA y por frio (Stokes et al., 1994, ref cor78).

B gen Atmyb2 de A. thaliana, homdlogo de la familia MYB, se regula por estrés
hidrico, salino y por tratamiento con ABA, (Urao et al, 1993) y la proteina muestra
especificidad de unién a la secuencia consenso myb. La relacién de secuencias dentro del
promotor Tsw12 que muestran similitud con este consenso es la siguiente;

consenso myb C/T AACGIT G
-756 TAACTG
-646 CTACTG
-616 TTACTG
410 AAACTG
-286 GGCAAT
-199 AAACTG
Los consensos myc y myb fueron previamente identificados en el promotor del gen

Bz1 de maiz (Roth et al., 1991). La disposicién relativa entre las secuencias myb y myc es
importante para que se pueda establecer una interaccién entre los factores que las



reconocen. En la secuencia del promotor Tsw12 se encuentran asi mismo secuencias
homologas al sitio de reconocimiento por factores de trancripcion pertenecientes a la
familia myc.

consenso myc NCANNTGN

en el promotor TSW12
-1053 ACAATTGA *
-813 ACATGTGT *
-880 ACAAATGT
-505 ACATTTGT
-318 CCACATGT

La secuencia TACPyAT esta repetida en el promotor de la chalcona sintasa de
Petunia hybrida dentro de la secuencia comprendida entre-67 y -53 (van der Meer et al.,
1992). Esta secuencia controla la especifidad de expresion en los tejidos actuando como
un moédulo dominante negativo. En el gen Tsw12 se encuentra esta secuencia, TACTAT,
en la regién 5' no codificante en las posiciones +39 y +51. Solapando una base con la
primera secuencia se encuentra la secuencia TACTCT, que muestra de similitud con el
consenso.

estructura de la regidn: TACTATACTCTTTACTAT

2.5. Comparaciéon con la secuencia de otras LTPs

El gen Le16 de tomate codifica una PLTP que tiene un patrén de expresién espacial
muy similar al del gen Tsw12. Se induce también por desecacién y responde al tratamiento
exégeno con ABA, (Plant et al., 1991). La comparacion de la secuencia de aminoacidos
deducida de ambos clones de cDNA mostraba que la homologia entre ambas proteinas
desaparecia a partir del aminoacido 60 de la proteina madura, (concretamente pasaba de
un 91% a un 8%). Por insercion de un nucledtido en esa posicion, el grado de homologia
se restablecia hasta un 75%. Recientemente, los autores han corregido la secuencia del
clon en la que efectivamente, faltaba un nucleétido (referencia libro verde). La
comparacion de las secuencias de los clones genémicos Le16 y Tsw12, confirmé que se
trata de genes distintos pertenecientes a la misma familia multigénica. Las regiones que
tienen mayor homologia se reducen al transcrito, tanto en las regiones codificantes como
en las no codificantes. La homologia entre los promotores e intrones de ambos genes no
es llamativa, aunque existen algunas regiones conservadas. La relacién de estas
secuencias se detalla mas abajo. El alineamiento de secuencias se llevé a cabo mediante
el método Martinez/Needleman-Wunsch. Es interesante destacar que las secuencias



homologas se encuentran localizadas en posiciones similares a partir de la posicién -550
en ambos genes.

Tsw12 -811 AC-CGTTAAACTCATTTTTAA
Le16 -628 ACACCTTAAACTCATTTTTAA
Tswi2 <721 TCCAATTT

Le16 -557 TCCAATTT

Tsw12 -497 CATTTGTTT

Le16 -630 CATTTGTTT

Tsw12 -393 TGACTT

Le16 -421 TGACTT

Tswi2 -371 TTACTCTACTTTA- - - AATAACC
Le16 -387 TTACTCTT-TTTA----- -- AATAACC
Tsw12 -193 TTTGTGAAGCGAAGG

Le16 -177 TTTGTGGATTG--GG

Tswi12 -128 TGACTTTATAAC-C

Le16 -108 TGACTTTATA-CTC

Tsw12 -93 CACCCCAAC

Le16 -75 C-TCCCAAC

Tsw12 +64 TCCTCTCTAT

Le16 -40 TCCTCTCTAT

Tsw12 -8 CTCACTATCTTTTTCACC

Le16 -25 CTCACTAGCTTTTACACC

La secuencia descrita en el promotor de la chalcona sintetasa que controla la
especificidad de tejido, TACPyAT (van der Meer et al., 1992) mencionada en el apartado
anterior, se encuentra también en el promotor Le16 en las posiciones -506, -313 y +21.

La posicion del intron en ambos genes es idéntica, aunque tienen distintos tamarios.
En ambos casos ocupan una posicion 3' terminal definiendo dos exones de 112 y 2
aminodcidos. El intrén del gen Tsw12 consta de 266 pares de bases, mientras que el del
gen Le16 tiene sélo 157. La diferencia de tamafo entre ambos es de 109 pares de bases.

B promotor del gen Ltp1 de Arabidopsis presenta cierta homologia en pequeias
secuencias conservadas en los promotores de los genes implicados en la ruta de los
fenilpropanoides denominadas cajas |, Il y lll (Thoma et al., 1994). En el promotor Tsw12 se



han encontrado secuencias similares a dos de estas cajas. No se han encontrado estas
cajas en el promotor Le16.

Consenso caja | A/TCTCACCTACCA/C
secuencias presentes en Lip1 -314 ACACACCTATAA
-58 ACGTACCTACTC
en Tsw12 -67 TC_CACCTAACTC
Consenso caja |l C/T CAAC A/IC AACCAICA
secuencia presente en Ltp1 -110 CCAACCACCAAC
secuencia presente en Tsw12 -848 TCAACACAAACG

-326 ACAACTTCCCAC
-72 CCAACATCCACC

Recientemente se han aislado cuatro clones genémicos homodlogos denominados
- Wax9(A, B C y D respectivamente) correspondientes a LTPs en bréccoli (Pyee and
Kolattukudy, 1995). Tras comparar las regiones promotoras, se identificaron segmentos
homologos conservados situados en las 200 pares de bases contiguas al inicio de
transcripcion. Estas cajas conservadas no se mantienen en la secuencia promotora del
gen Tsw12.

También se han encontrado secuencias homoélogas a los consensos de
reconocimiento de los factores de transcripcién myb y myc en dos promotores de PLTPs
de cebada (Linnestad et al., 1991; Kalla et al., 1994). Como se describié previamente, la
distancia entre ambas secuencias es crucial para la interaccion entre estos factores. En el
caso del gen Bz1, la distancia es de 7 nucledtidos, en el de Ltp1 y Ltp2 es de 39 y 16
respectivamente. La separacién entre estas secuencias en el promotor del gen Tsw12 es
mayor que la descrita en estos promotores, por tanto, parece improbable que estos
factores pudieran actuar de forma cooperativa (en el caso de que participaran en la
regulacion de este gen).

3. ESTUDIO DE LA REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEL GEN Tsw12

La especifidad de la expresion génica esta determinada por las regiones
reguladoras. Generalmente, las regiones que modulan la actividad del complejo
transcripcional se encuentran en la regiéon del promotor, aunque se han descrito genes
que contienen secuencias reguladoras en intrones (Ref), en las regiones 3' no
codificantes (Ref) e incluso en la regién 5' no codificante (Ref), aunque en este Ultimo
caso, las zonas reguladoras estadn implicadas principaimente en procesos post-



transcripcionales, procurando una mayor estabilidad del mensajero, o una traduccién mas
efectiva de éste.

En organismos complejos, la estrategia dptima para determinar qué elementos en cis
son importantes para regulacion de la expresion de un gen son los analisis mutacionales.
Consiste en aislar el gen, mutarlo in vitro y transferirlo posteriormente al organismo del que
procede, en este caso, la planta. La mutagénesis realizada en este trabajo ha consistido
en la construccion de genes quiméricos que contienen la region promotora del gen Tsw12
fusionada al gen informador de la B-glucuronidasa (GUS) (Jefferson et al., 1986). Se han
realizado fusiones traduccionales y transcripcionales del promotor Tsw12 con el gen de la
R-glucuronidasa. Se han transfectado protoplastos de tabaco, bombardeado plantas de
tomate y transformado plantas de tabaco de forma estable con las construcciones
quiméricas.

3.1. Construccién de genes quiméricos: promotor Tsw12/8-glucuronidasa

3.1.1. Fusion traduccional

Todas las PLTPs descritas contienen un péptido sefal constituido por residuos
mayoritariamente hidrofébicos (von Heijne, 1983) mediante el cudl se traslocan al reticulo
endoplasmico cotraduccionalmente (S. Madrid, 1991; Bernhard et al., 1991). La inclusién
del péptido sefial en la construccion del gen quimérico permitiia determinar el
compartimento celular al que se secretaria la proteina hibrida mediante la deteccién de la
actividad GUS. La actividad GUS puede ser detectada en tejidos y en células por
observacion directa o bien en cortes finos al microscopio 6ptico; la deteccién en
estructuras u organulos subcelulares requiere la obtencion de cortes ultrafinos (50-250
nm) y la observacién al microscopio electrénico.

B fragmento -1194/+197 del clon gendmico Tsw12, de extremos Hindll/NlalV que
contenia el promotor, los 23 aminoacidos que forman parte del péptido sefial y 11
aminoacidos de la proteina madura TSW12, se subcloné en el vector pBI101.1 digerido con
Hindlll y Smal y desfosforilado.

En la figura 11 se esquematiza la clonacion realizada. Los plasmidos de la serie
pBI101, derivados del vector binario pBIN19, contienen la regién codificante del gen GUS,
el terminador de la nopalina sintetasa y un sitio de clonacién mdltiple a la izquierda del inicio
de traduccion del gen GUS. Las tres versiones del plasmido incorporan cada diana en una
fase distinta de lectura, lo cudl permite la clonacién de promotores que aporten su propio
inicio de traduccion.
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Figura 11. Clonacion traduccional del promotor Tsw12 (-1194/+197) en el vector pBI101.1.

De las multiples colonias transformantes analizadas, sélo una de ellas contenia el
inserto de aproximadamente 3.6 Kb liberado por la digestion con EcoRI y Hindlll. Mediante
secuenciacion, utilizando como cebador el oligonucleétido GUS, se corroboré la identidad
del transformante y que la fase de lectura de la proteina hibrida TSW12::GUS era correcta.
La secuencia del oligonucledtido era 5' XXXXX3' y correspondia a los nucleétidos (x) e (y)
de la cadena no codificante del gen GUS. Esta construccion se utilizé para la
transformacién estable de plantas de tabaco.

El vector binario portador de la fusion traduccional se transformé en A. tumefaciens
siguiendo el método de congelacion-descongelacién (Hofgen and Wilimitzer, 1988). La
presencia del plasmido y del fragmento clonado se verificd por digestion con Hindlll y EcoRI
del ADN purificado y se confirmé por Southern utilizando la sonda GUS. Se escogié uno de
los transformantes para la transformacion de los discos de hoja de tabaco. Se
traspasaron a medio de enraizamiento unos 30 explantes verdes y bien formados. B
numero de loci Tsw12:GUS integrados por genomio de planta se detecté por Southern en
12 de las plantas que enraizaron en presencia de kanamicina.



Se realizdé un ensayo preliminar para determinar la actividad GUS dirigida por el
promotor Tsw12. El ensayo consistia en poner en contacto las hojas a través de los
peciolos con una solucién Hoagland a la que se habia adicionado 15 g/l de NaCl. En
ninguno de los extractos proteicos de las hojas y los peciolos incubados con el sustrato
MUG se detectd actividad fluorimétrica debida a la actividad enzimatica de la proteina GUS.

Cabia la posibilidad de que el gen estuviera integrado pero que no se expresara;
para determinarlo, se resolvieron 30 ug de extracto proteico de hojas y peciolos tratadas
en un gel de poliacrilamida-SDS al 8% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa.
Como control positivo, se resolvieron en el mismo gel extractos de proteinas de hojas de
plantas transformadas con el promotor del virus del mosaico de la coliflor fusionado al gen
GUS (CaMV35S:GUS), y como control negativo, extractos de plantas sin transformar. La
membrana se incubd con suero de conejo que contenia anticuerpos frente a la proteina
GUS (Clontech, Inc., Palo Alto,Calif) y se reveld6 con anticuerpos anti-lg de conejo
conjugado a fosfatasa alcalina. El resultado se muestra en la Figura 12. El anticuerpo
antiGUS reacciona especificamente con una proteina presente en todos los extractos
excepto en el procedente de plantas no transformadas. La movilidad de la proteina de
fusion TSW12:GUS esta retardada con respecto a la proteina GUS. La proteina de fusién
madura difiere de la proteina GUS en 17 amimoacidos, 11 de ellos procedentes de la
proteina TSW12 y los 6 restantes de la traducciéon en fase del sitio de clonaje multiple. B
incremento en el peso molecular de la proteina es de 1.7 kDa, lo cudl parece insuficiente
para justificar esta diferencia en la movilidad.

B péptido sefial de la proteina TSW12 transloca la proteina hibrida TSW12::GUS al
sistema de endomembranas, dénde se N-glicosila. Esta modificacién supone un incremento
en la masa molecular de aproximadamente 2 kDa con respecto a la proteina GUS
citoplasmica, es decir sin péptido seiial (Farrel and Beachy, 1990). Por otra parte, la
pérdida de actividad enzimatica observada también es atribuible a la N- glicosilacién de la
proteina GUS (lturriaga et al., 1989).

97 —

66 —

Figura 12. Analisis de los extractos proteicos procedentes de plantas de tabaco control (1),
transformadas con el control positivo, 35CaMVSGUS (2), y transformadas con la fusién traduccional
Tsw12/GUS (3) y (4) transferidos a filtro e incubados con anticuerpos especificos antiGUS.



Para la determinacién del compartimento subcelular al que se secretaba la proteina
hibrida, se inmunolocalizé ésta mediante técnicas de microscopia electrénica en cortes
ultrafinos de tallos de plantas de tabaco transformadas con la fusién traduccional.
Previamente, se determiné mediante impresiones de tallos y peciolos sobre membranas de
nitrocelulosa (tissue printing) en qué tejidos se expresaba el gen quimérico Tsw12:Gus.
Esta técnica se basa en la adsorcion de proteinas al filtro de nitrocelulosa por presiéon de
secciones de tejidos sobre ésta, obteniendose una imagen estable y fiel de la superficie
del corte (Cassab y Varner, 1987). Las plantas transgénicas de tabaco, crecidas en medio
Hoagland, se trataron durante 24 h con 15 g/l de NaCl. Las secciones se incubaron y se
revelaron con el mismo anticuerpo primario y secundario que se utilizaron en el western
anterior.

La sefial aparecia en la epidermis y en el tejido vascular, como se puede apreciar en
la Figura 13 aunque se detectaba fondo inespecifico, debido a la presencia de pigmentos
que adquirieron una tonalidad similar a las del producto de reaccion de la fosfatasa alcalina
durante las sucesivas incubaciones.

Mediante esta técnica se obtuvo la primera evidencia de la actividad el promotor
Tsw12 en plantas de tabaco y de la especificidad de la expresiéon en tejidos de tallos,
concretamente en células de tejido vascular y epidérmico.

Figura 13. Impresiones sobre nitrocelulosa de tallos de plantas de tabaco silvestres (1) y transformadas
con el promotor Tsw12/GUS (2), procesadas con anticuerpos especificos antiGUS.



Para la localizacion subcelular se realizaron cortes ultrafinos sobre tejidos de tallos
de plantas tratadas con 15 g/l de NaCl y plantas no tratadas. La Figura 14 muestra los
resultados obtenidos. La proteina hibrida se localiza mayoritariamente en la pared celular
de las células de los vasos del floema. Esto implica que el péptido sefial y los 11 primeros
aminodacidos de la proteina madura TSW12 son suficientes para dirigir el trafico de la
proteina hibrida TSW12::GUS hacia la pared celular. En los cortes de plantas tratadas se
encuentra una mayor densidad de particulas de oro por unidad de superficie frente a los
de plantas no tratadas, por tanto, el promotor tiene capacidad de respuesta al tratamiento
salino.

Figura 14. Micrografia electrénica de células de los vasos del floema de plantas de tabaco
transformadas con el promotor Tsw12/GUS en condiciones control (C) o tratadas con 15 g/l NaCl (S).



3.1.2. Fusion transcripcional

La fusién transcripcional se planteé como alternativa a la fusién traduccional dada la
inactividad enzimatica de la B-glucuronidasa. En este caso se clond la secuencia
codificante del gen GUS frente a la regiéon promotora y parte de la region §' no codificante
del gen Tsw 12. La traduccién, por tanto, se inicia a partir del ATG del gen Gus.

Como se ha mencionado previamente, se ha descrito la presencia de elementos
reguladores en la region 5' no codificante de varios genes (Ref). En esta construccion se
ha intentado mantener la regién comprendida entre el inicio de transcripcion y traduccién
de forma que los niveles de proteina, si estuvieran condicionados por esta regién, fueran
lo mas aproximado cuantitativamente a los del gen Tsw12 intacto. Gracias al experimento
por primer extension se conocia el punto de inicio de la transcripcién, y por lo tanto el
tamario y el mapa de restriccion de la region 5' no codificante del mensajero. Como todas
las enzimas que cortan en esta region, lo hacen al menos una vez mas en el promotor, no
se podian utilizar.

Entre las alternativas posibles, se escogid la obtencion de una delecién de
aproximadamente 150 pb del fragmento Hindlll/ NlalV (-1194/+197) desde el extremo 3'
mediante la enzima Exolll, (este fragmento, subclonado en pSK se utilizd para la realizacion
de la fusién traduccional, como se detalla en la Figura 11). 10 pg de plasmido se cortaron
primero con la enzima BstXl (que deja extremos 3' prominentes), después con EcoRI (que
deja extremos 5' prominentes), quedando en el extremo 3' la diana Sacl para liberar
posteriormente los fragmentos delecionados. La velocidad tedrica de corte de la Exo Ul
llevando a cabo la reaccion a 25 °C y 75 mM de NaCl es de 40 pb/min. Se tomaron alicuotas
de la reaccién en estas condiciones a distintos tiempos de incubacién y parte de éstas se
resolvieron en gel de agarosa para determinar el tamaro de los fragmentos originados. Los
productos delecionados se ligaron y con ellos se transformaron bacterias XL1-Blue.

Se hicieron midipreparaciones de ADN de dos colonias de cada uno de los cuatro
primeros tiempos de incubacién para determinar, por secuenciacién utilizando el oligo M13
reverse (Promega), en qué nucledtido comenzaba cada delecién. La velocidad media de
corte de la Exolll resulté ser de 33 nucledtidos por min. La unica delecion valida obtenida
fue una de las correspondientes a la alicuota tomada después de cuatro minutos de
incubacion con la Exolll; esta delecion empezaﬁa en el nucledtido +64. Sin embargo, esta
delecién resultd inservible, ya que se formé un nuevo ATG en el cudl la A y la T eran
aportadas por el extremo de la delecion y la G era el resto de la diana de restriccion BstX|
tras el tratamiento con la nucleasa S1.

Se sembraron mas colonias de los tiempos correspondientes a 4 y 5 min. Se
analizaron por secuenciacién 25 colonias, de las cuales 18 resultaron ser distintas. Solo
en dos de ellas comenzaba la delecion dentro de la region del transcrito 5’ no codificante.
Se escogi6 la que empezaba en el nucledtido +76, (la otra empezaba en el +78). La
delecion obtenida se cortd en el extremo 3' con Sacl, que deja extremos 3' prominentes, se
tratd con la polimerasa del fago T4 para dejar los extremos romos y se liber6 el fragmento



cortando en el extremo 5' con Hindlll. Este fragmento se subcloné en el vector pBlueGus
digerido previamente con las enzimas Smal y Hindlll y desfosforilado. Este vector es una
modificacion del plasmido pSK- que contiene el gen de la 8-glucuronidasa y el terminador
de la octopina sintetasa subclonados en el sitio Smal (cedido por T. Martin). El proceso se
esquematiza en la Figura 15.
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Figura 15. Obtencién del fragmento -1194/+76 del promotor Tsw12 y clonaciéon en el vector pBlueGus



Esta construccion intermedia era necesaria porque se requeria la existencia de un
juego de dianas de restriccion apropiado para realizar posteriormente deleciones desde el
extremo 5' del promotor; una vez realizadas éstas, se utilizarian directamente estas
construcciones para los experimentos de expresion transitoria.

Se secuenciaron los plasmidos procedentes de tres colonias utilizando un
oligonucledtido interno de la B-glucuronidasa y todas las construcciones resultaron ser
correctas.

La fusién transcripcional realizada tenia una region 5' no codificante de 97
nucledtidos, sélo 3 nucleétidos mas que la secuencia original del gen Tsw12. De los 97, 76
correspondian al gen Tsw12, 4 eran restos de los sitios de restriccion y el resto
correspondian a la regién 5' no codificante del gen de la R-glucuronidasa.

3.1.3. Obtencién de versiones delecionadas del promotor Tsw12

A continuacién se realizaron deleciones desde el extremo 5' del promotor para llevar
a cabo los estudios funcionales del promotor. B plasmido pBlueGus conteniendo la fusion
transcripcional se prepar6 con las enzimas Apal y Xhol para tratarlo con Exolll. Para
obtener fragmentos que difirieran entre si aproximadamente 200 pb, se mantuvieron las
condiciones de sal y temperatura empleadas en el experimento anterior y se prolongé el
tiempo de incubacién. Ademas se llevaron dos series de deleciones en paralelo empleando
en cada una distinto nimero de unidades de Exolll.
La determinacion de la longitud de las deleciones se realizd6 mediante ensayos de PCR,
(ver materiales y métodos, seccién 7.1.), empleando los oligos M13 y GUS. La resoluciéon
en gel de agarosa de los tamarios de los fragmentos de las deleciones amplificados por
PCR se muestra en la Figura 16.
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Se secuenciaron los plasmidos procedentes de las colonias 5, 9, 10, 11, 14, 15, 17,
18 y 20 utilizando el oligo M13. Se escogieron las colonias 9, 10, 11, 14 y 17 en las cuales
las deleciones comenzaban en los nucledtidos -902, -392, -69, -314 y -522
respectivamente. En una segunda ronda se escogieron otras deleciones que empezaban
en los nucleétidos -221, -789 y -683. Se contaba también con la construccién original -
1194 no delecionada. Estas construcciones estaban ya preparadas para los ensayos de
expresion transitoria. A partir de ahora, nos referiremos a estas construcciones como A-
1194, A-902, A-789, A-683, A-522, A-392, A-314, A-221, A-69.

Figura 17. Esquema de las deleciones del promotor A-1194 seleccionadas para realizar los experimentos
de expresion transtoria.

3.2. Expresién transitoria

3.2.1. Expresioén transitoria en protoplastos de mesdfilo de hoja de tabaco

La transformacion de protoplastos es la forma mas rapida de detectar la actividad de
un promotor, aunque este sistema tiene bastantes limitaciones; es semicuantitativo y no
puede detectar la especifidad de tejido. En el caso concreto del gen Tsw12, la informacién
a obtener estaba limitada a priori por la imposibilidad de induccir los protoplastos con NaCl,
agente inductor de la expresién del mensajero tsw 12 (Torres-Schumann et al., 1992). Los
objetivos de este experimento se centraron en determinar si la fusién transcripcional era
activa e intentar dilucidar el papel del ABA en la expresién del promotor.



La transfeccién de protoplastos de meséfilo de hoja de tabaco se ha realizado
siguiendo dos métodos distintos, mediante PEG y por electroporacién (proceso descrito en
materiales y métodos, seccion 16.). En cada evento de transformacion se incluyeron como
control positivo el plasmido 35SCaMV:Gus y como control negativo, el plasmido pSK; asi
mismo, como control de la preparacion de protoplastos y de la reaccién fluorimétrica, se
incluyeron un par de muestras sin transformar.

La construccién traduccional descrita en la Figura 11 se liberé del plasmido pBI101.1
por digestién con las enzimas Hindlll y EcoRl y se subcloné en pSK para realizar los
experimentos de expresioén transitoria. La actividad fluorimétrica detectada en los ensayos
realizados con extractos de protoplastos transformados con la construccién traduccional
fue similar a la registrada en el control sin transformar. Las causas de la inactividad de
esta construccion se discutieron previamente.

Se utilizé6 la construccion A-1194 para determinar la actividad de la fusidn
transcripcional. Los ensayos de actividad fluorimétrica registraron medidas positivas de
fluorescencia con respecto al control sin transformar, por tanto, la fusién transcripcional
era activa en condiciones control. Para optimizar el tiempo de incubacidén de las muestras,
se determind la cinética de expresidn del gen transformado y se recogieron las muestras
transformadas a las 12, 24, 36 y 48 h de incubacién. La actividad maxima se detectd a las
36 h y decrecia a partir de este tiempo, como se observa en la Figura 18-A. Este
experimento se repitié dos veces y en todas las ocasiones se llevdé cada muestra por
duplicado.

Una vez optimizadas las condiciones de expresién, se incubaron los protoplastos
transformados con la construccion A-1194 en ausencia y en presencia de ABA 10 pM. La
media de las actividades GUS obtenidas en cinco experimentos independientes en los
cuales cada muestra estaba representada por duplicado o triplicado se detalla en la Figura
18-B. No existe 0 no se ha podido apreciar en las muestras tratadas con ABA un
incremento adicional significativo y repetitivo en la actividad GUS cuantificada.

La ausencia de induccién adicional en las muestras tratadas con ABA puede
deberse a que las concentraciones utilizadas (10 uM) fueran insuficientes para la
induccion de la expresion o, que dado que las condiciones osméticas de experimentacion
representan de por si estrés, lo que se mide en realidad son los niveles maximos de
induccién en estas condiciones.
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Figura 18. Actividad GUS registrada en extractos proteicos de  protoplastos de tabaco
transformados con la construccion A-1194. A) Actividad GUS en protoplastos Control y a distintos
tiempos de incubaciénB) suplementados con ABA.

3.2.2. Experimentos de bombardeo de particulas

La ventaja que tiene este sistema con respecto al anterior es que permite determinar
la expresién de las construcciones en tejidos diferenciados de la misma especie. Los
resultados obtenidos son cualitativos y permiten establecer de visu qué construcciones
son mas o menos activas. El sistema de cuantificacion utilizado, aunque aproximado fue el
conteo del nimero de impactos por muestra que no tiene en cuenta la intensidad de éstos.
Lo éptimo es la cotransformacion de cada muestra con cantidades fijas de ADN de otra
construccion que contenga un gen facilmente cuantificable, como la luciferasa, para
determinar la eficiencia de cada disparo. Cuando se llevaron a cabo estos experimentos,
se carecia de la infraestructura necesaria para la realizacién de estos controles, por esta
razén no se incluyeron.

3.2.2.1. Bombardeo sobre plantulas de tomate. Sefales implicadas en
la germinacién

Se utilizaron plantulas de tomate de cinco dias de edad. Unas cincuenta plantulas por
muestra se colocaron sobre un disco de papel Whatmann de 5 cm de diametro empapado
en agua en el centro de una caja Petri. Las variables a controlar en el disparo, presién y
dispersion de las particulas fueron previamente puestas a punto para estas muestras. B
nivel 3 de distancia de la muestra al foco del disparo daba una dispersion éptima en



combinacion con la membrana de 100 Psis de resistencia. Cada muestra se bombarded
dos veces. A continuacion, las plantulas se incubaban a 25 °C en oscuridad durante 36 h
sobre papel de filtro empapado en agua. Para la deteccién cromogénica, se cortaban
primero las radiculas de las plantulas y se incubaban en tampoén X-Gluc durante una noche
a 37 °C con agitacion leve.

Se analizaron las construcciones A-1194, A-902, A-744, A-522, A-392, A-314, A-221,
y A-69. Como control positivo y negativo se utilizaron los plasmidos 35SCaMV:.Gus y pSK+
respectivamente.

En la Figura 19, se puede observar el aspecto de una plantula bombardeada con la
construccion A-1194. La actividad GUS mas intensa se encuentra en el tercio superior de
la plantula; en cuanto al numero de impactos que registran actividad, el nimero es
aproximadamente el mismo tanto en cotiledones como en el gancho o hook de la parte
superior de hipocétilo, si bien la intensidad y tamafio de cada impacto son mayores en este
ulimo tejido. En los dos tercios restantes del hipocotilo, los impactos registrados son
ocasionales y de menor intensidad. En ninguna de las radiculas examinadas se encontrd
rastro alguno de actividad GUS.

Figura 19. A) Actividad del promotor Tsw12 en plantulas de tomate bombardeadas con Ia
construccién A-1194 ; esquema de una plantula sefialando las regiones con actividad GUS mas intensa.
B) Vista en conjunto de las plantulas bombardeadas con las distintas deleciones, C) Actividad de las
deleciones A-314, A-221 y A-69 en plantulas de tomate.

Bl objeto de utilizar las deleciones de la construccién transcripcional era determinar
qué regiones del promotor eran importantes para conferir el patrén caracteristico durante
la germinacién. En todas las construcciones bombardeadas se ha observado el mismo
patrdén cualitativo, excepto en la delecion A-69, en la que el nimero de impactosque
presentaban actividad GUS era muy pequefio y la intensidad del color muy débil,
equiparable a la muestra bombardeada con el promotor minimo del -70 35SCaMV:Gus.



Se han detectado diferencias cuantitativas entre el resto de las deleciones, debidas
seguramente a la existencia de elementos potenciadores de la expresién. En la Figura 20
se representa la media del niUmero de impactos por muestra.
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Figura 20. Nimero medio de impactos que presentaban actividlad GUS en plantulas de tomate
bombardeadas con las distintas deleciones del promotor Tsw12.
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3.2.2.2. Bombardeo sobre hoja adulta de tomate. Respuesta a la sal

Este experimento se realizé utilizando las condiciones descritas en el apartado
anterior. Las hojas jovenes de tomate se recolectaban inmediatamente antes de la sesién
de disparos y se disponian de forma que la superficie a bombardear fuera el envés, ya
que en esta cara la cuticula es menos gruesa. Una vez disparadas las muestras, se
incubaban en cajas Petri tapizadas con papel de filtro embebido en agua y en 10 g/l de sal.
Las hojas se colocaban cuidadosamente con el haz hacia arriba y con el peciolo en
contacto con el papel de filtro.

Se utilizaron las mismas construcciones que en los bombardeos realizados sobre
plantulas. Como se puede observar en la Figura 21, la construccién A-1194 presenta un
comportamiento anélogo al del mensajero tsw12 (Torres-Schumann et al., 1992). En las
hojas incubadas en condiciones control no existe expresion o ésta es muy débil, mientras
que las incubadas con sal presentan actividad GUS. Este patron se mantiene en las
deleciones A-902 y A-744. A partir de la delecion A-522, existe actividad GUS en la hoja



control aunque el nimero de impactos que presentan actividad GUS (asi como la
intensidad de éstos) sigue siendo mayor en hojas tratadas con sal.

La actividad GUS en hojas bombardeadas con la construccion A-314 y tratadas con sal, es
muy intensa. Los puntos azules se localizan mayoritariamente en el nervio central y en las
nerviaciones secundarias de la hoja, como puede comprobarse en la Figura 21. La
actividad GUS detectada en las hojas bombardeadas con la construccion A-221 desciende
notablemente aunque aln parece detectarse se detecta un incremento, aunque leve, de la
actividad GUS en las hojas tratadas con sal frente a las hojas incubadas con agua. La:
muestra bombardeada con la delecion A-69 carece totalmente de actividad GUS tanto en
las hojas control como tratadas con sal. Los experimentos se realizaron tres veces de
forma independiente y en cada uno se dispararon todas las muestras en una misma
sesion.

Figura 21. Actividad GUS en hojas adultas de tomate control (C) 6 tratadas con 10 g/l de NaCl (S)
bombardeadas con las construcciones A-1194 (1), A-314 (2), A-221 (3) y A-69 (4).

Los resultados obtenidos por bombardeo sobre plantulas y hojas de tomate indican que:

- la fusién transcripcional es activa tanto en plantulas como en hojas de tomate.

- la actividad del promotor se concentra en el tercio superior del eje de la plantula,
fundamentalmente en el gancho del hipocotilo y en los cotiledones.

- la delecidn A-221 contiene las sefales necesarias para conferir a las plantulas el mismo
patron espacial que la construccion A-1194 en las muestras ensayadas.

- entre las deleciones A-314 y A-221 existen probablemente secuencias que modulan
positivamente la transcripcién del gen Tsw12 en plantulas y hojas adultas de tomate. Entre
las deleciones A-392 y A-314 existen indicios de la existencia de secuencias que regulan
positivamente la expresion en platulas de tomate.

- el promotor clonado contiene los elementos necesarios para la respuesta a la sal en hoja
adulta de tomate.

-la delecion A-221 sigue manteniendo la capacidad de respuesta a la sal, por tanto, en la
secuencia comprendida entre la delecién -221 y -69 podrian encontrarse al menos parte
de los elementos en c¢is minimos necesarios para interaccionar con los factores de
transcripcidon responsables de conferir esta expresion.



3.3. EXPRESION ESPACIAL Y TEMPORAL DEL PROMOTOR

3.3.1.Transformacién estable de plantas de tabaco

Con la informacién obtenida en los experimentos de expresion transitoria se
seleccionaron las construcciones A-1194, A-522, A-314, A-221 y A-69 en pBlueGus para
subclonarlas en el vector binario pBin 19 (Bevan, 1984), que pemite la introduccion de
ADN exogeno en el genomio de plantas. En este caso, la transformacion se realizé en
tabaco. Para facilitar el seguimiento del trabajo, se va a mantener la nomenclatura de las
construcciones.

Para la clonacién de los fragmentos, se digirieron primero los plasmidos con la
enzima Pvull que corta a ambos lados del sitio de clonacion mdltiple del plasmido pSK+ y
después con la enzima Xbal que tenia una diana de reconocimiento en el resto del sitio de
clonacién multiple del extremo 3, tras el terminador OCS. Los insertos resultantes se
aislaron y se subclonaron en el plasmido pBin19 previamente digerido con las enzimas
Smal y Xbal y desfosforilado. Este proceso se esquematiza en la figura 22.

Figura 22, Esquema de la clonacién de las fusiones transcripcionales del promotor Tsw12/GUS en el
vector pBin19.
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La mezcla de ligacion se transformo en la bacteria E. coli XL-1 Blue competente. Se
picaron cuatro colonias resistentes a kanamicina por cada construccién y se detectd la
presencia de los fragmentos mediante la ampliﬁ'cacién por PCR de la regién comprendida
entre la region promotora y la region 5' de la R- glucuronidasa utilizando para ello los oligos
M13 y GUS. Aparte, se verifico la presencia del inserto completo (excepto el terminador
OCS) mediante la obtencién de minipreparaciones de ADN y su posterior digestion con
Kpnl. Los plasmidos que cumplieron todos los requisitos anteriores se transformaron en
Agrobacterium tumefaciens competentes, y los transformantes se seleccionaron en
presencia de kanamicina y estreptomicina. La presencia del plasmido se comprobo
digiriendo minipreparaciones de ADN de al menos tres colonias por construccion con Xbal
y EcoRl y los fragmentos resultantes se analizaron por Southern hibridando con la sonda
GUS. De las colonias analizadas que contenian el plasmido se eligié un representante de
cada delecion para la transformacién de los discos de hoja.

Se pasaron a medio de enraizamiento al menos 30 tallos bien formados y verdes por
cada construccién. De las plantas que enraizaron en presencia de kanamicina, se pasaron
15 a tierra y posteriormente se analizd por Southern hibridando con la sonda Gus el
numero de integraciones que habia por genomio de planta. Este dato se constaté
posteriormente mediante el test de segregacion de la F4 durante la germinacién en medio
con kanamicina. Aquellas plantas cuya Fq se ajustaba a la proporcion 3:1 (viables/no
viables), se seleccionaban como portadoras de una sola integracion.

Se ha escogido el Southem realizado con las plantas transformadas con la delecién A-
1194 (Figura 23) para ilustrar el proceso general realizado con todas plantas
transformadas con el resto de las construcciones.

10 9 5 14 11 7 8 6 12 4 2 C

Figura 23, Southern
genémico realizado con ADN total
digerido con EcoRI de 12 plantas
transgénicas de tabaco
transformadas con la construccién
A-1194, hibridando con la sonda
Gus. Se escogieron las plantas
sefialadas con un asterisco en la
figura.

3.3.2. Analisis cuantitativo




3.3.2. Andlisis cuantitativo de la expresién en tejido vegetativo. Respuesta a
NaCly ABA

3.3.2.1. Plantas transformadas con el promotor completo

Se establecieron dos criterios para la seleccién de las plantas que portaban el
fragmento de -1194 pb, por una parte, el nimero de integraciones por genomio de planta, y
por ofra, la capacidad de respuesta al choque salino. Esta cualidad se determindé en un
ensayo GUS preliminar en el cual dos hojas de cada planta transgénica se ponian en
contacto con solucién Hoagland con y sin 10 g/l NaCl respectivamente.

Se escogieron cinco transformantes independientes que respondian
diferencialmente a la sal, de los cuales, cuatro portaban una sola copia, y uno, dos copias.
No se encontré diferencia entre el nivel de expresion de esta ultima planta y las restantes.
Todos los ensayos se han realizado con los cinco transformantes, con plantas de tabaco
sin transformar, como control negativo y con plantas transformadas con la construccion
358CaMV:.GUS como control positivo.

Para determinar la capacidad de respuesta de los transformantes escogidos al ABA
y al estrés salino-osmético, las plantas se crecieron hidropénicamente y cuando tenian
cinco nudos de tamario se trataron durante 24 h con 15 g/l NaCl, 100 uM ABA, 15 g/
NaCl+100 uM ABA y 400 mM manitol. Como control, se mantuvo una serie de plantas sin
tratar. Se recolecté el material discriminando entre raiz, tallo, hoja y peciolo de los nudos 1
y 4.
Para la realizacién del ensayo de fluorescencia, se ensayd la misma cantidad de extracto
proteico de cada muestra frente al sustrato MUG tomando tres tiempos de incubacion a 37
°C; 0, 15y 60 min.

En la Figura 24 se representa el promedio de la actividad GUS obtenida en los cinco
transformantes en cada tejido. La actividad se expresa en picomoles de 4-metilumberyl
obtenidos por minuto de incubacién y por mg de extracto de proteina ensayada. Las
secciones correspondientes al nudo superior se expresan como 1 y las correspondientes
al nudo inferior como 2.

La fusién transcripcional A-1194 es activa en tejido vegetativo de plantas de tabaco.
Se observa que existe actividad en todos los tratamientos realizados, incluso en plantas
no tratadas (aunque menos). Los experimentos de expresién transitoria realizados en
tomate con esta construccién concuerdan con el patrén de acumulaciéon del mensajero
tsw12. Por lo tanto, la represién de la expresién que se da en condiciones control en
tomate, no se respeta en tabaco.
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Figura 24. A) Actividad GUS presente en los extractos de plantas transformadas con la
construccién A-1194. B) Relacion entre los niveles de actividad existentes en situacién control y bajo los
distintos tratamientos.

B)
sal/cont. ABA/cont. ABAsall/cont. manitol/cont.

pec. 1 2.1 9.8 7.2 4.3
pec. 2 2.0 2.85 2.0 6.0
tallo 1 0.65 1.4 1.95 1.6
tallo 2 2.0 1.4 1.75 2.2
hoja 1 2.5 2.4 3.5 7.0
hoja2 |[1.7 0.8 1.6 2.0
raiz 0.4 6.0 7.5 8.2

Con respecto al efecto de los tratamientos, se observa un aumento de la actividad
GUS en todos los tejidos ensayados, con excepcion de la seccién superior del tallo tratada
con 15 g/l NaCl donde hay una disminucién con respecto al control.

La relacion de la actividad existente en los distintos tejidos de plantas tratadas con
respecto a plantas control se representa en la Figura 24 B. Constituyen los valores netos
de induccion de la expresion del promotor bajo los tratamientos realizados.

En peciolos, los niveles maximos de induccién con respecto al control se alcanzan
las seccién 1 6 apical de plantas tratadas con ABA y con NaCk ABA (9.8x y 7.2x
respectivamente). En las secciones basales de estas plantas la induccién es similar a la



registrada en plantas tratadas con NaCl, y es del orden de 2x. La expresion en plantas
tratadas con manitol aumenta 4.3x en la seccién apical y 6x en la basal con respecto al
control. En este tejido, los maximos valores absolutos de actividad se han detectado en las
secciones basales tratadas con manitol.

En tallos, la induccién neta es bastante similar en todos los tratamientos y secciones
y se sitha en torno a 2x, excepto en la seccién apical de plantas tratadas con sal, como se
sefalé previamente. Los maximos valores absolutos obtenidos en este tejido
corresponden a las secciones basales de plantas tratadas con manitol y con NaCl.

En hojas, la induccidén neta es mayor en las secciones apicales que en las basales
oscilando entre 2.5-2.4x en los tratamientos con NaCl y ABA respectivamente y hasta 7x
con manitol.

Hay que destacar la presencia de actividad GUS en extractos proteicos de raices,
teniendo en cuenta la ausencia o minima representaciéon del mensajero tsw12 en raices de
tomate en todas las condiciones testadas. Tal como se representa en la Figura 24, existe
una induccién de la actividad del promotor en este tejido en todos los tratamientos con
respecto a las plantas control, excepto en el tratamiento salino.

Tanto en las plantas control como en las tratadas con NaCl y manitol existe un
gradiente pronunciado en la actividad del promotor dentro de la planta. La actividad GUS es
mas elevada en las secciones basales que en las apicales. La relacién de la expresion
entre las secciones basales y apicales se muestra en la Figura 25. La mayor diferencia
existe dentro de los tejidos de tallos tratados con sal, donde alcanza un valor de 6.3x
frente a 2x en control y en los tratamientos con ABA, ABA/sal y 2.8x con manitol. La
diferencia de expresion entre las secciones de los tejidos procedentes de plantas tratadas
con ABA se hace menos acusada. Esta relacion a favor de la seccion basal se mantiene
también en las hojas y peciolos excepto en las muestras tratadas con ABA y ABA/sal,
dénde la relacién se invierte.

pec. 2/pec. 1 tallo 2/tallo 1 hoja 2/hoja 1
Control 2.2 2.0 3.6
NaCl 20 6.3 25
ABA 0.6 20 1.3
ABA/NaCl 0.6 1.8 1.7
Manitol 3.0 28 1.0

Figura 25. Relacién entre las actividades GUS detectadas en las secciones apicales y basales en
cada tejido.



En las secciones basales de tallo es dénde se localiza mayor actividad. En la Figura
26, extraida de la grafica general, se puede observar mas claramente las diferencias de
actividad existentes entre las dos secciones de tallos.

B talo1
O tke2

A-1194

8000 f=

6000 L.

4000

pmolMU/minmgprot

[y

2000

iAol gy
Rk ek iy

'-"-.:'-.:'-.:'-"ll\"-'\"-l'-
55
LA R At g

ST e o T LA X XA

Figura 26. Actividad GUS en
tallos de plantas A-1194.
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En los estudios de expresion del mensajero tsw12 en plantas de tomate realizados
inicialmente (Torres-Schumann et al.,1992), no se discrimind entre distintas secciones de
la planta. Para comparar los resultados obtenidos con los previos, se representd la media
de las actividades detectadas en las dos secciones de tallos. La representacién de los
valores resultantes se pueden observar en la Figura 27. El comportamiento de las plantas
transgénicas frente al tratamiento con sal y ABA se puede correlacionar con la
acumulacién del mensajero tsw12 en plantas de tomate, aunque con algunas excepciones.

El tratamiento doble ABA+ NaCl incrementa la actividad del promotor con respecto a
los tratamientos simples, mientras que el ABA (100 uM) activa el promotor en menor
medida que el NaCl. El manitol se destaca como principal inductor global de la expresion
siendo ligeramente superior al del tratamiento doble ABA/sal.
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3.3.2.2. Plantas transformadas con las deleciones del promotor

Se seleccionaron plantas transformadas que contenian una sola copia integrada

para realizar los ensayos de cuantificacion de la actividad fluorimétrica. No se realiz6 en
esta ocasion un ensayo preliminar para determinar la respuesta frente a la sal, ya que se
desconocia si las deleciones mantendrian dicha capacidad de respuesta. Para paliar los
posibles efectos posicionales se aumentd el nimero de transformantes de cada delecion
utilizados en cada ensayo.
Dado que en los ensayos realizados con la construccion A-1194 la actividad resulté ser
mas elevada en la seccion basal de las plantas, para el andlisis de las deleciones sélo se
recogieron muestras de tallo, hoja y peciolo basales y de raiz. Se midié la actividad de las
plantas transgénicas en condiciones control, y tratadas con 15 g/l NaCl y 100 pM ABA.

- Caracterizacion de la delecion A-522

Se utilizaron en un primer ensayo seis transformantes independientes que portaban
una sola integracion del gen quimérico. En ninguno de los tejidos y en ninguno de los
tratamientos se detectd actividad GUS por encima de la obtenida con extractos proteicos
de plantas de tabaco no transformadas. Se aumentd el nimero de plantas hasta doce. De
las seis nuevas plantas, cuatro tenian dos integraciones y las dos restantes tres. En la
repeticion de los ensayos, en solo una de las plantas se registrdé una minima actividad.
Teniendo en cuenta el niumero de plantas ensayadas y que esta planta contenia mas de
una integracién, es probable que la escasa actividad determinada se debiera a un efecto
posicional.

Los resultados obtenidos con estos transformantes no encajan con los obtenidos en los
experimentos de bombardeo de particulas con esta misma delecion en plantulas y hojas de
tomate. Volviendo a la Figura 20, se puede observar que el nimero de impactos registrado
en las plantulas bombardeadas con la delecién -522 es mayor que el cuantificado por
bombardeo con la construcciéon A-1194 y que las hojas de planta adulta de tomate
bombardeadas con esta construccién también exhiben actividad GUS. Este resultado
indicaria la presencia de secuencias activadoras de la transcripcion en el fragmento
comprendido entre las deleciones -744 y -522. Es probable que esta regién se comporte
en un sistema heterélogo como represor en lugar de potenciador, como lo hace en el
sistema homdlogo.



- Caracterizacidon de la delecion -314

Se seleccionaron siete plantas transformantes independientes, de las cuales una de
ellas portaba dos copias mientras que las restantes sé6lo una. Dos de los transformantes
no mostraban actividad, por lo que los experimentos se realizaron con cinco plantas.

En la Figura 28-A se representa la actividad GUS cuantificada en los distintos tejidos en
condiciones control y estresadas con 15 g/l NaCl y 100 uM ABA. Hay una reduccion de los
niveles de expresion con respecto a la construcciéon A-1194.

Se detecta un incremento de la expresion en las plantas sometidas a ambos tratamientos.
Este incremento es observable en todos los tejidos, exceptuando el caso concreto de la
raiz tratada con sal. Los valores netos de induccién se representan en la Figura 28-B.
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Figura 28. A) Actividad GUS en extractos de plantas transformadas con la delecién A-314. B) valores
netos de induccion de la actividad GUS en las plantas A-314 tratadas frente a plantas no tratadas.

B)
NaCl/cont. ABA/cont.
peciolo 20 1.6
tallo 1.53 1.85
hoja 1.5 1.96
raiz 0.63 1.15

Segun lo expuesto anteriormente, la delecion A-314 del promotor Tsw12 conserva la
capacidad de activar la transcripciéon del gen GUS en condiciones control y de
incrementarla en presencia de NaCl y ABA (a las concentraciones probadas). Esto implica



que al menos parte de las secuencias en cis minimas necesarias para llevar a cabo este
proceso se localizan en este fragmento del promotor Tsw12. \

Por otra parte, en plantas no tratadas, se discriminé entre las secciones 1y 4 de tallos,
hojas y peciolos. La representacion de los valores correspondientes a las actividades
cuantificadas se muestran en la Figura 29-A, y la relacion existente entre ambas
secciones en la Figura 29-B. La expresion se sigue concentrando en las secciones
basales frente a las apicales. Esta delecion mantiene el gradiente de expresién observado
previamente en plantas transformadas con la construccién A-1194.

A-314
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E

Figura 29. A) Actividad GUS en las secciones basales y apicales de plantas transformadas con la
delecién A-314 en condiciones control. B) Relacién entre la actividad detectada en las secciones basales
y apicales.

- Caracterizacion de la delecion A-221

Los ensayos de actividad con esta construccion se han realizado con ocho
transformantes independientes que portaban seis de ellos una integracién, mientras que
los dos restantes, dos.

En la Figura 30-A se representan los niveles de actividad de las plantas en condiciones
control y tratadas con sal y ABA. Los valores netos de induccién se pueden apreciar en la
Figura 30-B.
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A) Actividad GUS en extractos de plantas transformadas con la delecion A-221. B) Valores netos de
induccion de la actividad GUS en las plantas A-221 tratadas frente a plantas control.

NaCl/cont. ABA/cont.
peciolo 0.9 0.9
tallo 1.17 0.55
hoja 1.0 0.54
raiz 0.7 0.56

La actividad GUS en los distintos tejidos en condiciones control supera a la

cuantificada en los tejidos tratados con ABA. Con respecto al tratamiento con NaCl, la
actividad sélo es igualada en tejidos de hojas y ligeramente superada en tallos. Este
incremento en la actividad GUS en tallos tratados con NaCl parece ser significativo ya que
se observé en la mayoria de las plantas ensayadas.
En conclusién, el fragmento de -221 pares de bases del promotor Tsw12 parece incapaz
de promover la transcripcion diferencialmente en presencia ABA, aunque parece mantener
una minima capacidad de respuesta a la sal. Esto indica que en este fragmento, no se
encuentran las regiones en cis necesarias para la respuesta a ABA dichos tratamientos y
seguramente se encuentren las regiones minimas necesarias para la respuesta a la sal.

Aunque estos resultados son preliminares y habria que realizar deleciones internas
de estas regiones con la intencion de observar una pérdida de respuesta en el promotor
completo, los datos obtenidos apuntan a que las secuencias implicadas en la respuesta a
ambos tratamientos son distintas.



- Caracterizacién de la delecidon -69

Se escogieron cinco transformantes independientes con una sola integracion del
transgen para estudiar la actividad GUS conferida por el fragmento de -69 pares de bases
del promotor. Los valores obtenidos son extremadamente bajos. En la Figura 31 podemos
comprobar la afirmacion anterior y también que dentro de estos niveles basales, se
registra mas actividad (1.5x) en los tejidos de tallos y hojas de las plantas tratadas con sal
que en los tejidos de las plantas no tratadas. Las plantas tratadas con ABA muestran una
actividad casi nula, en todos los tejidos ensayados es inferior a 1a detectada en plantas no
tratadas. Los tejidos que acaparan mayor actividad en cada tratamiento vuelven a ser los
tallos. No obstante, al ser los valores obtenidos tan bajos, habria que manejar estos
resultados con bastantes reservas.
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Figura 31. A) Actividad GUS en extractos de plantas transformadas con la delecién A-68. B) Valores
netos de la induccién en plantas tratadas frente a plantas control.

B)
NaCl/cont. ABA/cont.
tallo 1.5 0.29
hoja 1.5 0.17
raiz 0.8 0.2




Visién de conjunto del comportamiento de las deleciones

El fragmento A-1194 contiene las secuencias necesarias para conferir la respuesta

al estrés osmético y al ABA, dada la induccién de la expresion que se registra al tratar las
plantas con 15 g/l NaCl, 400 mM manitol 6 100 uM ABA.
El fragmento A-522 anula la actividad del promotor en plantas transgénicas de tabaco. La
siguiente delecién caracterizada, A-314 presenta una disminucién cuantitativa de actividad
con respecto al fragmento de -1194 pb. Esta delecion conserva la capacidad de inducir la
expresion GUS por tratamientos con NaCl y ABA, como puede comprobarse en la Figura
32 que recoge la actividad GUS obtenida en las secciones basales de tallo en todas las
deleciones. En las secciones de tallo de plantas transformadas con la delecion A-221
existe un ligero pero creemos que significativo incremento de la actividad GUS bajo
tratamiento salino. Las secciones de tallo tratadas con ABA muestran niveles de actividad
por debajo del control. La delecion A-69 apenas presenta actividad. El tratamiento con ABA
produce valores de actividad GUS menores que en plantas control, mientras que el
tratamiento salino parece que incrementa ligeramente la expresion. No obstante, estos
valores dada la escasa actividad registrada no se han considerado significativos.

En resumen; el fragmento de -314 posiblemente contenga las secuencias
responsables para conferir una respuesta a la sal y al ABA, mientras que el fragmento -
221, claramente carece de las secuencias responsables de la induccion por ABA y
parece probable que contenga las necesarias minimas para la respuesta al NaCl. Por tanto,
las secuencias minimas responsables para la induccién por ABA probablemente se
localicen en el fragmento del promotor comprendido entre los nucleétidos -314 y -221. Las
secuencias minimas responsables de la respuesta al estrés salino se localizarian dentro
de la delecion A-221.

Otro aspecto a sefialar es la presencia de secuencias tipo enhancer o potenciadoras de la
expresion entre los fragmentos -314 y -221, y -221 y -69, dados los distintos niveles de
expresion que presentan los transformantes.

Figura 32. Actividad GUS en extractos proteicos de tallos control y tratados de las distintas
plantas transformadas.



3.3.3. Analisis cuantitativo durante la germinacién en plantas transformadas con
el promotor completo

La presencia del mensajero del gen Tsw12 durante la germinacién de las semillas de
tomate es muy abundante, y alcanza los niveles maximos cuando la radicula de la plantula
tiene 15 mm de longitud. A partir de este momento, la actividad decae hasta desaparecer
cuando la plantula expande los cotiledones.

En las plantas transgénicas de tabaco transformadas con la construccién A-1194, se ha
estudiado la capacidad del promotor completo de reproducir la cinética de expresion del
mensajero durante la germinacion.

Las semillas de los cinco transformantes descritos previamente se esterilizaron y

gemminaron en oscuridad sobre papel de filtro humedecido en agua. Unas 25 semillas
estériles de cada transformante se sustrajeron del resto de las semillas para la obtencién
de extractos proteicos y determinar la actividad GUS existente. Este punto se considerd
como dia 0. Se fueron recogiendo muestras cada 24 h durante 7 dias. Los valores de
actividad registrados se muestran en la Figura 33.
Los valores maximos de actividad se encuentran en semillas, (en la gréafica dia 0). A las 24
h, cuando las semillas estan embebidas en agua la actividad decae drasticamente
registrandose sélo un 10% de actividad con respecto al dia anterior. La actividad se va
recuperando progresivamente durante los dias siguientes hasta llegar a un 43% de la
actividad inicial en el dia 5. A partir de este punto la actividad decrece.
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Figura 33. Actividad GUS en extractos de semillas y plantulas transformadas con la construccién
A-1194 durante la germinacion.



La actividad desarrollada por el promotor Tsw12 se ajusta perfectamente a la
cinética de expresion del mensajero tsw12 durante la germinacién en tomate, si bien la
retirada de la actividad parece mas lenta en el sistema transgénico, lo cual podria
explicarse por la elevada estabilidad de la proteina GUS (Ref). Esta misma razén podria
aducirse para la presencia de actividad GUS en semillas. La presencia del mensajero
tsw12 no se detectd en semillas de tomate embebidas durante 24 h en agua (S. Torres,
tesis doctoral).

3.3.4. Anilisis cuantitativo en semillas de plantas transformadas con las
deleciones del promotor Tsw12

Se escogieron cuatro transformantes de cada construccién y de cada uno se
esterilizaron 25 semillas aproxidamente y se extrajo la proteina para determinar la actividad
GUS presente. Los datos obtenidos se muestran en la Figura 34. La actividad GUS
registrada en las semillas de las plantas transformadas con la construccion A-1194 es 4
veces menor que la existente en las semillas de las plantas transformadas con la delecién
A-314. Las semillas de las plantas transformadas con la delecion A-522 carecen de
actividad GUS. La delecidén A-221 aln confiere expresiéon al gen de la B-glucuronidasa,
mientras que las semillas de la delecién A-69 muestran actividad muy escasa, casi nula.

Se puede concluir que las secuencias minimas necesarias para que exista transcripcion
de este gen en semilla se encuentran dentro de la delecion A-221. Nuevamente queda de
manifiesto, la presencia de regiones enhacer en el fragmento comprendido entre los
nucleétidos -314 y -221 que actian durante esta fase del desarrollo.



M Figura 34.

Actividad GUS en Actividad  GUS
en extractos de
semillas
transformadas
con las distintas
deleciones del

promotor Tsw12.

3.3.5.
REGULACION
ESPACIO-
TEMPORAL
DE LA
EXPRESION
DEL

A-1194 A-522 A-314 A-221 A-69

PROMOTOR COMPLETO

En el apartado anterior se ha valorado cuantitativamente la actividad (y por tanto, la
presencia) de la proteina R-glucuronidasa en extractos proteicos. La existencia de
actividad en los extractos proteicos de plantas transformadas con cualquiera de las
deleciones no garantiza la conservacion de la especificidad de tejido tipica de este gen ya
que se ha podido perder algun elemento en cis responsable de la especificidad de la
expresion en algun tipo celular o de tejido. Por esta razén, se ha seguido el patron de
expresion en cada una de las deleciones. Los andlisis histoquimicos realizados con
plantas transgénicas de tabaco transformadas con la construccidén A-1194 nos han
permitido describir la localizacion de la expresion del promotor del gen Tsw12 con detalle
durante el desarrollo de la planta y en respuesta al estrés.

La localizacion de la expresion del promotor completo que se detalla a continuacion
esta constatada en los cinco transformantes independientes previamente analizados.



3.3.5.1. Expresién del promotor Tsw12 en la semilla madura

La actividad en semillas se localiza en tejidos embrionarios y en el endospermo.
Parece improbable que exista expresion en la testa. La distribucion de la actividad
detectada no es uniforme. Si bien parece que el embridn tiene una actividad basal en toda
su superficie (en el protodermo), ésta se acentlia en sus extremos; en el meristemo
radicular y la cofia y en los cotiledones. La porcién del endospermo que rodea a estas
regiones aparece también mas tefiida. Para evitar una posible difusién de la actividad GUS
de un tejido a otro y determinar realmente donde se estaba produciendo la expresion, los
embriones se sacaron del saco endospérmico y se tifieron ambos de forma aislada; se
detectd actividad independientemente. Estas diferencias zonales de actividad se detectan
en embriones que exhiben poca actividad o tefiidos durante poco tiempo. Si prolongamos el
tiempo de incubacion con el sustrato, la actividad aparece homogéneamente en todo el
embrién; lo mismo ocurre en embriones que tienen alta actividad GUS.

Cuando se tefiian semillas enteras, se veia una zona con un punto de color azul intenso,
que denotaba gran actividad. Por esta regién emergera la radicula durante la germinacion.

3.3.5.2. Expresion del promotor Tsw12 durante la germinacion

Se siguid el curso de la expresion del promotor durante la germinacién. Las semillas
esterilizadas se germinaron en agua sobre un papel de filtro y se tomaron muestras para la
deteccién histoquimica cada 24 h durante 7 dias.
~ Tras 48 h de incubacion, la radicula emerge de la testa. La zona de rotura de ésta esta
fuertemente tefida, asi como la region apical de la radicula, que comprende el meristemo
radicular y la cofia. En este punto es dificil discernir si la expresion se da unicamente en
tejidos del endospermo o si también participa la testa.

A los cuatro dias, la radicula estd desarrollada y ha comenzado el crecimiento del
hipocétilo. La actividad en la radicula ha desaparecido por completo. La elongacién del
hipocétilo tiene lugar en la base. La actividad registrada previamente en la radicula
desaparece y se va concentrando en el hipocétilo. En los dias siguientes, durante el
crecimiento del hipocdtilo, la parte superior se flexiona formando un gancho o hook. La
actividad se mantiene en esa region vy, finalmente, cuando los cotiledones se expanden,
también presentan actividad. Este patrén de expresion se correlaciona perfectamente con



los datos obtenidos previamente en los experimentos de expresién transitoria en tomate.
Es de notar la transicion gradual de Ia expresion de este gen desde la region del meristemo
radicular en la semilla hasta el polo opuesto, en la regién del meristemo apical cuando la
plantula tiene los cotiledones expandidos.

Figura 35. Histoquimica en semillas, embriones y durante la geminacién en
plantulas de tabaco transformadas con la construccién A-1194.

3.3.5.3. Expresién del promotor TSW12 en tejido vegetativo

En plantas de tabaco transformadas con el promotor completo se observa actividad
en plantas sin tratar o control, si bien esta actividad aumenta bajo los tratamientos
ensayados. Es interesante destacar que la desrepresion de este fragmento no se
producia cuando se transformaba la especie homédloga por bombardeo.

Se ha detectado actividad GUS en la epidermis de todos los tejidos probados excepto en
raiz. Una visualizacion mas detallada al microscopio reveld la presencia de coloracion azul
en células especializadas de este tejido, tricomas y estomas.

En secciones de tallo existe actividad en el haz vascular, tanto en el xilema como en
el floema. En el xilema, la actividad se confina en las células del parénquima asociado a los
vasos. Cuando el xilema se ha desarrollado plenamente, la actividad asociada a este tejido
desaparece y se concentra en el floema interno.

En la Figura 36, se puede apreciar la presencia de actividad GUS en el floema interno. La
actividad GUS en estas células se mantiene a lo largo de toda la vida de la planta, si bien
parece que aumenta cuando el xilema esta totalmente desarrollado.

En secciones de hoja, la actividad GUS esta asociada al haz vascular, tanto en la
vena central o principal como en las secundarias.

Los peciolos muestran la misma distribucién de la expresion. Es de destacar la
presencia en células parenquimaticas. Esto, que pudiera achacarse a un exceso en el
tiempo de incubacién se ha detectado en casi todas las plantas ensayadas.



B polo apical de crecimiento vegetativo presenta una actividad GUS elevada. Como
se puede observar en la Figura 36, la coloracion azul abarca desde el meristemo apical,
las capas adyacentes y los primordios foliares.

La actividad GUS es también intensa en las axilas foliares.

Figura 36. Histoquimica realizada sobre cortes de tejidos vegetativos de plantas de tabaco
transformadas con la construccion A-1194.

3.3.5.4. Expresion del promotor Tsw12 en flores de tabaco

La actividad se detecta tanto en tejidos reproductores como no reproductores.
Dentro del periantio, la expresién es muy notable en la epidermis de los sepalos. La
actividad GUS también se detecta en los tricomas de la epidermis de los sépalos y de la
base interna de los pétalos. Tanto los estomas de los pétalos como de los sépalos
muestran actividad GUS asi como los haces vasculares que recorren el pétalo.

La actividad mas intensa es la que se observa en el gineceo. Bl ovario adquiere una
coloracién azul intensa tanto en la base como en las paredes, al madurar la flor. Lo mismo
ocurre en los 6vulos, la actividad aumenta con el grado de madurez de la flor. Cuando el
fruto esta desarrollado, la actividad decae. En plantas sometidas a desecacién, se ha
obtenido actividad en los frutos. En el estigma, la actividad es muy alta, de visu, se
observa que la actividad es maxima durante la antesis, lo cual coincide con la maxima
actividad del epitelio secretor.

En el androceo, se ha encontrado actividad en la base del filamento, en el punto de
unién con los pétalos. En el momento de la antesis, la antera presenta actividad a lo largo
del eje de rotura y en el polo apical, como se observa en la Figura 37. El polen maduro
muestra asi mismo una coloracién azul intensa fruto de la actividad GUS existente.



3.3.6. Analisis funcional de las deleciones

Con el fin de delimitar las regiones del promotor responsables de conferir el
complicado patron de expresion de este gen, se analizaron histoquimicamente las plantas
transgénicas que portaban las deleciones del promotor A-314, A-221, y A-69.

De cada construccion, se seleccionaron cuatro plantas que portaban una sola integracion
del transgen. En ellas se analizé la presencia de actividad en los tejidos que mostraron
expresién en las plantas transformadas con el promotor completo (A-1194).

En los embriones maduros procedentes de plantas transformadas con las
construcciones A-314 y A-221, el patron de expresién se conserva cualitativamente; se
aprecia preferentemente en el extremo radicular. También se conserva la expresién en los
tejidos del endospermo.

Los embriones maduros de plantas transformadas con la delecién A-69 no presentan
actividad alguna, tampoco la tiene el endospermo. El ensayo histoquimico se amplié con
tres plantas mas con mas de una integracién. Se constaté la ausencia de actividad.

Durante el proceso de la germinacién, las deleciones A-314 y A-221 se comportan del
mismo modo que la construccion A-1194, si bien es observable que en un 50% y 75% de
las plantas de cada construccion, aparecio actividad en raices, concretamente en las
regiones iniciadoras de la raiz secundaria y en el tejido vascular. La distribuciéon de la
expresion, no obstante se mantenia en todas las raices examinadas.

En tejidos vegetativos se mantiene la expresion en el tejido epidérmico, incluyendo

los tricomas y estomas para las deleciones A-314 y A-221. La actividad ligada al haz
vascular esta presente, pero es escasa, hubo que ampliar el tiempo de incubacién con el
sustrato hasta 24 h. En las plantas A-221, la expresiéon en el haz vascular es casi
imperceptible, pero se mantiene. En las plantas A-69 no se detecta actividad alguna en
ninguno de los tejidos analizados.
Las flores de las plantas A-314 y A-221 presentan la actividad GUS localizada en los
mismos tejidos que las flores de plantas transformadas con el promotor completo.
Tampoco aqui se ha podido localizar expresion alguna en plantas transformadas con la
deleciéon A-69.

En funcion de el analisis histoquimico realizado, las secuencias responsables de
determinar la expresion de este gen en embriones, durante la germinacion, en tejido
vegetativo de planta adulta y en flores se encuentran localizadas dentro del fragmento
comprendido entre los nucledtidos -221 y +72. O lo que es lo mismo, la secuencia
comprendida entre estos nucledtidos es capaz de conferir el mismo patron de expresién
cualitativo que el promotor completo.

Figura 37. Histoquimica realizada sobre secciones de tejidos vegetativos (A), sobre semillas y embriones
(B) y sobre flores (C) de plantas transformadas con las deleciones A-314, A-221 y A-69.



DISCUSION



DISCUSION

1. Valoracion del papel del ABA la inducciéon del gen Tsw12 en condiciones
de estrés osmético y salino en mutantes flacca de tomate.

Se ha analizado la acumulaciéon del mensajero tsw12 en situaciones de estrés
salino, osmético y por aplicacién exégena de ABA en el mutante de ABA flacca. El mutante
flacca posee so6lo un 26% del contenido de ABA existente en el silvestre (la especie
isogénica Rheindlands Rhum) y ademas, este contenido no se incrementa en situaciones de
estrés hidrico (ref). Es posible que estos mutantes ya estén estresados y hayan alcanzado
la maxima acumulacién de ABA, o bien que sean incapaces de producir ABA en respuesta al
estrés. Si esta ultima opcién es la valida, implicaria la existencia de dos rutas
biosintéticas de ABA en plantas superiores, una que operaria en hojas turgentes y otra en
hojas estresadas (Zeevaart and Creelman, 1988).

El transcrito tsw12 se detecta en tallos y hojas de plantas flacca tratadas con ABA,
sal, manitol y ABA-sal y esta ausente en raices. La presencia aunque escasa del mensajero
en las muestras de tejidos de plantas control puede deberse a la situacién de estrés hidrico
que sufren estas plantas, al ser incapaces de regular el cierre estomatico con la
consecuente pérdida de agua por transpiracion.

La maxima induccién del mensajero en el mutante se obtiene en el tratamiento
simple con ABA 100 uM. Se ha descrito la induccién de genes que se regulan por ABA en el
mutante flacca por aplicacion de concentraciones de ABA mas bajas que en silvestre
(Cohen and Bray, 1990). Consecuencias de la deficiencia de ABA, como el incremento en la
transpiracién o la reduccién en la tasa de oxidaciéon del ABA, deben hacer mas efectivo el
ABA aplicado exégenamente, y por tanto, la expresiéon génica por él inducida. Por otra
parte, previamente se utilizaron concentraciones de ABA 10 uM (Torres-Schumann et
al., 1992), en vez de 100 uM utilizados en esta ocasion.

La expresion del gen Tsw12 en condiciones de estrés salino y osmético en mutantes
flacca, revela la existencia de una via de induccién en estas condiciones independiente del
ABA. La expresion detectada en tejidos de tallos tratados con manitol es mayor en el
mutante que en el silvestre, corroborando una situacién de estrés osmético mas acusado en
el mutante y la induccion de la expresién en estas condiciones con independencia del ABA.

La adicion de ABA también produce la acumulaciéon del mensajero tsw12, por tanto
existe otra via paralela de induccién dependiente de ABA. Este gen por tanto responde a ABA
pero no depende de la presencia o incremento endégeno de esta hormona para transcribirse
en el caso del tratamiento salino y osmético..



El tratamiento doble ABA-sal produce una mayor acumulacion de transcrito tsw12

con respecto a ambos tratamientos por separado en el silvestre RR. En cambio, en el
mutante flacca, los niveles de transcrito tsw12 no superan la acumulacién presente en el
tratamiento con ABA y sélo en tejidos de hojas es ligeramente superior la tratamiento
salino.
Los efectos del tratamiento doble ABA/sal no son acumulativos en el caso del mutante, lo
cudl sugiere que estas dos rutas son convergentes en algin punto. En este punto, la
regulacién podria ser dependiente de un factor especifico que opere en condiciones de
estrés salino regulado a su vez por el contenido de ABA endbgeno. Esta interpretacién
sugeriria que el ABA aplicado exégenamente no paliaria las deficiencias de ABA endégeno.

Se ha caracterizado la respuesta de varios genes que se inducen por estrés hidrico o
frio y por ABA en el silvestre y que mantienen esta capacidad de respuesta en el mutante
deficiente en ABA en diferentes especies, (Gilmour et al., 1991; Nordin et al., 1991;
Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 1993; Mantyla et al., 1995). Por otra parte, existe
otro grupo de genes que se inducen en condiciones de desecacion en los cuales en ABA no
participa en su expresién (Guerrero et al., 1990; Houde et al., 1992; Takahashi et al.,
1994).

Estos resultados son especialmente interesantes si los comparamos con el patrén de
induccién del gen Le16 de tomate. Este gen corresponde a una LTP de tomate que se induce
por estrés hidrico, salino, frio y por aplicaciones de ABA en tejidos verdes, especialmente
en hojas (Plant et al.,1991). La expresion del gen Le16 requiere altas concentraciones
endégenas de ABA (Bray et al., 1993), lo cual contrasta con la expresién independiente de
ABA del gen Tsw12 en el mutante en condiciones de estrés.

Para la correcta valoracion de la actuacién del ABA en la regulacion de la
transcripcion de genes que se inducen por estrés, se hace necesario llevar a cabo este tipo
de experimentos en mutantes de ABA o en su defecto, el tratamiento con inhibidores de la
sintesis de ABA.

La hibridaciéon de los filtros con la sonda TAS14 ha servido como control de la
induccién de la maquinaria transcripcional que opera en condiciones de estrés salino-
hidrico. El gen Tas14 corresponde a una dehidrina de tomate, cuya expresién en tejido
vegetativo es estrictamente dependiente de la presencia de estrés salino o hidrico o de la
aplicaciéon exégena de ABA. En ausencia de estas condiciones, la expresion del gen Tas 14 es
nula (o indetectable). Los resultados obtenidos son muy interesantes y difieren de los
obtenidos con el gen Tsw12, revelando la actuacion de distintas vias de induccién en ambos
€asos.



En raices de plantas mutantes tratadas con ABA y con manitol existe transcripcion
del gen Tas14 . El mismo tejido tratado con sal y con sal y ABA simultaneamente no
muestra acumulacion del mensajero tas14. Por tanto, la expresién del gen Tas14 en
presencia de sal es dependiente de ABA y la adicién del ABA al medio no suple la falta de
sintesis endégena en el mutante.

En tallos, se da expresién en todos los tratamientos ensayados. Se corrobora lo
anteriormente descrito para el gen Tsw12; concentraciones de ABA menores producen una
alta expresién génica. Existe una leve expresion en tallos tratados con sal, el tratamiento
doble ABA,sal incrementa los niveles de transcrito tas14 con respecto al tratamiento
salino simple, pero no con respecto al tratamiento simple con ABA. El manitol induce la
acumulacion de elevados niveles de transcrito.

En hojas, la situacion con respecto al tratamiento salino cambia. No existe
expresion bajo este tratamiento, sin embargo, si se detecta al adicionar ABA al medio. El
tratamiento con manitol sigue siendo muy evidente.

El analisis de estos datos indican que:
- el gen tas14 responde a las aplicaciones exégenas de ABA.
- existe una via de induccioén en condiciones de estrés osmdtico independiente del ABA e
independiente a su vez de la via de induccién que actia durante el estrés salino.
-la expresiéon en condiciones de estrés salino es dependiente del ABA a distintos niveles
dependiendo del tejido en cuestidon
-es absolutamente dependiente en raices y requiere incremento de ABA
endégeno
-depende de ABA cuantitativamente en tallos, la induccién lleva otra via
paralela
-es dependiente de ABA en hojas, pero la adiciéon exégena de ABA puede
paliar la deficiencia endégena

El distinto comportamiento que tienen los tejidos en respuesta al ABA se habia
intuido previamente por estudios de retardacion.El tamafio de los complejos formados con
la misma secuencia ABRE y extractos proteicos procedentes de distintos tejidos diferian
entre si, (Pla et al., 1993).

La induccién del gen Tas14 en condiciones de estrés osmético ( por tratamiento con
manitol) no depende del ABA, diferenciandose de la expresion durante el tratamiento
salino, que es dependiente de ABA, aunque la severidad de esta dependencia fluctda entre los
distintos tejidos. En tallos parece ser que opera otra via de induccién, aunque el ABA
parece condicionarla cuantitavamente, dados los escasos niveles de transcrito tasi4
obtenidos.



Los datos obtenidos son muy interesantes, pues implican una diferencia en la
respuesta del gen Tas14 a ambos tipos de estrés. Es sabido que el tratamiento salino
conlleva un componenete osmético debido a la falta de disponibilidad de agua, junto con
otros componentes tipicos de la presencia i6nica. Parece ser que la percepcién del estrés
salino sigue distintas vias con respecto a la que actua durante la deficiencia hidrica y que
se impone de forma dominante en el caso del estrés salino, evidenciandose por la
dependencia del ABA.

2. Efecto de la herida mecanica, del acido jasmodnico y del acido salicilico
sobre la expresion del gen Tswi2

El gen Tsw12 se induce por herida mecanica. Las heridas producidas en las hojas de
plantas de tomate inducen la expresion en hojas y sobre todo en tallos de plantas de tomate,
(S. Torres, tesis doctoral) lo cual implica la existencia de un mediador de la respuesta
entre ambos tejidos. En plantulas de tomate cortadas con bisturi e incubadas en cajas Petri
selladas para evitar la expresion ligada a situaciones de desecacion, se produce una mayor
acumulaciéon del mensajero tsw12 con respecto a plantas no dafiadas (constatar).

El ABA se ha propuesto como mediador en la respuesta local y sistémica en la
respuesta a herida. Tras la herida mecanica, se inducen una serie de proteinas que se
acumulan local y sistémicamente en la planta. Entre las mejor caracterizadas, se
encuentran los inhibidores de proteinasa | y Il (ref). Estas proteinas se inducen por
herida mecanica y por aplicacién exégena de ABA en plantas silvestres de tomate y patata;
en cambio, en plantas mutantes de ABA de patata y de tomate, no se expresan tras la herida
mecanica y si se acumulan tras el tratamiento exégeno con ABA. Por otra parte,
situaciones de estrés hidrico no inducen la acumulacién de Pinll ni otros genes
relacionados con herida mecanica. Siguiendo esta linea de evidencia, el gen Tas14 se induce
por aplicaciéon exégena de ABA y en situaciones de estrés hidrico mientras que por herida,
no. Parece ser que el ABA participa en dos vias independientes de transduccion de sefiales
en situaciones de estrés hidrico y por herida. Para determinar el papel del ABA en la
sefializacién de la respuesta a herida en el gen Tsw12, se obtendria una informacion
valiosa realizando estos experimentos en mutantes de ABA.

Se ha asignado al 4cido jasménico (JA) un papel central en la sefializacion por
herida y como molécula sefalizadora en la resistencia sistémica adquirida (Farmer and
Ryan, 1990). Al igual que el ABA, se acumula local y sistémicamente en las zonas dafiadas
por herida. La aplicacion exdgena de JA, induce genes que se expresan por herida, muchos
de ellos también se inducen por ABA. E! JA se libera en los tejidos de plantas tras el ataque
por patégenos (Creelman et al.,1992) por tratamiento con elicitores fungicos(Ref) o con



paredes de plantas(REF) y en tejidos sometidos a estrés osmético (REF). Los mutantes de
ABA droopy tratados con JA acumulan Pinll, lo cudl sugiere que este compuesto actie en
niveles inferiores al ABA en la cadena de transduccién de sefiales. El ABA pudiera estar
implicado en el control de la induccién temprana de alguna de las enzimas biosintéticas de
JA.

El gen Tsw12 se induce por aplicaciones exégenas de ABA y por herida. La
mediacion del JA en la respuesta a herida del gen Tsw12 parece dudosa. Los tejidos aéreos
de planta adulta de tomate tratados con JA acumulan niveles muy bajos de transcrito
tsw12; en cambio, si se tratan tejidos aéreos de plantulas (estadio en el que el gen Tswi12
se transcribe activamente), la expresion se intensifica significativamente. El tratamiento
doble de ABA/JA rinde niveles de acumulacién del mensajero tsw12 mayores que la suma
de los tratamientos por separado.

Seria recomendable la valoracién de la respuesta a herida del gen Tswi2 en

mutantes de ABA, para determinar inequivocamente el papel de ambos mediadores.
Ante estos datos, parece improbable el JA actie de forma independiente en la respuesta a
herida, aunque creemos que pueda estabilizar el complejo transcripcional ya activo o
favorecer la transcripcion mediante un mecanismo desconocido. Otra opcién seria que
estabilizara selectivamente al mensajero tsw12 en presencia de JA. Este mecanismo de
estabilizacién de los transcritos no se ha descrito hasta el momento. Si se ha descrito un
efecto desestabilizador en transcritos correspondientes a genes que codifican proteinas que
forman parte del proceso fotosintético (Reinbothe et al., 1993).

El tratamiento por aplicacién exégena con acido salicilico (SA) 1mM produce muy
poca o casi nula acumulacién del mensajero tsw12. Existen numerosas evidencias que
designan al SA como coordinador en la expresion génica durante la respuesta defensiva
(Enyedi et al., 1992). EI SA media la respuesta asociadas a la infeccién de plagas. En
situaciones de herida mecanica, la concentracion de SA endégena no se incrementa (Yalpani
et al., 1991) y aplicaciones de SA inhiben la respuesta a herida en tomate (Doherty et al
1988).

Para probar la efectividad bioldgica real de los activadores transcripcionales del
gen Tsw12, habria que investigar si existe traduccién de proteina en los tratamientos con
JAy SA.

En el caso de la osmotina, se conocen hasta 9 activadores transcripcionales
distintos, sin embargo, sélo se produce acumulacién de la proteina durante la adaptacion al
estrés osmético, por infeccién fungica y por tratamiento con etileno (a muy bajos
niveles) (Kononowicz et al.,). El tratamiento simple de plantas de tabaco con MeJA y con
etileno activa la transcripcién en ambos casos, pero sélo se produce traduccion en el
tratamiento con etileno. El tratamiento conjunto E/MeJA inducen altos niveles del
mensajero y de la proteina osmotina.



Estos resultados apoyan la necesidad de actuacion de multiples sefiales para obtener
la maxima respuesta defensiva y recuerdan que la situacién celular es mas compleja que
los modelos de experimentacién.

3. Patrén espacial y temporal de la actividad del promotor Tswi12

En esta seccién de la discusién se va a tratar del patrén de expresion del gen Tswi12
determinado mediante varias aproximaciones experimentales y la coincidencia o
discrepancia con otras LTPs descritas. Se ha creido conveniente discutir acerca de la
posible funcién fisiolégica realizada por estas proteinas, basada en aunar la localizacion de
la expresion y algunas caracteristicas estructurales y funcionales de las LTPs. La funcion
in vivo aun no se ha determinado, aunque existen varias teorias al respecto.

El patron de acumulacién del mensajero tswi12 baésico se realizé en trabajos
previos. En el presente, se ha completado este patrén de expresiéon. Mediante analisis por
northern blot se ha determinado la presencia del mensajero tswi2 esta durante la
floracién; se ha tanto en flores inmaduras (estadio de botén floral) como en flores
completamente abiertas, alcanzando este estadio los maximos niveles de acumulacion. Esta
expresiéon en tejidos florales es compartida por algunas LTPs, como se describira
posteriormente.

Mediante la técnica de hibridacién in situ se ha podido determinar en qué tipo de
células dentro de los tejidos aéreos de la plantula se produce la expresion del mensajero
tswi12. Se ha detectado hibridacién en las células epidérmicas de los cotiledones y del
hipocétilo y esta ausente del tejido vascular. No se detecté sefial debida a hibridacién en los
tejidos correspondientes a radiculas.

Los datos obtenidos previamente (Torres, tesis doctoral) mediante tissue printing,
localizaban la presencia de la proteina TSW12 en el tejido epidérmico y vascular de tallos
y peciolos de planta adulta de tomate sometidas a estrés salino. El distinto estado de
diferenciacion del sistema vascular de la plantula con respecto al de la planta adulta hace
que la expresion en estos dos estadios de desarrollo no sea comparable. Otra explicacion
plausible es que la expresién en el tejido vascular vaya ligada al efecto del tratamiento
salino, en cuyo caso, la ausencia seria comprensible.

Tanto los experimentos de hibridacién in situ como los andlisis por northern blot,
tienen el inconveniente de que la sonda utilizada puede hibridar con otros mensajeros
cuyas secuencias tengan homologia. Esto puede ser un problema en el caso de genes que
pertenecen a familias multigénicas, con distintas isoformas y cada una, por ejemplo, con
distinta especificidad de tejido.



El andlisis por Southern demuestra que el cDNA tsw12 hibrida con un sdlo
fragmento de restriccion de ADN con cualquiera de las enzimas utilizadas aunque no se
puede descartar la presencia de varias copias o genes relacionados dentro de los
fragmentos de restriccién. Utilizando condiciones de baja estringencia de hibridacion, se
detectaron bandas adicionales més débiles que corresponden a otros genes con menor
homologia (Torres-Schumann et al.,1992).

Para paliar este posible problema y poder determinar la expresiéon debida unica y
exclusivamente al gen Tsw12 se analizé la expresion del promotor Tsw12 fusionado al gen
de la B-glucuronidasa (GUS) de E coli (Jeferson, 1987).

La construccién transcripcional consistente en la regién promotora del gen tsw12
fusionada al gen testigo Gus expresada en distintos sistemas vegetales ha permitido
estudiar las secuencias responsables de la regulacién de la expresion de este gen y
determinar el patron de expresion celular y de tejido determinado por el promotor Tswi12
en plantas de tabaco. Con el objeto de caracterizar el promotor Tsw12, se han realizado
deleciones desde el extremo 5' de la construccién transcripcional inicial A-1194

Este sistema experimental tiene una serie de ventajas e inconvenientes. Como
ventaja, se apunta el hecho de la posibilidad de estudiar el comportamiento del promotor
en su entorno natural, es decir, en la planta viva.

Lo 6ptimo en estos casos es transformar la especie homoéloga, de hecho, la transformacion
de tomate se realiza con éxito actualmente en algunos laboratorios, aunque la eficiencia en
la regeneracion de plantas transgénicas es menor que en tabaco o en Arabidopsis. En este
trabajo, se han transformado de forma estable plantas de tabaco (Nicotiana tabacum var.
Xanthi), debido a la alta eficiencia de transformacién que presenta. Adicionalmente, se
trata de una planta de cultivo muy sencillo, que regenera facilmente y de crecimiento
rapido. El tabaco pertenece al igual que el tomate a la famila de las Solanaceas, aunque no
deja de ser un sistema heterélogo.

Dada la buena correlacion de la expresion del promotor Tswi2 obtenida en tabaco con
respecto ala expresion del gen Tsw12 previamente caracterizada en tomate, asumimos
que las proteinas reguladoras deben ser similares en lineas generales en ambos sistemas
asi como las secuencias reconocidas por estos factores.

Otro inconveniente que conlleva este sistema es la posibilidad de obviar algun elemento en
cis responsable de la especifidad de la expresion en algin tipo celular o tejido o de la
respuesta a distintos efectores. Esta secuencia puede no incluirse por encontrarse en la
region 5' upstream con respecto al fragmento que hemos considerado como "promotor
completo”, o por encontrarse en el intrén o en la regién del lider (5' 6 3') del ARNm
(REF). Actualmente, las construcciones para la determinacién de la expresion utilizando



este sistema se deben realizar incluyendo la mayor cantidad posible de secuencias que
pudieran estar implicadas en la regulacién final del gen.

Se han descrito artefactos en determinados tejidos, especialmente en flores, frutos
y polen debido a la actividad GUS enddgena de la planta (Plegt and Bino, 1989; Hu et al.,
1990). La actividad GUS de la proteina de plantas es dependiente de pH siendo su pH
optimo 5, distinto al de la proteina de origen bacteriano. Realizando los ensayos de
actividad a pH 8, no se detecta actividad de fondo. Por otra parte, la utilizaciéon de
solventes orgénicos en la reaccién histoquimica inhibe la actividad GUS enddgena de las
Solanaceas y potencia la actividad dependiente de gus-A (Kosugi et al., 1990). No
obstante, lo Optimo es confirmar la informacion obtenida (al menos en los tejidos
problematicos) mediante un sistema experimental distinto, por hibridacién in situ o
mediante la localizacién de la proteina mediante anticuerpos.
Por altimo, una ventaja y un inconveniente ala vez es la alta estabilidad de la proteina
GUS, lo cual puede alterar el panorama real.

3.1. Fusion traduccional: Localizacion subcelular de la proteina
hibrida Tsw12:GUS

Los intentos realizados para detectar la expresién mediante ensayos de actividad
GUS en plantas transformadas con la fusién traduccional resultaron infructuosos. La
fusion traduccional (-1194/+197) contenia el promotor del gen Tswi12 y parte de la
secuencia codificante, concretamente, los primeros 34 aminoacidos de la proteina
inmadura en fase con la proteina GUS. Los 23 primeros amino4cidos de la proteina TSW12
mostraban las caracteristicas tipicas de los péptidos sefial, por tanto, la proteina hibrida
TSW12/GUS se traslocaria al reticulo endoplasmico (von Heijne, 1983).

La proteina B-glucuronidasa se N-glicosila en el residuo 358 al traslocarse al
reticulo endoplasmico, lo cudl conlleva una pérdida de actividad de la proteina (lturriaga
et al., 1989). Actualmente se dispone de una versién del gen Gus (pGUS, Clontech)
modificada por mutagé'nesis dirigida, a la cual se le ha sustituido el residuo de asparragina
de la posicién 358 (aceptor de la glicosilacién) por una leucina. Este vector presenta un
64% de la actividad con respecto al gen Gus silvestre. En el momento de la realizacién de
la construccién traduccional no se disponia de esta versiéon modificada y posteriormente,
se opté por la construccion de una fusion transcripcional en lugar de sustituir el gen Gus
de la construccion traduccional, dada la disminucion de la actividad de la proteina GUS
modificada con respecto a la silvestre.

Las plantas transformadas con la fusién traduccional se han utilizado para la
localizacion subcelular de la proteina hibrida mediante el anticuerpo antiGUS.




La proteina hibrida TSW12::GUS bajo la direcciéon del promotor Tsw12 es capaz de
procesarse y secretarse ala pared celular en células del floema y de la epidermis (en
menor medida) de tejidos de tallos y peciolos de plantas transgénicas de tabaco. Esto
implica que el péptido sefial junto con once aminoacidos de la proteina madura son
suficientes para dirigir el trafico de la proteina hibrida hasta la pared celular. La
presencia de la proteina hibrida en las paredes de las células epidérmicas sélo se ha podido
determinar en las impresiones de tallos sobre membranas de nitrocelulosa. En las
preparaciones analizadas al microscopio electrénico, procedentes de la misma planta, sélo
se ha detectado la presencia de la proteina quimérica en las paredes de los vasos del floema.
Por tanto, es probable que debido a la localizacion extracelular, se haya podido perder la
proteina en algun paso durante el procesamiento de las muestras. Por otra parte la
presencia de particulas de oro en las paredes de las células del floema de plantas tratadas
con sal era mayor que en plantas no tratadas. Por tanto, el fragmento del promotor Tswi2
-1194/+197 contiene las secuencias necesarias para determinar la expresién del gen
Gus en células del floema y de la epidermis y para la respuesta al choque salino en plantas
de tabaco.

Los primeros pasos de la via secretoria en las células eucariéticas son similares;
el péptido sefial dirige las proteinas sobre la membrana del reticulo endoplasmico donde
tiene lugar la traslocacién al lumen. En este compartimento tienen lugar una serie de
modificaciones postraduccionales (glicosilacién, unién de lipidos, oligomerizacion,
formacién de puentes disulfuro, digestiones proteoliticas, etc,), muchas de las cuales
deben influir en el destino final de la proteina (von Heijne, 1988). Se ha demostrado que
la retencién de proteinas en el reticulo endopldsmico se produce por la presencia de
secuencias especificas localizadas en la regién C-terminal de la proteina, K/HDEL
(Pfeffer and Rothman, 1987), mientras que la exportacién se produce por defecto. Deben
existir otras secuencias distintas, ya que existen proteinas residentes en el reticulo que
carecen de esta sefial (Munro and Pelham, 1987, Pelham, 1990). Estos motivos se
encuentran ausentes de la secuencia de la proteina TSW12 y del resto de las LTPs.

Utilizando estrategias similares se ha podido demostrar que el péptido sefial y 24,
53 6 124 aminoécidos de la proteina madura de la apoproteina que une clorofila a/b
fusionados a la proteina GUS translocan la proteina al interior de cloroplastos de Nicotiana
tabacum (Kavanagh et al.,1988). 34 amino&cidos de la proteina WAXY de maiz fusionados
a la B-glucuronidasa importan la proteina de fusién a los amiloplastos (destino natural de
la proteina) y alos cloroplastos de células de patata (Kiosgen and Weil, 1991). Se ha
descrito también traslocaciéon de la proteina GUS a mitocondria (Schmitz and Lonsdale,
1989), a peroxisomas y al nucleo.



Se han inmunolocalizado a nivel ultraestructural las LTPs de Arabidopsis (LTP1)
(Thoma et al.,, 1993) bréccoli (WAX9) (Pyee y Kolattukudy,1994) y de ricino (Tsuboi
et al.,1992). En todos los casos se ha utilizado un anticuerpo que reconoce especificamente
cada proteina.

La proteina WAX9 se encuentra entre los componentes de la capa de ceras que
recubre la superficie externa de las células epidérmicas principalimente, aunque también
se localiza, en menor medida, en las células del mesdéfilo y en el floema.

La proteina LTP1 de Arabidopsis, se localiza preferentemente en la pared de las
células de la epidermis superior e inferior, sobre todo en las células estomaticas. También
se localiza en las paredes de células parenquimaticas corticales del tallo sobre todo en las
paredes adyacentes al espacio intercelular. En algunos espacios intercelulares se ha
detectado un marcaje intenso sobre un material celular de composicién desconocida,
probablemente producto de secrecién. También se ha localizado en la superficie del
estigma y en células parénquimaticas.

En plantas de ricino, se ha localizado la presencia de LTPs en la pared de los vasos
conductores y en la matriz del glioxisoma. La sefial se concentra vesiculas densas que se
depositan por ensamblaje en la vacuola (Tsuboi et al.,1992).

La localizacién de la LTP de maiz se realizé mediante técnicas inmunocitoquimicas
al microscopio dptico (Sossountzov et al., 1991). La proteina se localiza
predominantemente en la epidermis externa de los coleoptilos y alrededor de las venas de
las hojas. La sefial aparece asociada preferentemente con la periferia del citoplasma. No
obstante, las técnicas de microscopia Optica carecen de sensibilidad para resolver la
membrana plasmatica, por tanto, es necesario utilizar las técnicas de microscopia
electrénica para determinar en qué lado de la membrana plasmaética se localiza la sefial.

Segun los indicios obtenidos mediante la localizacién de la proteina hibrida
TSW12/GUS en la pared celular y por semejanza con las LTPs descritas, se asume una
localizacién subcelular en la pared celular para la proteina TSW12.

3.2. Expresion especifica de tejido descrita en miembros de la
familia LTPs

En este apartado se describe el patrén de expresién de LTPs descritas en distintas
especies con el fin de analizar las similitudes y dicrepancias existentes con respecto al
patron de expresion del gen Tswi12.



Se han descrito dos LTPs de cebada cuya expresién esta fuertemente restringida a
los tejidos de la aleurona. El mensajero ltp1, se acumula especificamente durante la
maduracién de la semilla y en la germinacién temprana (Skriver et al., 1992; Linnestad
et al.,, 1991). El mensajero Ltp2 se detecta al poco tiempo de comenzar la diferenciacion
de las células de la aleurona y desaparece cuando la semilla estd madura (Kalla et
al.,1994).

La LTP de maiz estd presente en el endospermo durante la maduracién y la
germinacién de la semilla y en los tejidos aéreos de la plantula. Durante la germinacion, la
representacion de la proteina en la parte aérea de la plantula aumenta hasta alcanzar un
maximo a los cuatro dias (Grosbois et al., 1989).

En ricino se han encontrado cuatro isoformas cuya expresion esta restringida
durante la germinacién de la plantula (Tsuboi et al.,1991). Dos de ellas son especificas de
cotiledones, otra sélo se expresa en el endospermo y la cuarta, presenta especificidad de
expresion en el eje del embrién incluida la radicula.

Se ha determinado la expresién de una LTP en tabaco por hibridacion in situ
(Fleming et al., 1992) en plantulas y en planta adulta en todos los 6rganos, excepto en
raices. La expresién es baja y uniforme en todos los tipos celulares excepto en hojas y en
el meristemo apical dénde la expresién es preferentemente epidérmica.

Una LTP de zanahoria denominada EP2 es excretada al medio de cultivo por
embriones somaticos (Sterk et al.,1991). Por hibridacién in situ se ha localizado la
expresion en el protodermo y en las capas celulares que van a dar lugar a la cubierta de la
semilla durante las etapas tempranas del desarrollo del embridn. Posteriormente, se
localiza en la epidermis del embrién, preferentemente en los cotiledones. Cuando la
semilla esta madura, la expresién desaparece totalmente. En plantulas, se expresa sélo en
el meristemo apical y en la planta adulta, también en la epidermis de hojas jévenes. En
flores se expresa en la superficie de todos los érganos, aunque es mas abundante en las
flores mas jovenes. En flores mas viejas, la expresiéon se concentra sobre todo en la
epidermis del ovario y en la antera.

La localizacion de la expresién del gen Ltp1 de Arabidopsis (Thoma et al.,1994) se
ha realizado por hibridacién in situ y en plantas transgénicas transformadas con el
promotor Ltp1-GUS. En embriones inmaduros la proteina se localiza en el protodermo.
Durante la germinacién, la expresién se observa en los cotiledones y en la seccion del
hipocétilo cercano a la raiz. Cuando los cotiledones se expanden, la expresion se hace
mayor en la punta de los cotiledones, regién altamente lignificada. Conforme se van
desarrollando las plantulas, la expresion se localiza en el meristemo apical, en las
estipulas, en el tejido vascular y en los primordios foliares. En la planta adulta la
actividad GUS es evidente en células epidérmicas de hoja, tallo y flores y dentro de éstas,
la actividad es muy elevada en las células de la superficie del estigma. Al igual que en el



caso de la LTP de tabaco, la expresion es mayor en los tejidos jévenes localizados en el
extremo superior de la planta, cercano a las flores, que en la parte inferior de la planta.

La LTP descrita en Gerbera hybrida (Kotilainen et al., 1994) se expresa solo en
flores, concretamente en la corola y en menor medida en el estilo. La expresién de este gen
esta estrictamente controlada durante el desarrollo de la flor; comienza cuando la flor
tienen un tamafio de 10-15 mm (estadio 3), es maxima cuando la flor estd medio abierta
y desaparece cuando la flor esta plenamente desarrollada. Por hibridacién in situ, se ha
localizado la acumulacién del mensajero en las células epidérmicas y del mesofilo de la
corola y en la epidermis y en el parénquima del estilo.

Segun lo expuesto anteriormente, se puede generalizar que;
- Las LTPs se expresan fundamentalmente en los tejidos aéreos de la pianta.
- Casi todas o todas estan sujetas a un férreo control de su expresién durante alguna etapa
en el desarrollo de la planta en la que la expresion es muy abundante.
- Se expresan abundantemente en los meristemos apicales y en los érganos jovenes en
formacion.
- La distribucién de la expresion dentro de cada érgano es preferentemente epidérmica.
- Se localizan preferentemente en la pared celular de las células que las expresan.

Combinando la habilidad de unir lipidos in vitro, la distribucién mayoritariamete
epidérmica y la localizaciéon subcelular en la pared celular, Sterk et al., (1991),
propusieron una funcién en el transporte de mondémeros de cutina. Posteriormente, las
LTPs también se han encontrado entre los componentes de las ceras cuticulares (Pyee et
al.,1994), por lo que se ha ampliado la posible participacién de estas proteinas en el
transporte de monémeros de ceras al exterior de la cuticula. Ambas hipdtesis se resumen
en la capacidad de transportar moléculas apolares al exterior de la célula epidérmica.

La funcion desempefiada por las LTPs y concretamente por el gen Tswi2, esta
condicionada por las caracteristicas de los tejidos y los tipos celulares en los que se
expresan. Dada la localizacién mayoritariamente epidérmica de estas proteinas se
describen a continuacién algunas de las caracteristicas de este tejido.

La epidermis recubre la superficie de la planta, esta directamente expuesta a los
agentes atmosféricos y a patégenos. Para evitar una pérdida excesiva de agua y la
penetracién de patégenos, se encuentra recubierta de una capa de naturaleza lipidica,
compuesta fundamentalmente por cutinas y ceras, (organizadas multiestratificadamente)
denominada cuticula. La cutina, componente mayoritario de la cuticula es un polimero
constituido por multiples hidroxiacidos grasos de cadena larga (epoxidados y/o
hidroxilados) unidos entre si por enlaces éster, formando una red rigida tridimensional.
Los 4acidos grasos tienen tipicamente 16-18 atomos de carbono. La epoxidacion y la



hidratacién de los acidos grasos hidroxilados tiene lugar (en parte) en la pared celular. La
cuticula esta recubierta en su superficie externa por ceras, mezcla compleja de
compuestos alifaticos de cadena larga (con 20-36 atomos de carbono).

El mecanismo de deposicion de estos compuestos al exterior de la pared celular de

la célula epidémica se desconoce. Si accedieran al espacio periplasmico por deposicion de
vesiculas procedentes via Golgi del reticulo endoplasmico, alin tendrian que atravesar el
entorno acuoso de la pared celular para situarse en la cara externa de ésta, donde tiene
lugar el proceso de polimerizacion (en el caso de la cutina).
En este punto comienza el papel asignado a las LTPs; unirian los monémeros hidrofébicos,
y los transportarian a través de la pared celular. Madrid y von Wettstein, (1991),
presentaron un modelo tridimensional de las LTPs basado en el analisis comparativo de las
estructuras primarias formadas y en la determinacién de los puentes disulfuro dela LTP
de ricino (Takishima et al., 1988). ElI modelo presenta un bolisillo hidrofébico dentro del
cual tendria lugar la acomodacién del &cido graso, cuyas cargas se neutralizarian con los
residuos cargados. Este plegamiento permitiria la exposicion superficial de los residuos
hidrofilicos de forma que el complejo LTP-lipido seria soluble.

La composicién, grosor y desarrollo de la cuticula varia segin la edad del tejido y
en funcién de las condiciones ambientales, tanto bidticas como abidticas.. Las plantas
nativas de regiones aridas poseen una cuticula gruesa, mientras que las plantas de zonas
humedas creciendo en condiciones de desecacién, desarrollan frecuentemente una cuticula
gruesa en estas condiciones. La infeccién por patégenos también produce alteraciones en la
cuticula. El fenémeno de la adhesién y erosién de la cuticula en el inicio de la infeccién por
hongos se produce mediante la liberacion de cutinasas, a la vez que tienen lugar
modificaciones enziméticas en la cuticula del hospedador (Deising et al., 1992). La
actividad cutinasa del hongo esta relacionada con la especificidad por un huésped o por
determinados tipos de tejido; por tanto, existe especificidad entre la composicién de la
cutina del hospedador y la actividad cutinasa del patdégeno, (Trail and Kdller, 1990),
desempefiando la composicién de la cuticula un papel fundamental en el proceso e
infeccion y en la resistencia. Se han encontrado diferencias significativas en la
composicion de las cuticulas de distintas especies entre variedades susceptibles vy
resistentes a insectos patdgenos concretos (Eigenbrode et al, 1991; Yang et al.,, 1993;
Gérard et al., 1993). Otras variables que deben afectar son el grosor y la estructura
tridimensional de la cuticula.

En general, las LTPs se expresan mayoritariamente en tejidos jévenes en
formacién. En el caso del gen Tsw12, esta afirmacién se confirma en los meristemos y
durante la germinacién. Esta expresién podria ir ligada a la transferencia de determinados
mondmeros componentes de la cuticula inicial. En Clivia miniata se ha analizado al



microscopio electrénico que cambios cualitativos y cuantitativos en la composicion de los
mondémeros de la cuticula conllevan cambios en la estructura de la capa cuticular
(Riederer and Schénherr, 1988). La maxima variedad en la composicién de monémeros se
encuentra en estadios tempranos de desarrollo cuticular, dénde la representacion de
mondémeros de 16 carbonos es mayor los de 18 carbonos pero segin aumenta la edad de la
cuticula, la relacion se invierte, hasta llegar a ser 3.5 veces mayor la proporcion.

Esta teoria podria ser factible ya que las LTPs no transfieren todos los lipidos con la
misma eficiencia en los ensayos in vitro, (Kader, 1990) y esta "afinidad" por un sustrato
o sustratos determinados es tipica para cada LTP. La expresiéon del gen Tswi2 en
condiciones de estrés y durante la floracién es mas elevada en tejidos adultos, por tanto
podria tener afinidad por algun componente especifico de este estadio.

Otro dato viene a complicar la asignacion de una funcién para estas proteinas y es
la capacidad antipatégena de estas proteinas.
Se han realizado ensayos de actividad antipatégena in vitro con LTPs purificadas de rabano
(Terras et al.,, 1992) y con varias isoformas de cebada (Molina et al,, 1993). EI
crecimiento del hongo se afecta, aunque no la germinaciéon de las esporas. La presencia de
tioninas produce un efecto aditivo en la inhibicion del crecimiento en bacterias y
sinergistico frente a hongos. Cada miembro de esta familia mostré distinta eficiencia
frente a distintos patégenos, aunque como regla general, mostraron una mayor eficiencia
frente a bacterias.
Seguin los autores, la participacién de las LTPs seria indirecta, por deposicion de los
monomeros de cutina en la zona apical de crecimiento de la hifa del hongo, y directa por
propiedades antifungicas intrinsecas de las proteinas.
No obstante, creemos que existen varios puntos oscuros en esta argumentacion;
-en los experimentos in vitro, la proteina purificada estaria descargada, es decir no
podria realizar la deposicién de los monémeros de cutina sobre la regién de crecimiento
del hongo.
-ambos ensayos se han realizado en medios con baja fuerza idnica. En condiciones en las
que la fuerza i6nica se asemejaba a la fisiolégica no existia actividad antipatégena.

Para la obtencién de evidencias concluyentes sobre la funcién antipatogénica, seria
clarificador el analisis in vivo de la resistencia a la infeccién por distintos patégenos en
plantas que sobreexpresen una o varias LTPs. Por otra parte, la anulacién de la expresién
de las LTPs mediante la expresiéon del gen antisentido, permitiria obtener plantas mas
sensibles al ataque por patégenos, en caso de ser cierta la hipétesis. Ambas estrategias se
estan realizando actualmente con el gen Tswi12.



Asumiendo ambas funciones, el patrén de expresién del gen Tswi12 estaria ligado a
la formacién de la cuticula inicial (en meristemos y plantulas), al reforzamiento de la
cuticula y a una prevencion de infeccion en estadios de desarrollo especialmente
susceptibles ala desecacion o al ataque por patégenos, (como en el embrién, durante la
germinacion, en la floracién y en la formacién del fruto, situaciones en las que la
expresion del gen Tsw12 es constitutiva). Por otra parte, la expresion del gen Tswi12 en
tejido vegetativo tras la herida o el tratamiento salino podria paliar el dafio producido
estrés biotico o abidtico, sellando heridas, modificando la composicién de la cuticula, o
engrosandola, o a tenor de la capacidad antipatégena, previniendo la penetracion de
patégenos.

FUSION TRANSCRIPCIONAL: EXPRESION DEL GEN Tsw12, COMPARACION CON
OTRAS LTPS Y POSIBLE PAPEL FISIOLOGICO

Las raices de las plantas transformadas con el promotor Tsw12/GUS exhiben

cierta actividad GUS en plantas control que se incrementa en plantas tratadas. La actividad
se localiza en el sistema vascular de las raices y en las regiones que van a dar lugar a
raices secundarias. Tanto en experimentos tipo northern como por hibridacién in situ en
radiculas de tomate, no se ha detectado la presencia de mensajero tswi12 (a niveles
detectables). Por otra parte, las raices de las plantas transgénicas de tabaco
transformadas con el ¢cDNA tsw12 bajo la direccion del promotor constitutivo 35S
expresan el mensajero tswi12 en condiciones control. Esta expresién desaparece en
condiciones de estrés salino (O. del Pozo, datos sin publicar). Estos datos indican la
posibilidad de existencia de mecanismos de regulacién postranscripcional en tejidos de
raices en condiciones de estrés salino.
En general las LTPs estan ausentes en raices, lo cudl se justificaria por la ausencia de
cuticula en este 6rgano. La endodermis y la epidermis tienen las paredes celulares
suberizadas, por tanto, parece improbable que las LTPs puedan transportar los
mondémeros componentes de este polimero.

El gen Tsw12 se expresa intensamente durante la floraciéon. Por northern blot se
ha determinado la presencia del mensajero tsw12 en todos los tejidos analizados en la flor
madura, aunque era especialmente abundante en los tejidos procedentes del gineceo. La
expresion era mayor cuando la flor estaba plenamente desarrollada que en estadios de
inmadurez. Este dato es caracteristico hasta el momento de la expresion del gen Tsw12 ya
que la expresidon de otras LTPs descritas en flores se produce mayoritariamente en los
estadios de inmadurez de Ia flor. |
El analisis de las plantas de tabaco transformadas con el promotor Tsw12 nos ha permitido
definir el patron de expresién dictado por este promotor a nivel de tejido y celular
durante el desarrollo de la flor. Se ha encontrado una buena correlacién con los analisis



northern previamente realizados. Los andlisis histoquimicos han revelado actividad GUS
en la epidermis de los pétalos, (en tricomas y estomas) y en los haces vasculares que lo
recorren, en la epidermis de los sépalos, siendo especialmente intensa en los tricomas, en
las paredes del ovario y en la base de éste; en el estigma en el polen y en las zonas de
rotura y de unién del estilo en la antera. La expresion es compartida por algunos de los
miembros de la familia de las LTPs, si bien hasta el momento no se ha descrito ninguno que
mantenga un patrén de expresién regulado tan variado. Hasta el momento, la expresidon en
la base del ovario y en las zonas de dehiscencia de la antera son tnicas para el gen Tsw12
dentro de la familia de las LTPs.

En numerosas especies de plantas, la epidermis de los tejidos florales esta cubierta
por una gruesa cuticula. La expresién del gen Tsw12 en flores podria estar asociada a la
formacion de la capa cuticular. En mla mayoria de las plantas, los integumentos estan
cubiertos por una capa cuticular por ambos lados durante el desarrollo del ovario. Cuando
el ovario se desarrolla en fruto, la pared del ovario se transforma en el pericarpo que, en
el caso del tomate, es muy grueso (Gillaspy, G., et al., 1993). EI pericarpo esta
recubierto externamente por una fina cuticula que se va engrosando conforme el fruto
madura. La "piel" del pericarpo, asi mismo, consiste en una capa epidérmica y tres o
cuatro capas de tejido colenquimatico, (Esau, 1977). El proceso de formacién de la flor,
maduracion del ovario y formacién del fruto, implica una continua morfogénesis en la que
debe estar involucrada la proteina TSW12.

La presencia de actividad en la base del ovario es la unica excepcién a la teoria postulada
previamente. En el tdlamo, no existe cutina ni actividad secretora que justifique la
presencia de la proteina TSW12.

La actividad GUS detectada en el estigma se puede apoyar por la presencia del
epitelio secretor situado en la superficie de éste. Este epitelio papilar secreta compuestos
lipidicos, compuestos fendlicos y proteinas. Los compuestos lipidicos evitan una pérdida
excesiva de agua y generan una superficie adhesiva que facilita la captura del polen
suspendido en el aire o traido por agentes polinizadores. Por otra parte, esta pelicula
lipidica repele el agua y por tanto, ralentizaria la germinacion de las esporas fungicas. En
la superficie externa de las papilas existe una pelicula proteica externa cuya composicién
se relaciona con fenémenos de histocompatibilidad y con proteinas implicadas en
mecanismos de defensa contra patégenos (Gasser, C.S., and Robinson-Beers, K., 1993).
Estas proteinas PRs, (quitinasas, glucanasas), también se expresan durante la floracién y
especialmente en el tejido transmisor del estilo. Dada la actividad secretora de este
epitelio y la presencia de proteinas de defensa, la posible funcién de la proteina TSW12 se
justifica doblemente.

Los tricomas de la epidermis de los sépalos, pétalos y en la base de la antera
presentan una intensa actividad GUS. También existe actividad en los tricomas procedentes
del tejido epidérmico vegetativo. La actividad en estas células pudiera estar relacionada



con la secrecion de algun componente cuticular o ligada a funciones defensivas. La funcién
atribuida a los diversos tipos de tricomas permanece oscura. Se han atribuido funciones a
estas estructuras como aislantes térmicos, excreciéon de sales, defensa quimica excrecién
de exudados téxicos y barrera fisica frente a patégenos,(Esau, 1977).

También los estomas de los sépalos y pétalos estan fuertemente tefiidos. En ambos tipos de
células (de tricomas y estomas) existe cuticula que las recubre externamente.

Se ha detectado actividad GUS en tejidos de embrién y en el endospermo de semillas
maduras de plantas transgénicas de tabaco transformadas con la fusién transcripcional
promotor Tsw12/GUS.

La cubierta dela semilla se forma a partir de los integumentos ovaricos y esta
fuertemente recubierta por capas de cuticula. En el caso de las semillas de plantas
transgénicas transformadas con el gen Tsw12, no se ha podido observar actividad
especifica ligada a la testa o cubierta de la semilla en condiciones normales.

El endospermo de las dicotiledéneas es una fuente de nitrégeno, azufre y energia,
principalmente durante la embriogénesis. El mecanismo de movilizaciodn de estas
reservas hacia el embrion no estd claro. Una posible funcién atribuible a las LTPs
(incluida la proteina TSW12) en este tejido podria ser la participacién en el transporte
yde nutrientes lipidicos. Otra posibilidad seria la participacion en la proteccién frente a
patdgenos (Molina and Garcia-Olmedo, 1993).

El gen Tsw12 se expresa ligeramente en toda la superficie del embrién (en el
protodermo) pero sobre todo en la region del meristemo radicular y en los cotiledones.
Esta expresion ligada al meristemo radicular no se ha descrito en ningiin otro miembro de
la familia de las LTPs. En embriones de Capsella (Schulz and Jensen, 1968), la pared
celular externa del embrién y el suspensor estan cubiertos por una fina capa de material
lipofilico densa a los electrones. El embrién, tan pronto como se forma el protodermo, se
recubre de una capa de cuticula cuya funcién seria evitar que el embrién tomara excesiva
agua y aumente de tamafio, lo cudl afectaria negativamente a la diferenciacién celular. Otra
funcion atribuible a esta capa lipidica repelente seria la protecciéon de las células
embriénicas de la accion de las enzimas hidroliticas del endospermo. La proteina Tsw12
podria estar implicada en la realizacion de las funciones descritas.

La actividad GUS determinada por el promotor Tswi12 en tejido vegetativo se
confina en la epidermis y en el tejido vascular (asociada al xilema y al floema), en tejidos
de hojas, tallos y peciolos de plantas control y tratadas. También se ha encontrado
actividad en los meristemos vegetativos y en el apical y en las axilas foliares. La actividad
GUS es més abundante en los tejidos vegetativos mas viejos o basales y menor en los mas
jovenes. Este dato marca una nueva diferencia en la expresién del gen Tsw12 con respecto
al resto de las LTPs descritas hasta ahora, que como se ha comentado, son mas abundantes



en los tejidos mas jévenes y estan generalmente ausentes 0 menos representadas en los
mas viejos.

En planta adulta de tomate, sélo se detecta la presencia del mensajero tsw12 en
tejidos estresados por sal o por tratamiento con ABA. La proteina TSW12 estaba presente
en el haz vascular y en la epidermis de tallos y hojas de tomate estresados con sal (S.
Torres, tesis doctoral). La proteina TSW12 podria participar en la regeneracion
cuticular en plantas sometidas a estrés o bien en el engrosamiento de ésta para prevenir
una pérdida excesiva de agua.

La concentracién de la actividad GUS en la regién basal, podria relacionarse con la
particion i6nica que realiza la planta glicéfita en los tejidos méas viejos cuando esta
expuesta a sal para preservar el aparato fotosintético foliar y los meristemos vegetativos
activos. No obstante, se podria argumentar que esta mayor acumulacién en la regién basal
se debe a la elevada estabilidad de la proteina GUS. En estudios previos, la localizacion de
la proteina TSW12 mediante anticuerpo anti TSW12 sobre secciones de tallos en
impresiones de nitrocelulosa era mas evidente en secciones de tallo mas desarrolladas que
en secciones menos desarrolladas, (S.Torres, tesis doctoral).

La actividad GUS dirigida por el promotor Tsw12 existente en el haz vascular en cortes de
tallos jovenes se localiza en el cambium asociado al xilema y en los vasos del floema
interno. La expresion del xilema disminuye cuando éste esta plenamente desarrollado (o
lignificado), mientras que la expresion en el floema interno se mantiene y aumenta con el
desarrollo del haz vascular. La expresion del gen Ltpt de Arabidopsis (Thoma et
al.,1994) también esta asociada a células en proceso de lignificacién, por tanto, es posible
que pudieran estar implicadas de algin modo en este proceso.

En el tejido vascular y en situaciones de estrés, la proteina TSW12 participaria en
el sellado de heridas o para evitar posibles puntos de entrada o la dispersion de patégenos;
por otra parte, impidiendo la pérdida de agua por transpiraciéon o reforzando el tejido
vascular para mantener la turgencia (Showalter, 1993). Se ha descrito la deposicion de
B-glucanos en el floema en situaciones de estrés fisico y por ataque de patégenos (Goodman
et al., 1986). Por tanto, la proteina TSW12 podria realizar deposiciones de algun tipo de
material insoluble de naturaleza lipidica.

Debido a la baja eficiencia y especificidad del ensayo de transferencia de lipidos in
vitro, habria que mantener abiertas las posibilidades de que las LTPs realizaran distintas
funciones en los distintos tejidos en los que se expresan.

3.4. Similitudes y discrepancias entre las LTPs y otras proteinas
implicadas en defensa



Las LTPs tienen una serie de caracteristicas comunes con proteinas asociadas a la
respuesta defensiva. Las proteinas implicadas en la defensa frecuentemente se expresan en
situaciones de estrés bidtico o abiético o en respuesta a ABA, salicilico o jasmonatos.
Algunos miembros de la familia de las LTPs se expresan en condiciones de estrés; la
expresién del gen Tswi12 en tejido vegetativo adulto sélo se produce en presencia de
tratamiento salino u osmético, de ABA o por herida; otras LTPs se expresan
constitutivamente pero responden a estimulos externos incrementando su expresién, como
el el gen Blt4, de cebada (Hughes et al.,1992) que responde al ABA, a bajas temperaturas
y a desecacién, el gen Le16 de tomate (Plant et al., 1992), que responde al ABA y al estrés
hidrico, las LTPs de cebada (Molina y Garcia-Olmedo, 1993) que responden a jasménico y
a la infeccién por patégenos y la LTP de ricino, cuya representacién aumenta al irradiar
las hojas con luz UV, (Yamada et al., 1994).

En general, proteinas implicadas en defensa que se expresan naturalmente en

organos y etapas del desarrollo especialmente vulnerables al ataque por patégenos también
lo hacen en otros tejidos distintos durante la respuesta defensiva. Cada una posee una
expresion unica y propia en algin momento durante el desarrollo de la planta
aparentemente no relacionada con esta funcion. Casi todas, al igual que las LTPs se
excretan, bien a la pared celular o a la vacuola.
La matriz extracelular es continua con los espacios aéreos intercelulares y con el xilema
designandose el conjunto como apoplasto. Aqui comienza la colonizacién de la planta intacta
por los patégenos, se originan las sefiales que inician las funciones defensivas y se
acumulan muchos productos defensivos. Las heridas fisicas que se producen requieren el
restablecimiento de la barrera de difusién, reparaciéon del dafio y estimulacion del
crecimiento y diferenciacién.

Las proteinas que participan en las reacciones defensivas, se pueden clasificar
funcionalmente en tres grupos (Bowles, 1990).

1) Son proteinas que cambian cualidades de la matriz extracelular por reforzamiento,
reparacion o alteracién de la pared celular. Se incluyen proteinas estructurales
(glicoproteinas ricas en hidroxiprolinas (HRGPs) y proteinas ricas en glicina (GRPs)),
asi como enzimas involucradas en la construccién y/o modificacion de otros polimeros de
pared como la suberina, lignina, cutina, compuestos fendlicos unidos a pared y callosa.
Algunos miembros de las GRPs con localizacion citoplasmatica se inducen por estrés salino
y por acido abscisico, (Showalter, 1993)

2) Son proteinas con actividad antimicrobiana o que catalizan la sintesis de productos
antimicrobianos. Se incluyen los inhibidores enzimaticos, (amilasas e inhibidores de
proteinasa), proteinas tdxicas, (lectinas y tioninas), hidrolasas (quitinasas, B-1,3
glucanasas y proteinasas), enzimas involucradas en la sintesis de fendlicos taninos, o -
quinonas, fitoalexinas y proteinas tipo taumatina, entre las que se encuentra la osmotina.



La osmotina se acumula durante la adaptaciéon osmética en cultivos celulares de células de
tabaco creciendo en medio salino (Singh et al.,).

3) Son proteinas que aparecen tras la infeccién con funcién desconocida, como las
proteinas PR, que se acumulan por herida o por tratamientos con elicitores. Algunas de
estas PRs se han identificado como 8-1,3 glucanasas y quitinasas.

Las LTPs se podrian integrar dentro del primer grupo como proteinas
participantes en la reparacién o modificacion de los polimeros de la pared celular (ceras y
cutinas) o dentro del segundo grupo como agente disuadorio de la infecciéon si se confirma
la actividad antipatégena in vivo.

Por otra parte, existen algunas similitudes estructurales entre las LTPs y
algunas proteinas con funciones defensivas. Las LTPs son proteinas de bajo peso molecular
y contienen 8 cisteinas cuyo espaciamiento esta estrictamente conservado. Esta ordenacién
es similar ala que ocurre en el dominio rico en cisteinas de una proteina de pared ce
alfalfa inducible por sal (Deutch and Winicov, 1995) vy en las hidrofobinas de hongos
(Ref), también localizadas en la pared celular. En otras proteinas de pared con funcién
defensiva se encuentran dominios ricos en cisteinas como es el caso del dominio de unién a
quitina, o en las metalotioneinas aunque la distribucién y el espaciamiento de los residuos
es distinta. En general, todas estas proteinas, tienen en comin la ausencia de funciones
cataliticas y la tendencia a unir otras moléculas como lipidos, carbohidratos o metales.
Otra cualidad comun es la capacidad de formar agregados. Se especula que esta peculiaridad
se produzca via los dominios ricos en cisteinas con la finalidad de enmascarar las paredes
del hongo que tienen alta actividad elicitora (Sharp et al,) o para inmovilizar bacterias.
Las LTPs purificadas se agregan facilmente (Kader et al,), y se han determinado formas
poliméricas de hasta 90 kDa en condiciones no reductoras (Tanaka and Yamada, 1982).
Mundy et al., describieron la formacién de complejos con proteinas de la a-amilasa.

¢, Como se podria relacionar la inducciéon en condiciones de estrés salino/osmoético del gen
Tsw12 con una posible funcién antipatogénica?

Una explicacion consiste en que desempefien distintas funciones en cada uno de los
casos 0, alternativamente, que exista una via de transduccién de sefiales mas global que
funcione en situaciones de estrés severo. Esto implicaria que las situaciones de percepcion
de la célula bajo estrés hidrico o tras la infecciéon por un patégeno deben ser muy
similares. La despolarizacién de la membrana plasmatica tras la invasién por el patégeno
produce cambios en la permeabilidad de las membranas de células adyacentes lo cuél debe
iniciar los mecanismos para la respuesta defensiva. Muchas de estas respuestas deben ser
inespecificas y pueden ser generadas por una amplia variedad de sefiales ambientales que
incluyen la herida y el estrés osmético. Por otra parte, el incremento de la permeabilidad
de las células hospedadoras puede ser el resultado producido por toxinas y elicitores



liberados por el patégeno. Tanto sefiales bidticas como abiéticas como la herida, infeccién
por patégenos, salinidad, y estrés hidrico pueden afectar la permeabilidad de la membrana
plasmatica y por ello causar disfuncién y desequilibrio de esta (Kononowicz et al., 1993).

Secuencias reguladoras en cis de la expresion del genTsw12.

Para los estudios de caracterizacion del promotor Tsw12, se obtuvieron versiones
delecionadas de la fusién transcripcional, que diferian entre si en el exiremo 5', para
analizar la expresiéon determinada por estos fragmentos del promotor. Los objetivos de
este estudio se centraron la localizacién de las secuencias responsables de la activacion
transcripcional por ABA y por estrés osmético-salino, y la identificacion de las
secuencias implicadas en dotar a este gen del complicado patrén de expresién espacio-
temporal descrito en resultados.

Se llevé a cabo una primera aproximaciéon mediante experimentos de expresion

transitoria.
Los protoplastos de meséfilo de hoja de tabaco transformados con la construccion A-1194
mostraban actividad en condiciones control que no se incrementaba en el caso del
tratamiento con ABA 10 pM. Las causas de esta falta de incremento de induccién pueden
deberse a que las condiciones de estrés osmoético a las que se encuentran los protoplastos
(inevitablemente) induzcan la expresién de este gen y en realidad lo que se estén midiendo
sean los maximos niveles de induccién. Las limitaciones del sistema, como es la
incapacidad de obtencion de informacién acerca de especifidad de tejido asi como la
inviabilidad de induccién por sal hicieron desestimarlo a para llevar a cabo el analisis con
el resto de las construcciones preparadas.

Como alternativa, se realizaron los experimentos de expresién transitoria por
bombardeo con microproyectiles. Este método permite el amalisis de la expresion en
células vegetales intactas. En este caso, sélo se ha realizado un andlisis histoquimico de la
expresion de las deleciones en plantulas de tomate de 5 dias de edad y en hoja adulta de
tomate tratada con sal yen condiciones control. Lo éptimo es cuantificar la actividad GUS
fluorimétricamente y cotransformar con construcciones que funcionen como control
interno (luciferasa o CAT) para evitar la dispersion de los datos obtenidos por este
sistema. Por tanto, los datos obtenidos en este experimento fueron preliminares aunque
muy utiles ya que permitieron seleccionar las construcciones mas apropiadas para la
transformacion estable de plantas de tabaco, proceso muy laborioso y largo que requiere
mucho espacio en la camara de plantas.

El ensayo histoquimico realizado en las plantulas de tomate bombardeadas con las distintas
deleciones mostré un patrén de distribucion de la actividad GUS similar, excepto en
aquellas bombardeadas con la delecién A-69, donde no existia actividad GUS apreciable. La



actividad GUS se se distribuia por los tejidos aéreos de la planta, siendo la intensidad de
los puntos especialmente intensos en el gancho (hook) de la plantula y en los cotiledones.
No obstante, si existieron diferencias cuantitativas entre las distintas muestras. El
sistema de cuantificacién aproximado fue el conteo del nimero de impactos por muestra.,
revelando la existencia de posibles elementos reguladores cuantitativos presentes entre -
1194 y -314 vy entre -221 y -69. Las sefiales reguladoras de la especifidad de tejido se
concentran entre -221 y la caja TATA (0+72).

Los bombardeos sobre hojas de planta adulta de tomate con las distintas deleciones
tratadas con sal y en condiciones control dieron una idea preliminar acerca de las regiones
implicadas en las respuesta al tratamiento salino. La actividad se distribuia sobre toda la
superficie de la hoja y asociada a los nervios vasculares. Entre los nucleédtidos-1194 vy -
522, la respuesta es similar en todas las muestras bombardeadas, en hojas control no
existia actividad GUS y en las tratadas si. En cambio, a partir de la construccion -522,
aparecia actividad en hojas control, quiz4d debido a la pérdida de un represor que se
localizaria entre los nucledtidos -522 y -744. Las hojas bombardeadas con la
construccion A-314, adn siguen manteniendo diferencia entre las hojas tratadas y las no
tratadas aunque esta se hace menos evidente en la muestra transformada con la delecién A -
221. Esta muestra registr6 menor nimero de puntos azules y de menor intensidad,
evidenciando la existencia de una activador entre la secuencia -314 y -221. Las hojas
bombardeadas con la deleciéon A-69, no mostratron actividad GUS alguna, por tanto, las
regiones reguladoras para conferir la expresiéon en tejido vegetativo se concentran
principalmente entre -221 y la TATA, y aquellas necesarias para la respuesta a la sal
entre -314 y la TATA.

Se determiné la actividad GUS en las plantas transgénicas transformadas con las
deleciones A-1194, -522, -314, -221 y -69 del promotor mediante ensayos
fluorimétricos en condiciones control e inducidas con ABA y sal e histoquimicos, para la
determinacién del patrén de expresién espacio-temporal dirigido por el promotor Tswi2.

El promotor Tsw12 se expresa en plantas de tabaco y es capaz de responder al
tratamiento salino-osmético y al ABA.

El fragmento -1194 del promotor Tsw12 confiere a las las plantas de tabaco la
informacién necesaria para expresar el gen GUS reguladamente durante la germinacién de
la semilla y durante el desarrollo de la plantula. Los datos obtenidos se ajustan a la
cinética de expresion del mensajero tsw12 en plantulas de tomate (Torres-Schumann et
al., 1992) y con respecto a la localizaciéon de la expresiéon, se obtuvo una buena
correlacion con los resultados obtenidos por bombardeo sobre plantulas de tomate de cinco
dias de edad. La expresion se localizaba en los tejidos aéreos de la plantula vy
preferentemente en los cotiledones y en el tercio superior del hipocétilo.

En flores de plantas transgénicas transformadas con la construcciéon A-1194 el
promotor mostré una expresién regulada espacio-temporalmente. La actividad GUS es mas



elevada en flores maduras que en flores inmaduras. La actividad GUS est4 contrastada por
analisis Northern en el que se hibridaron muestras correspondientes a los distintos
tejidos componentes de la flor madura y botones florales con la sonda tsw12. Existe una
buena correlacion entre los resultados obtenidos por ambos experimentos.

Las plantas transformadas con la construccion A-1194 muestran actividad en

condiciones control en tejido vegetativo. Las hojas de tomate bombardeadas con la misma
construccién no mostraban actividad GUS en condiciones control. Esta discrepancia entre
los sistemas detabco y tomate evidencia diferencias entre los factores reguladores o entre
las secuencias del promotor reconocidas por éstos entre las plantas de tomate y de tabaco.
Oftra explicaciéon posible es que en condiciones control exista transcripciéon basal del gen
GUS y que debido a la alta estabilidad de la proteina se de un efecto acumulativo. Este efecto
no seria observable en la transformacién transitoria, debido a la brevedad del
experimento.
Las plantas transformadas con la delecién A-522 carecen de actividad GUS. La presencia e
integridad de la construccién se detectd por Southern y por PCR, por tanto, no constituian
"escapes” o falsos positivos, ademas la transformacién de los discos de hojas se volvié a
repetir en vista de la falta de expresién. Se analizaron plantas con una y con varias copias,
por tanto se descarta el hecho de que se de un fenémeno de supresién en todas las plantas
analizadas. Volviendo a los resultados obtenidos por bombardeo de particulas, esta falta de
actividad revela diferencias de comportamiento entre el sistema de tomate y el de tabaco,
reprimiendose la expresion en el sistema heterdlogo.

La delecién A-314 tiene capacidad de respuesta a ABA y a NaCl, lo cual implica que
las secuencias en cis necesarias para procurar dicha activacién se encuentran entre los
nucledtidos -314 y +72. No obstante la actividad decae cuantitativamente con respecto al
fragmento A-1194 , evidenciando la existencia de regiones potenciadores de la expresion
en las secuencias delecionadas (entre -1194 y -314). La expresion especifica de tejido
se mantiene con respecto al fragmento de -1194.

La siguiente delecion estudiada, A-221, mantiene la especificidad de tejido (en
semillas, plantulas, flores y tejido vegetativo). La capacidad de respuesta al ABA no se
mantiene y con respecto al NaCl, sélo mantiene actividad por encima del control en tejidos
de tallos tratados con sal. No obstante, a pesar de la escasa diferencia existente, creemos
que este incremento es significativo, ya que la actividad GUS determinada en extractos
proteicos de plantas transformadas con el promotor 35CaMVS fusionado al gen QS
tratadas con sal muestran una reduccién de la actividad GUS. Esta reduccién puede deberse
a una disminucion de la actividad metabdlica general que se produce en estas condiciones.

Se han realizado controles mediante la deteccién del mensajero de la glucuronidasa
en plantas de tabaco transformadas con las deleciones A-314 y -221 en situacién control
y tratadas con ABA y con sal. El objeto era evitar la acumulacion de actividad GUS (dada la



alta estabilidad de la proteina) de forma que las diferencias entre el nivel de mensajero
presente en condiciones control y bajo el tratamiento con sal fueran mayores. Los niveles
de mensajero presentes en las muestras analizadas por Northern son muy escasos e
indetectables en las condiciones utilizadas. Lo optimo es realizar este experimento
hibridando con una ribosonda del gen GUS y aumentar la cantidad de ARN a emplear por
muestra.

Esto supone la existencia de un ABRE entre los nucleotidos -314 y -221. No se ha
encontrado dentro de esta regién una secuencia que tenga homologia con las ABRE
previamente descritas, por tanto debe existir un ABRE cuya secuencia sea distinta a las
conocidas pero que realice la misma funcién de activacién en presencia de ABA. No
obstante, aln en el caso de que existiera una secuencia con alto grado de homologia, este
dato por si mismo seria insuficiente para garantizar la actuacién de este posible elemento
en la modulacién de la expresién por ABA. Un ejemplo de este caso se di6 en el promotor
del gen Pinll de tomate. Se caracterizd la regidén responsable de la respuesta al ABA, la
cual contenia una secuencia con una alta homologia con la caja KKKkk. La mutacion dirigida
de esta secuencia mantenia la misma capacidad de respuesta a la hormona (Lorberth et al.,
1992).

La posibilidad de que las secuencias implicadas en la respuesta al ABAy al estrés
salino sean distintas es muy interesante y hasta el momento, que tengamos conocimiento,
no se han descrito dentro de un mismo promotor. Esto, combinado con la informacion
obtenida en los experimentos de expresion del mensajero tsw12 realizados con el mutante
de ABA de tomate, flacca evidenciaria la existencia de dos vias de induccién independientes
con distintos elementos reguladores finales. Este dato no elimina la posibilidad de una
interaccién entre ambas vias de transduccion de sefiales.

Con respecto a la delecién -69 no se ha podido determinar actividad GUS mediante
el ensayo histoquimico y la actividad fluorimétrica es muy baja. Para determinar la
presencia de elementos reguladores que confieran la expresion en tejidos, seria
conveniente realizar una fusién con un enhancer o potenciador , ya que es posible que no
estemos detectando actividad debido a los bajos niveles de expresion.

El promotor de la osmotina se organiza de forma similar al promotor Tswi2. El
fragmento minimo del promotor requerido para la expresiéon basal del gen quimérico en
tejido vegetativo, flores y granos de polen se localiza entre -246 y +45 (Raghothama et
al., en Kononowicz et al., 1993). No detectan actividad GUS apreciable en la fusién del gen
marcador con el fragmento del promotor comprendido entre la secuencias -106 hasta
+45.

La organizacién de la expresion del promotor Tswi12 se ajusta a un modelo
bipartita. Este modelo se ha propuesto para genes especificos de semillas (Thomas et al.,



1991). Segun este modelo, las regiones proximales a la TATA box especifican la expresion
tipica de tejido y las regiones mas distales refinan, potencian y adecian el patrén de
expresion basico dictado por el médulo proximal. En promotores que se expresan en
semillas pero no de forma exclusiva en este tejido, se mantiene esta organizacion, siendo
las regiones distales a este médulo proximal las que dictan la especificidad en otros
tejidos. |

La regidén proximal del promotor Tswi12 (-221 hasta +72) es suficiente para
procurar la expresion ligada al desarrollo en semillas, flores y durante la germinacion.
No obstante, habria que delimitar mediante deleciones internas posibles médulos
independientes o si existe un sélo mddulo o secuencia en c¢is comun responsable de la
expresion en distintos tejidos para la expresién en los distintos tejidos y érganos entre los
nucledtidos -221 y -69.

Analisis de la secuencia comprendida entre -314 y +72

ATGACATGTTTAATGCCACAAGATTAAAAGGCAATTTTGTAAATTCTACATAAATTTAATTTAGAA
TTACATGATCAAAAGTCTTTTTTATTTTTTAAATTACGTACTAAATTAAACTGGATCATTTTTTGTGAA
GCGAAGGAAGTATAATCTTTTAATAAATAATGTCCATACTACTAGACCTCATGACTTTATAACCTAATGTGCG
GCATCTCCATAATAAAATGCATTAAATTTCACCCCAACATCCACCTAACTCTATTGTCCATCTAGTCCAAAT

TTTTTCCTCTATAAAACCCCAAAGATCTCACTATCTTTTTCACCCATCACTCAAACCAAAACACATTTCATC
ATACTATACTCTTTACTATAATATTATCCTCTCTA

Las plantas transformadas con la delecién A-314 eran capaces de responder
diferencialmente al tratamiento con ABA y con sal. Esta capacidad de respuesta a
tratamiento exdgeno por ABA se anula en la siguiente delecién, que comienza en el
nucleotido -221. Por tanto, en la secuencia comprendida entre los nucledtidos -314 y -
221 deben existir los elementos (o parte) en cis responsables de dicha respuesta. En el
nucledtido -285 se encuentra una secuencia invertida myb perfecta; GGCAAT. A 25
nucledtidos upstream se encuentra una secuencia myc también perfecta pero que no puede
participar en la expresion de estas plantas ya que ha quedado delecionada a la mitad,
aunque no se descarta que in vivo pueda actuar cooperativamente con la secuencia myb
invertida. En las posiciones -199 y -60 se encueniran sendas cajas que mantienen un
85% de homologia con el consenso myb. Recientemente se ha clonado en Arabidopsis un
factor de ftranscripcion (Atmyb2) homoélogo a la familia Myb que responde
transcripcionalmente a desecacién, ABA y a condiciones de alta sal (Urao et al.,, 1993). El



producto génico es capaz de unirse a la secuencia consenso myb. La familia Myb estad muy
representada en plantas. Se han clonado seis y siete homdlogos de myb en Antirrhinum y
Arabidopsis respectivamente, mientras que sélo se ha identificado un homdlogo en
humanos y tres en Drosophila. Este dato puede dar una idea de la diversidad de funciones
que pueden llevar a cabo en la regulacién de la expresion en plantas.

En promotores de LTPs se ha descrito la presencia de secuencias homélogas al
consenso myb (Ref), aunque hasta el momento no se ha llevado a cabo ningin ensayo
funcional que apoye la posible actuacién en la regulacién de la expresién de estos genes.

En el nucledtido -213, del promotor del gen Tswi2 comienza una secuencia
homdloga a la caja G. La caja G (ACGT) es muy similar al consenso ABRE C/TACGTG
(Marcotte et al., 1989; Mundy et al., 1990). EIl hecho de que se encuentre dentro de la
secuencia contenida en la delecién -221 y la carencia de respuesta al ABA de estas plantas
puede deberse (en el caso de que fuera responsable de la respuesta a esta hormona) a que
se haya perdido el elemento adaptador descrito recientemente por Shen and Ho, 1995.
Mediante ensayos mutacionales de pérdida y ganancia de funcién han definido el complejo
minimo capaz de responder al ABA, consistente en una caja G (ABRE) y un elemento
adaptador (CE). La presencia de la caja G es necesaria pero no suficiente para conferir la
respuesta al ABA. No se han encontrado secuencias homélogas a las del elemento CE descrito
por estos autores a una distancia adecuada para que se pueda dar la interaccién, aunque no
se descarta que estos elementos pueden tener distinta secuencia a la descrita, al igual que
existen ABREs con distinta secuencia.

No obstante, no hay que descartar que la capacidad de respuesta al ABA resida en
otra secuencia distinta localizada dentro de la delecién -314. Se han descrito ABREs cuyas
secuencias no tienen similitud con el consenso de las cajas G (Lam and Chua, 1991; Nelson
et al., 1994) y en otros promotores que responden a ABA tampoco se han encontrado
secuencias similares (Plant et al.,1991., Urao et al.,1993).

Con respecto a las repeticiones directas localizadas entre los nucleétidos -402 vy -
368, se desconoce cudl pudiera ser la funcién ya que se encuentran fuera de las regiones
caracterizadas que responden a ABA y a NaCl o que dictan la especificidad de tejido.

Las repeticiones TACPyAT se han descrito en el promotor del gen de la chalcona
sintetasa de Petunia hybrida. Esta secuencia actia como un médulo dominante positivo
especificando la expresién en flores y durante la germinacién y negativo, reprimiendo la
expresion en tallos y hojas. La deleciéon A-69 carece de actividad, tanto en plantas de
tabaco transformadas de forma estable como por expresidon transitoria en plantas de
tomate. Por tanto, parece improbable que esta secuencia, situada entre +38 y +57 pueda
estar implicada en la especificidad de tejido tipica del gen Tswi12. No obstante cabe la



posibilidad de que realmente sea responsable de la expresién pero que necesite el apoyo de
secuencias enhancer que se situarian en las regiones 5' proximales.

Para la asignacién inequivoca de una funcién en la regulacién de la expresion a
cualquiera de las secuencias discutidas previamente, habria que realizar deleciones
internas de estas secuencias 0 mutaciones puntuales de estas cajas.

Los resultados obtenidos son especialmente interesantes ya que son los primeros
resultados de estudios de diseccién de promotores de LTPs realizados. Se han descrito
varios clones genémicos de LTPs, pero no se han realizado estudios de deleciones, por tanto
la informacién existente en cuanto a la organizacién y funcionamiento de estos promotores
es meramente especulativa o preliminar por experimentos de bombardeo de particulas. No
obstante, parece improbable que exista un modelo comin de funcionamiento y organizacion
de los promotores de las LTPs dada la diversidad de expresién espacio-temporal de los
distintos miembros de esta familia, tanto a nivel de desarrollo, tejido vegetativo y en
respuesta a sefiales ambientales.
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