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EL PROBLEMA DE LA SALINIDAD EN LA AGRICULTURA

La salinidad, presencia de altas conentraciones de sales en los suelos, constituye un
problema creciente en la agricultura: el 10% de las tierras cultivables tienen un marcado
caracter salino, y la mayoria de las plantas de cultivo son sensibles a la sal. Como
consecuencia, en los ultimos afios se ha mostrado un gran interés en el desarrollo de lineas
de investigacion con el objeto de conocer los mecanismos de respuesta de las plantas a estas
condiciones adversas.

La salinidad en los suelos es un problema debido en parte a causas naturales
derivadas de las caracteristicas hidrogeologicas de los mismos (composicion, solubilidad de
los minerales, infiltraciones de aguas) y de los efectos de los agentes atmosféricos,
fundamentalmente en las regiones aridas y costeras (evaporacién, deposiciones
atmosféricas de sales oceanicas, etc.) (Tanji 1990). Por otra parte, este problema es
consecuencia de la utilizacion del hombre de los recursos.naturales. Con el incremento de la
poblacion ha surgido la necesidad de aumentar la produccion mediante el uso del regadio y
la utilizacion de tierras que originalmente eran consideradas marginales. El uso y abuso de
las técnicas de regadio, junto con la baja calidad de las aguas utilizadas, (la mayor parte del
agua en la hidrosfera es salina), ha traido consigo un aumento de las concentraciones salinas
de los suelos, efecto que se ha venido a llamar salinizacion secundaria.

Las cifras reflejan claramente el problema: de los 14,900 millones de hectareas de la
supericie de tierras un 21% son potencialmente utilizables, estando solo un 46% de éstas
cultivadas (Tablal). La extension global de suelos afectados por la salinidad se ha estimado
entre 400 y 950 millones de ha, y de los 230 millones ha irrigadas entre un 30-50% estan
afectadas por la salinizacion (Epstein et al. 1980) (Szabolcs 1989).

El problema no solo esta limitado a regiones aridas o semiaridas, sino que puede
estar ocasionado estacionalmente debido al clima y a la movilidad de sales. Asi por ejemplo,
en gran parte de la Peninsula Ibérica, la prolongada sequia estival es la causa de la creciente
salinizacion de nuestros suelos (Alberto et al. 1983).

La técnologia para mantener la productividad de los suelos irrigados y frenar los
efectos de salinizacion existe, drenaje y balance salino de las tierras, pero su uso esta
limitado por una serie de factores principalmente econoémicos (alto coste de las
infraestructuras apropiadas, canalizacion de aguas de riego de buena calidad,..) y
generalmente el problema se vuelve mas acuciante en los paises mas pobres siendo estas
medidas impracticables.

Una alternativa conjunta para solucionar este problema es la obtencion de
variedades que se adapten mejor a las concentraciones salinas existentes. Mediante los
programas de mejora clasica no se han obtenido variedades mas resitentes debido



fundamentalmente a la complejidad espacial, temporal, cualitativa y cuantitativa del
problema de la salinidad, y a la falta de variabilidad genética de los bancos de germoplasma.

El avance de la biologia celular y molecular abre nuevas espectativas para solucionar
conjuntamente el problema (regeneracion in vitro de plantas y transformacién), siendo para
ello de vital importancia el estudio de las bases del mecanismo de respuesta de las plantas al
estrés salino y otros tipos de estrés que ejercen efectos comunes.

TABLAIL: Algunas estadisticas de la extension de varias categorias de tierras. (Flowers, T.J., et al.

1986).

SUPERFICIE DE TIERRAS 14.900 10 6 ha.
Apropiadas para el cultivo 3.200 10 6 ha.
Cultivadas 1.490 10 6 ha.
Tierras 4ridas y semidridas 4900-6200 10 6 ha.
Tierras irrigadas 230-240 10 6 ha.
Tierras irrigadas afectadas por la sal 30-50% tierras irrigadas

ASPECTOS FISIOLOGICOS DE LA ADAPTACION DE LAS
PLANTAS A LA SALINIDAD: plantas halofitas y plantas glicofitas.

En un ambiente con alta concentracion de sales las plantas sufren tres tipos de
estres : 1) el estrés hidrico causado por la reduccién del potencial osmético 2) el efecto
toxico debido a las altas concentraciones de iones, 3) deficiencias nutricionales derivadas de
interacciones ionicas.

La mayoria de las plantas no sobreviven bajo condiciones de alta salinidad, o si lo
hacen pero con un descenso del rendimiento. Las respuestas de las plantas dependen de la
severidad y duracion del estrés, del genotipo de la planta, del estado de desarrollo y de los
factores ambientales que acompafian al estrés (humedad, luminosidad, ...).Atendiendo al
grado de tolerancia las plantas se clasificacn en halofitas, plantas de habitas salinos, y en



glicofitas, plantas sensibles a la sal. La mayoria de las especies cultivadas son en mayor o
menor grado sensibles a la sal.

Las plantas halofitas, se diferencian por la capacidad para completar su ciclo de vida
en altas concentraciones salinas 100-200 mM NaCl. Ademas, la mayoria de las haléfitas
dicotiledoneas y algunas monocotiledoneas, presentan una induccion del crecimiento por
sal.

La principal adaptacion de estas plantas de habitat salino reside en su capacidad
para incrementar la toma de iones del ambiente para ajustar su potencial osmético y en su
habilidad para translocar y compartimentalizar estos iones que serian nocivos para la célula
en vacuolas. Para mantener el potencial hidrico del citoplasma al mismo valor que el de las
vacuolas la célula sintetiza solutos organicos no toxicos de bajo peso molecular y los
acumula en el citoplasma. se ha detectado la acumulacion de prolinas y betainas en las
plantas halofitas.

Otras adaptaciones frecuentes en las especies haléfitas son: la reduccién del tamafio
de las hojas, recubrimiento con pelos y engrosamiento de la cuticula, para evitar la pérdida
de agua; un mayor desarrollo del sistema radicular frente al sistema foliar, para favorecer la
extraccion de agua de las zonas menos salinas; una reduccion en el radio superficie/volumen,
suculencia, para reducir la tasa de pérdida de agua relativa al volumen y diluir la
concentracion de sales a través de la absorcion de agua; y la .aparicion de glandulas
especializadas en la excreccion de sal.(Revisado por Flowers et al. 1986; Lauchi 1990).

Las plantas glicéfitas, al no poder usar las sales para regular el potencial osmético,
sintetizan solutos organicos: aziicares (sacarosa, sorbitol), aminoacidos o derivados de
éstos (betaina glicina, betaina y prolina). No obstante, aunque la compartimentarizacién de
iones en vacuolas es caracteristica de las halofitas, algunas glicofilas desarrollan esta
capacidad (Binzel 1988).

A diferencia de las halofitas tienden a excluir las sales o sequestrar parte de ellas en
raices y tallos para minimizar la exposicion de érganos meristematica o fotosinteticamente
activos ae stas concentraciones i6nicas. Estas plantas aunque a nivel celular regulan menos
eficientemente el flujo de iones, realizan una reparticion de iones mas efectiva a nivel de
organos y tejidos que las plantas haléfitas (Lauchi 1990). Las plantas glicofitas deben de
regular la absorcion neta de iones para evitar los efectos toxicos, esto lo consiguen mediante
el uso de transportadores especificos de K+, el mas estudiado, y una extrusion activa de
iones Na+, siendo el radio K+/Na+ mayor en las glicofitas que en las halofitas.

La sintesis y transporte de osmolitos organicos, el transporte de iones inorganicos y
la compartimentarizacion, traen consigo un enorme gasto metabdlico que deriva en una
reduccion del crecimiento Aunque tradicionalmente se ha interpretado que el crecimiento en
medio salino esta limitado por las tasas de fotosintesis, ultimamente se ha sugerido que la
causa real podria ser que la salinidad afectase a la asimilacién de carbono. (Munns 1993). El
crecimiento de las raices esta menos afectado que el crecimiento de la parte aérea, pudiendo
estar este ultimo regulado por sefiales quimicas y hormonales.



ESTUDIO DE LA RESPUESTA A NIVEL MOLECULAR A ESTRES
SALINO

Estudio de lineas celulares tolerantes a la sal

En los ultimos afios se han desarrollado muchos estudios de lineas celulares
tolerantes a estrés salino, pero a pesar del potencial de estas lineas para la investigacion de
la base de la respuesta a la salinidad, el enfasis puesto en estos trabajos ha venido
principalmente derivado de su posiblle utilidad en los programas de mejora genética.

El nimero de mutantes es pequefio debido a la rapida capacidad de adaptacion
epigenética de las células vegetales a crecientes concentraciones salinas, lo cual hace dificil la
seleccion de mutantes veraderamente tolerantes, y por otra parte a la dificultad de
regeneracion de numerosas especies y a la aparicion de caracteres no relacionados con los
deseados tras la regeneracion a partir de suspensiones celulares (¢j. esterilidad Wong et al
1983). No obstante, tras una laguna de éxitos, en los Gltimos afios se han conseguido
seleccionar in vitro lineas celulares y regenerar plantas tolerantes a la sal en arroz, cafia de
azucar y en Brassica juncea (Revisado por Dix 1993). El éxito de estos trabajos parece
residir en el uso de cultivos embriogénicos, u otros cultivos organizados con un gran
potencial de regeneracion a partir de tallos adventicios o embriones somaticos, a diferencia
de los callos y suspensiones celulares tradicionalmente usados. También se han obtenido
plantas de alfalfa tolerantes a la sal en las que estos caracteres parecen ser estables pues se
mantienen tras ciclos de regeneracion de plantas a partir de callos (Revisado por Winicov
1993). Con sistemas celulares alternativos, como los protoplastos, se han conseguido
mutantes resistentes a KCl, PEG y NaCl (Sumaryati et al. 1992).

Mientras el nimero de mutantes es pequefio, la informacién acumulada a partir del
estudio de lineas seleccionadas in vitro descritas como tolerantes a la sal.es muy extensa.
La ventaja del uso de cultivos celulares en estos estudios es la disponibilidad de una
poblacién homogénea de células creciendo en medio liquido donde poder analizar de forma
uniforme un estres hidrico -osmotico-salino.

Se han realizado muchos estudios de los cambios de expresién génica que tienen
lugar en las células adaptadas a estrés salino. La proteina mas estudiada ha sido la osmotina.
Originalmente se descubrié como una proteina de 26kDa que se acumulaba en en cuerpos
de inclusion en las vacuolas de las células adaptadas a NaCl.(Singht et al. 1985) y
posteriormente se han descubierto muchas proteinas homologas en otros sistemas.(Casas et
al. 1992) (King et al 1988) (Zhu et al. 1993) (Yen et al 1994). La secuencia de este
polipéptido muestra homologia con proteinas implicadas en las relaciones de defensa de las
plantas frente a patogenos: la taumatina (un inhibidor de a-amilasa/triopsina de maiz) y una
proteina PR (pathogenesis related) inducida por el virus del mosaico del tabaco. Estudios



posteriores demuestran un papel antifingico de esta proteina, por lo que posiblemente las
proteinas tipo osmotina sean parte de un mecanismo general de defensa que reconoce
sintomas de estrés osmotico tales como cambios en la permeabilidad de membrana y en e
flujo de iones.(Revisado por Konowiczt al. 1993).

En estudios realizados en lineas celulares de alfalfa tolerantes a la sal se ha
observado la acumulacién de trasnscritos relacionados con la fotosintesis codificados por el
plastoma (Winicov 1991).Los resultados obtenidos en lineas independientes sugieren que la
pérdida de tolerancia esta correlacionada con la inhibicion de la funcion y del desarrollo del
cloroplasto. Los autores de estos trabajos proponen que la alteracion de la expresion de los
genes implicados en la fotosintesis sea probablemente debida a una modificacion general en
un regulador negativo. Estas observaciones coincidirian con estudios realizados en
Cyanobacterias, en los que se ha detectado un gran nivel de Rubisco en especies
halotolerantes (Revisado por Winicov 1993).

También se han usado lineas celulares adaptadas a estrés salino para estudiar
procesos de transporte i6nico. Se ha observado un aumento en la toma de K+ en células
adaptadas a NaCl (Watad 1991), probablemente como resultado de una combinacion de la
actividad de 1a H + ATPasa del plasmalelma y de una mayor selectividad de la toma de K+.
El contenido de una H+ ATPasa de 69 kDa del tonoplasto se reduce en las células
adaptadas.estando esta reduccion asociada con una acumulacién de iones Na+ y Cl- en las
vacuolas.(Reuvenie 1990). Otros trabajos sugieren un papel de la acumulacion de NaCl
como el mecanismo para mejorar el crecimiento en moderadas concentraciones salinas.en
lineas seleccionadas de Vaccinum corymbosum, blueberry (Muralitharan 1990).

El papel de los osmolitos ha sido también objeto de estudio en los trabajos de lineas
celulares adaptadas. Se ha observado una mayor tolerancia a la salinidad en lineas
resistentes a analogos de prolina. (Dix et al. 1994) (Van Swaaij et al. 1986);.y se han
detectado unos niveles altos de prolina en mutantes de N. plumbaginifolia seleccionados
por resistencia a NaCl, KCl y desecacion (Revisado por Dix 1993).

Los estudios comparativos de la respuesta adaptativa en células de la glicofita
Nicotiana tabacum L. y de la halofita Atriplex nummularia, realizados por el grupo de
Hasegawa, ( Revisado en Kononowicz et al.1993) muestran una vez mas el gran potencial
de los cultivos celulares como herramienta de estudio. Los resultados obtenidos sugieren
que las células de las glicofitas cuando se adaptan a concentraciones salinas altas utilizan
mecanismos celulares comparables a los utilizados por las halofitas, por lo que estos
autores sugieren que la tolerancia a la salinidad pueda ser resultado de una alteracion de la
expresion de los genes presentes en ambos tipos de plantas.

No obstante, los resultados obtenidos son sdlo complementarios a los estudios de
plantas, pues no se contemplan ciertos fendmenos tales como la interacciones celulares a
nivel de tejido y estructuras superiores, y en definitiva los mecanismos de integracion de la



respuesta a nivel de planta que deben de tener un papel importante en la respuesta al
estrés.

Funciones inducidas por estrés salino y otros estrés relacionados.

Se han identificado multiples cambios en la expresion génica durante el estrés salino
e hidrico mediante 2-DPAGE y se han aislado por hibridacion diferencial de librerias de
c¢DNA muchos genes. Estos cambios de expresion génica responden a la necesidad de la
planta de iniciar procesos regulatorios que ajustan el metabolismo celular a las nuevas
condiciones.

A continuacién se discutira el posible papel de muchos genes inducidos por estrés
salino. No obstante, ya que las respuestas de las plantas a diversos tipos de estres
ambiental estan estrechamente relacionadas, en esta revision se ha considerado necesario
integrar los resultados obtenidos en el analisis de otros tipos de estrés: desecacion y bajas
temperaturas, que al igual que el estrés salino ocasionan un déficit hidrico.

Sintesis y acumulaciéon de osmolitos

Frente a diferentes tipos de estrés las células sintetizan y acumulan compuestos no
toxicos, osmoprotectores (carbohidratos, aminoacidos, alcoholes y compuestos
cuaternarios de amonio y terciarios de azufre) con el objeto de contribuir al ajuste osmotico
de la células y proteger las estructuras.

A partir de estudios de estabilidad en la desecacion de biomoleculas se han asignado
diferentes funciones a los carbohidratos. Crowell 1993, propone un modelo de
reemplazamiento del agua por parte de los los aziicares en la desecacion. De acuerdo con
esta hipétesis los disacaridos podrian prevenir la fusion de membranas que tiene lugar
durante el déficit hidrico interaccionando con los grupos polares de los fosfolipidos y los
grupos funcionales de las proteinas. Asi, estos trabajos sugieren que de igual forma que la
trealosa ejerce una funcion protectora en los organismos anhidrobidticos como las
levaduras, nematodos, hongos y bacterias, en las plantas este mismo papel lo desempefiaria
la sacarosa en el polen y en las semillas.

En adicion a la proteccion de membranas también se han encontrado evidencias de
que los carbohidratos puedan estar implicados en la estabilizacion de proteinas y en el
mantenimiento de la actividad enzimatica durante la desecacion (Carpenter 1988).

Por otra parte, también se han asignado una funcién protectora a los aminoacidos y
sus derivados. Algunos trabajos sugieren que el papel adaptativo de la acumulaciéon de
prolina en plantas expuestas a estrés salino pudiera ser el de reducir la peroxidacion de los
lipidos debido a la existencia de radicales libres, los cuales causarian un deterioro de la
membrana (Shardi et al. 1993).



Se han realizado muchos estudios comparativos entre especies y tejidos que difieren
en la tolerancia al déficit hidrico y salino con el objeto de identificar las moléculas
responsables de dicha capacidad de tolerancia. Asi por ejemplo, se ha correlacionado la
acumulacion de stachiosa con un incremento en la tolerancia a la desecacién en
semillas.(Blackman 1992) La acumulacion de manitol en plantas transgénicas del gen
manitol 1-fosfato deshidrogenasa, esta correlacionada con una mayor capacidad de
enraizamiento y crecimiento en medio salino (Tarczynski et al. 1993.).

No obstante, en otros casos se tienen evidencias de que la sola acumulacién de
carbohidratos no es la responsable de la adquisicion de tolerancia. Estudios realizados con
mutantes de Arabidopsis demuestran una separacién temporal entre la acumulacién de
carbohidratos y la adquisicion de tolerancia, aunque si se ha encontrado un posible efecto
de la composicion de carbohidratos en el grado de longevidad de las semillas (Ooms 1993).
En la misma linea, los estudios comparativos entre especies de arroz, (Still 1994) concluyen
que la sensibilidad a desecacion del arroz Zizania palustris no puede ser correlacionada con
una deficiencia en la sintesis de oligosacaridos.

Una prueba mas del papel de estos compuestos osmoprotectores es la induccioén
por estrés salino e hidrico de los genes que codifican para enzimas implicadas en la sintesis
de estos compuestos. Asi por ejemplo se han clonado los genes BADH, betaina aldehido
deshidrogenasa, inducido por estres salino en espinaca y remolacha (Weretilnyk et al
1990).(McCue y Hanson, 1992); un gen que codifica para una aldosa reductasa dependiente
de NADH+ implicada en la sintesis de sorbitol, en embriones tolerantes a la desecacion
(Bartels et al. 1991); y un gen homodlogo al enzima Imtl hidroximetil transferasa que
cataliza el Gltimo paso de la sintesis del alcohol pinitol, en la halofita Mesembryanthenum
(Vernon 1992).

Control del transporte iénico

En la respuesta al estrés salino son de vital importancia las adaptaciones celulares
que conllevan el ajuste del potencial osmético y la compartimentarizacién de iones en la
vacuola. En las plantas se piensa que este transporte de iones y solutos a través de la
vacuola ocurre gracias a un gradiente de H+.generado por H+-ATPasas y H+ translocating
pirofosfatasas. Los estudios realizados en células adaptadas a la sal, parecen indicar la
existencia de un mecanismo de regulacion de las moleculas implicadas en este transporte
i6nico.(apartado X). Se ha detectado un mayor transporte de H+ y una mayor actividad
ATPasa en las células adpatadas; también se ha observado una regullacion por NaCl de la
subunidad de 70KDa de la ATPasa del tonoplasto de tabaco (Narasimha 1991) y una
induccion por estrés salino de una posible Ca2+ ATPasa (Perez Prat 1992).

Otras moléculas que podrian ejercer un papel importante en el ajuste osmético son
aquellas moléculas que forman canales especificos de agua, iones o solutos. En plantulas de
guisante se ha aislado un clon de cDNA inducible por desecacion, el cual correspondende a
una proteina que presenta seis dominios transmembrana que aparecen en las proteinas que
forman canales iénicos de Na+, K+ o Ca2+; ademas el extremo carboxilo de esta proteina



muestra homologia con la nodulina-26 de soja, una proteina de la membrana peribacterial
(Guerrero 1990 y Yamaguchi1992.) No obstante para probar esta hipétesis se debe
estudiar si estas proteinas se localizan en el tonoplasto y si forman canales.

La estructura y permeabilidad de la membrana es un factor muy importante que
determina la composicién de iones y compuestos organicos osmorreguladores en e
citoplasma de las células sometidas a estrés salino. Las propiedades de la membrana
dependen en gran parte de la composicion y grado de saturacion de los lipidos de la bicapa.
Los resultados obtenidos en estudios comparativos entre especies que difieren en su
tolerancia a la sal, indican que la regulacion del metabolismo de los esteroles es critica en la
permeabilidad de las membranas. Recientemente se ha conseguido aumentar la tolerancia a
sal transformando plantas con el gen glicerol-3-fosfato aciltransferasa, el cual codifica para
una enzima del cloroplasto que determina el nivel de insaturacién de los éacidos grasos
(Murat 1992).

Proteinas con posible papel estructural inducidas por estrés: Genes Lea, rab y
dehidrinas

Se ha sugerido que la funcién de algunos genes inducidos por estrés salino,
desecacion y frio, pudiera ser la proteccion de estructuras celulares. Esta hipotesis estd
basada en las predicciones realizadas a partir de la secuencia de los mismos y de su patron
de expresion. '

Genes Lea

Los genes Lea,(Late embriogenesis abundant) se identificaron originalmente en
algodén como genes que se expresaban en las ultimas fases del desarrollo embrionario
desapareciendo rapidamente en los primeros estadios de la germinacion (Dure et al. 1981)
(Galau et al. 1986)(Baker et al. 1988) (Galau et al. 1992). Existen genes homologos a Lea
que se inducen por estrés salino, por desecacion, por frio o por ABA, por lo que estas
proteinas no estan necesariamente reguladas con el desarrollo.

Estos genes codifican para proteinas solubles, muy hidrofilicas, no
compartimentarizadas y presentes en cantidades grandes en las células, lo cual excluye su
posible funcion enzimatica, habiéndoseles asignado diversas funciones protectoras en
relacion a estudios derivados de la estructura y acumulacion de estas proteinas.(Revisado
por ((Dure I1Ia 1993)(Durelllb 1993)(Durelllc 1993)).

Los genes Lea Familia D19 o grupo 1, codifican para proteinas muy hidrofilicas,
con una alta proporcion de residuos cargados y ricas en el aminoacido Gly. Por todo ello se
predice que sean moleculas muy hidratadas y con una estructura amorfa, 70% random
coil Estas caracteristicas sugieren que estas proteinas puedan unir moléculas de agua. Las
proteinas Lea del grupo D-1130 grupo 4 se han encontrado en cantidades del orden de
0.3mM en el embridn y distribuidas uniformemente en todos los tipos celulares (Roberts et
al. 1993). Sélo presentan una estructura definida de a-hélice en el extremo amino terminal, la



cual podria servir para la dimerizacion de estas proteinas. Los autores sugieren que estas
proteinas podrian actuar como chaperonas-reversas, preservando las estructuras de la
membrana en la desecacion, interaccionando a lo largo de la longitud de ésta en base a su
abundancia y propiedades.

Las proteinas Lea Grupo3, D-7 Familia, presentan un numero variable de
repeticiones de una secuencia consenso de 11 mer.con estructura de hélice anfifilica. Se
localizan en la célula a contraciones de 0.2mM (Roberts et al. 1993). Dada su abundancia y
la presencia de aminoacidos distribuidos formando bolsillos de union a fosfato se postula
que podrian secuestrar combinaciones de iones y sales aminoicidas evitando su
precipitacion (Dure ITIb 1993). Se ha atribuido una funcién similar a las proteinas del grupo
5 Familia D-29.

Las proteinas Lea D-11 Grupo 2, presentan un numero variable de repeticiones de
una secuencia consenso de 14 aa KKGimeKIKEKIPG. Esta caracteristica es compartida
por proteinas del tipo de las dehidrinas, rab, cor y otras proteinas inducidas por ABA,
estrés salino, hidrico y por frio que se estudiaran a continuacion.

Dehidrinas

Bajo el término de dehidrinas, definido por Close, se agrupan proteinas que tienen
en comun una serie de caracteristicas que se ilustran en la tabla X.

Estas proteinas estan presentes tanto en gimnospermas como en angiospermas,
(Close et al. 1993), y generalmente estan codificadas por una familia multigénica cuyos
miembros individuales estan presentes como alelos multiples en el pool genético de cada
especie de planta. Existen evidencias inmunologicas de la presencia de estas proteinas en
Cyanobacterias, levaduras y otros microorganismos. (Close y Lammers 1993).(Close et al.
1993 revision).

Generalmente se acumulan en respuesta a un programa de desarrollo o son inducidas
por un estrés ambiental. Asi por ejemplo se han identificado en procesos de desecacion,
salinidad, baja temperaturas, asi como en el desarrollo embrionario o inducidas por ABA
(ver tablaX2); aunque algunas pueden estar presentes en ausencia de estrés o manifestar un
patron de induccion claramente diferente.(Schneider et al. 1993) (Robertson y Chandler
1994) (Welin 1994).

Estas proteinas han sido inmunolocalizadas en el citoplasma y en el nucleo,
(localizacion citoplasmatica: (Mundy y Chua 1988) (Neven et al. 1993) (Schneider et al.
1993)) (Localizacion citoplasmatica y nuclear: (Goday et al. 1994) (Close et al. 1994)
(Godoy-Luna et al. 1994)). Las diferencias observadas probablemente indican una diferente
regulacion del transporte al nucleo en funcion del tratamiento, tipo celular, o la existencia de
diferentes isoformas con diferentes localizaciones.



TABLA II: Caracteristicas de las dehidrinas.

Caracteristicas comunes:

- Secuencia consenso de 15 aa EKKGIMDKIKELPG en el extremo carboxilo, y
repetida una o varias veces en direccién al extremo amino, en algunos casos como una
secuencia algo modificada.*.

- Presentes como proteinas solubles tras el calentamiento de extractos.

- Hidrofilicas

- Ausencia de los aminodcidos Cys y Trp.

* D-111

Otras caracteristicas (no comunes):

- Tamafio 10 -150 kDa.

- Muchas dehidrinas presentan un tracto de residuos de Ser adyacente al
dominio conservado rico en Lys. (posibles sefiales de localizacién nuclear NLS)

- Secuencia DEYGNP cerca del extremo amino, y delante del motivo consenso.

- Repeticiones en tandem ricas en Gly entre las repeticiones de la secuencia
conservada de 15 aas.

- Repeticiones de GT

Dado que el motivo de aminoacidos ricos en Lys esta conservado en todas las
dehidrinas, es logico pensar que sea la clave de la funcién de estas proteinas. Diferentes
algoritmos predicen que este dominio consenso podria formar una a- hélice de marcado
caracter anfipatico, donde los aminoacidos no polares estrian en un lado, los residuos
cargados negativos al otro lado y entre ambos estarian dispuestos los residuos cargados
positivamente. Esta asimetria sugiere que la funcion de estas proteinas sea la de
interaccionar con otras moléculas. En el citoplasma las dehidrinas podrian estabilizar
proteinas y membranas, y quizds actuar de forma sinérgica con los osmolitos
contribuyendo a la exclusion de solutos de macromoléculas; y en el niucleo podrian tener un
papel protector similar al del citoplasma, o incluso podrian estabilizar el transporte de
proteinas al nucleo.(Goday et al. 1994).

No obstante hasta el momento no se ha determinado ninguna funcién in vivo para
estas proteinas (lea y dehidrinas). Los estudios realizados demuestran que la inducion de
estos tipos de proteinas parece ser necesaria en la respuesta al estres, asi por ejemplo se ha
observado una asociacion entre la presencia/ausencia de proteinas del grupo Il de Lea y la
capacidad/ incapacidad de ciertos tejidos de recuperarse de la desecacién ( Ried 1993). Sin
embargo, algunos estudios comparativos realizados entre especies que difieren en su
tolerancia al déficit hidrico, (Ooms, Still) demuestran que la menor capacidad de respuesta
no esta asociada a una deficiencia en la acumulacion de estas proteinas. Asi mismo, la
sobreexpresion de estos genes en plantas transgénicas (Iturriaga et al. 1992) parece indicar
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que estas proteinas relacionadas con la desecacion no son suficientes per se para
incrementar la tolerancia en las plantas transgénicas.

Estos datos parecen indicar que estos genes sean necesarios pero no suficientes para
la osmoproteccién y puedan trabajar solo en cooperacion con otras moléculas.

Funciones metabdlicas

El efecto primario del estrés salino es su efecto toxico, y su disturbancia?
metabdlica. Otros tipos de estres: hidrico y térmico también producen cambios
metabdlicos. El resultado es que las plantas tienen que incrementar sus costes para e
crecimiento y mantenimiento frente a estas condicones.

Algunas plantas se adaptan mediante cambios metabolicos, tomando la ruta CAM
del metabolismo acido de las Crasulaceas. En la planta  haldfita
facultativa,.Mesembryanthemum crystallinum, se han aislado dos isoformas de la PEPCasa,
enzima del primer paso de fijacion de CO2 en C4 y CAM, las cuales difieren en la
induccion por sal y desecacion (Cushman 1989). En estudios con células tolerantes a NaCl
se ha observado una inducién en la expresién de genes relacionados con la fotosintesis.y
muchos trabajos parecen indicar que la inhibicién de la funcién y desarrollo del cloroplasto
esta correlacionada con la pérdida de tolerancia (Winicok. 1993) (Schneider et al. 1993).

En la planta Craterostigma plantaginemum se ha detectado la acumulacién de
ARNm de GADH, gliceraldehido deshidrogenasa, durante la deshidratacion y el tratamiento
con ABA, ésto puede responder a una preparacion de la célula para las posibles demandas
de ATP y NADH2 durante la recuperacion.(Velasco et al. 1994)

El estrés oxidativo es una de las causas del dafio en los tejidos de plantas sometidas
a diferentes tipos de estrés (salino, desecacion, bajas temperaturas, alta intensidad de luz,
asi como exposicién a agentes quimicos) y se ha correlacionado con un incremento de la
actividad de enzimas antioxidantes. Se han clonado muchos genes que se inducen por estrés
salino e hidrico que codifican para enzimas con funcion antioxidante o detoxificadora:
epoxido hidrolasa (Kiyosue 1994), glutation peroxidasa (Holland 1993), ascorbato
peroxidasa (Mittler 1994).

Otras funciones

Por estres salino-hidrico también se inducen algunos genes cuyas funciones son
caracteristicas de la respuesta al ataque por patdgenos: osmotina, y transportadores de
fosfolipidos.

La inducién de osmotina y otras proteinas relacionadas por estrés osmatico y su
funcion en la defensa por patogenos, podria indicar 1a existencia de una ruta de transduccion
de sefiales global inducida por diferentes condiciones ambientales. La percepcion de las
células del estrés salino-hidrico podria tener caracteristicas comunes con la percepcion de la
infeccion por patogenos. Sefiales bidticas y abidticas como la herida, la infeccion por virus,



la salinidad y el estrés hidrico, pueden afectar a la permeabilidad de la membrana
plasmatica. Por otra parte, las respuestas de las plantas al ataque de patdgenos son directa
o indirectamente consecuencia del dafio celular: la ruptura de membranas trae consigo la
despolariozacion, cambios en la permeabilidad y liberacién de ciertos soltutos que activan
los mecanismos de defensa contra patogenos.

En nuestro laboratorio se ha clonado por hibridacion diferencial en una libreria de
cDNA de germinulas de Lycopersicum esculentum tratadas con sal y ABA, un gen que
codifica para una proteina que tiene gran homologia con proteinas transportadoras de
lipidos, TSW12 (Torres-Schummann et al. 1992). En otra especie de tomate se ha clonado
un gen homologo, inducido por desecacion (Plant et al. 1991). En estudios realizados con
proteinas homoélogas a transportadores de fosfolipidos se ha demostrado la transferencia in
vitro de lipidos y la inhibicion del crecimiento de fitopatogenos (Terras et al. 1992)
(Olmedo). La posible funcion como transportadores de fosfolipidos, estaria relacionada con
la importancia en los procesos de estrés del mantenimiento de la estabilidad y
permeabilidad de la membrana; y la posible funcién de defensa contra patogenos, podria ser
consecuencia de la convergencia de sefiales a diferentes tipos de estrés como se explicd
anteriormente.

Otras funciones que también se inducen por estrés salino-hidrico son las implicadas
tanto en la degradacon de proteinas, proteasas y ubiquitinas, como en la inhibicién de
dichos procesos degradativos: chaperonas e inhibidores de proteasas. En estudios de
aclimatacion a sequia, salinidad o por tratamiento con ABA, se ha clonado un gen BnD22,
el cual codifica para una proteina con homologia a los inhibidores de proteasas de Kunitz
(Downing 1992). Los autores sugieren que esta proteina protegeria frente a las proteasas
endégenas cuya actividad aumenta durante el proceso de senescencia acelerada que se
observa en las hojas tras el largo periodo de tratamiento

Por ultimo, cabria citar que durante el estres salino-hidrico se induce una respuesta
compleja que comienza en la percepcion de dicho estrés, iniciandose unas rutas de
transduccion de sefiales que finalmente se manifiestan en cambios a nivel celular, fisiologico
y niveles de desarrollo. Aunque no se conoce bien las moléculas implicadas en esta cadena,
el acido abscisico, ABA, debe ser un eslabon determinante, pues la mayoria de los genes
inducidos por estrés salino e hidrico se inducen también por ABA, hormona cuyos niveles
aumentan en estas condiciones de estrés.

Una estrategia de estudio de las posibles moléculas y sefiales implicadas la
constituye el estudio de posibles elementos en cis y trans que regulen la expresion de los
genes inducidos. Ademas de estas secuencias y factores de transcripcion pueden existir
otras moléculas reguladoras implicadas en el proceso. Asi por ejemlo se han clonado genes
que se inducen por estrés salino que codifican para proteinas que se unen a ARN, (REF),
inhibidores de quinasas (Chen et al. 1994), e incluso moléculas de adhesion como en las
células animales (Zhu 1993, 1994).



Estudio de la respuesta molecular en especies resistentes al estres
salino-hidrico.

Los estudios realizados en especies que tienen una respuesta buena y definida al
estrés slino-hidrico constituyen un modelo para investigar los mecanismos de adaptacion
que tienen lugar en las plantas sometidas a dicho estrés.

Se han realizado muchos estudios a nivel molecular de la respuesta de las plantas
halofitas. Entre ellos podrian destacarse los realizados en Lophopyrum elongatum, halofita
facultativa, que por estar filogeneticamente relacionada con el trigo presenta muchas
ventajas tanto para la obtencion de especies agricolas mas tolerantes como para la
investigacion de la respuesta a la adaptacion de las plantas halofitas a la sal.

En esta especie se han clonado genes que se inducen de forma muty rapida con el
estrés salino por lo que se han denominado ESI (early salt stressed induced) (Gulick 1990).
Estos genes presentan un patrén de expresion bifasico: una primera de 24 h. en la que los
genes se inducen rapidamente a las 2 h. de tratamiento, alcanzandose unos niveles de
expresion méxima a las 6 h. que luego empiezan a decrecer; una segunda fase en la que la
respuesta se caracteriza por una constante, o un pequefio incremento en la cantidad de
ARNm. Lo mas interesante de estos estudios es la posibilidad de comparar esta respuesta
en genotipos diferentes; asi la primera fase es mucho mas pronunciada en L. welongatum
que en el anfiploide, y concomitantemente éste es mucho mas tolerante que el trigo
cultivado, por lo que es posible que la expresion de estos genes sea critica durante las
primeras 24 horas. No se sabe bien la funcién de la segunda fase, quizas el elevado estado
de equilibrio del ARNm se deba a la necesidad de reemplazar las proteinas ESI (Galvez,
A'F. et al 1993).

Los niveles d¢ ARNm en el anfiploide constituyen una cuarta parte de los niveles
observados en L. elongatum. Esta aditividad genomica sugiere que si se introducen los genes
ESI de L. elongatum en especies de baja ploidia se pueden conseguir buenos resultados.

Tambien ha recibido especial atencion la planta de hielo, Mesembryanthenum
cristallinum, por su capacidad de cambiar el metabolismo C3 a CAM en condiciones de
estrés salino. El metabolismo de las crasulaceas es una respuesta de adaptacion al estres
hidrico, las plantas cierran sus estomas durante el dia para evitar pérdidas de agua y los
abren durante la noche para fijar CO2 en compuestos organicos acidos, que durante el dia
son convertidos en carbohidratos. Esta es una estrategia a largo plazo, se detecta en la
planta después de 1 o 2 semanas en condiciones salinas 0 de deficiencia hidrica. Este
cambio de metabolismo lleva consigo la induccion de las enzimas involucradas en estas
rutas (Ostrem 1990). Se han clonado isoformas de estas proteinas y se ha podido detectar
una regulacion diferente de estas proteinas en funcion del estrés (Cushman 1989).



La respuesta de esta planta también esta sirviendo como modelo en estudios de
regulacién por diferentes estimulos: sal, y reguladores del crecimiento de plantas
(citoquininas y acido abscisico) (Thomas 1993).

Otra planta cuya respuesta a nivel molecular ha sido muy estudiada es la planta de
resurrecion, Craterostigma plantagineum. El estudio de la expresion génica en este sistema
es unico para analizar que moleculas y sefiales pueden ser criticas en la limitacion del dafio
y mantenimiento de la integridad fisiologica durante la transicion de los estados seco-
hidratado. Se ha detectado la expresion de proteinas tipo lea y dehidrinas, otras proteinas
localizadas en el cloroplasto,(Piatkowsky 1990) (Schneider 1993)(Bartles 1992); genes que
codifican para enzimas de la sintesis de osmoprotectores y genes implicados en el
metabolismo.((Bartels 1991); (Velasco et al. 1994)).

Son destacables los estudios de la conversion de carbohidratos que tiene lugar en C.
plantagineum y otras plantas de resurrecion Boea hygroscopia'y Myrothamnus flabellifolia,
cuando pasan del estado hidratado al desecado. El azlicar dominante en las hojas hidratadas
es 2-octulosa, pero tras la deshidratacion bajan los niveles de este compuesto siendo la
sacarosa el azicar predominante, aumentando tambien los niveles de glucosa y fructosa. E
incluso se ha detectado en M. flabellifolia la acumulacion de trealosa y glucosilglicerol,
compuestos de actividad osmética en organismos inferiores.(Revisado por Bartles et al.
1993).

Uso de organismos transgénicos y microorganismos en el estudio de la
respuesta a estres salino.

La transformacion de plantas es una herramienta que permite estudiar la funcion de
muchos genes, mediante la sobreexpresion o la inactivacion por genes antisentidos.

Por otro lado la aplicacion de esta técnica en la obtencion de plantas resistentes a
diferentes condiciones ambientales ha tenido gran éxito, sobre todo en aquellos procesos en
los que esta implicado un solo gen, como por ejemplo la resistencia de plantas a herbicidas.

No obstante existen una serie de limitaciones en esta estrategia que deben ser
consideradas: 1) el producto del gen introducido puede no ser estable, o los niveles
acumulados pueden no ser suficientes para que se manifieste una mayor tolerancia 2)
pueden existir problemas de fondo derivados de la expresion de genes enddgenos
homologos al introducido 3) el producto del gen introducido pude que no funcione en otras
especies por requerir la interacciéon con determinados productos celulares especificos (ej.:
osmolitos, proteinas) 4) el gen introducido puede no ser limitante en términos de tolerancia
al estrés. (Chandler y Robertson 1994).



En el tema que nos ocupa se han realizado algunos experimentos de transformacion
con bastante éxito. Asi por ejemplo mediante la transformacion con el gen manitol 1-fosfato
deshidrogenasa, se ha podido demostrar que la acumulacion de manitol aumenta la
capacidad de tolerancia al estrés salino en las plantas transgénicas. (Tarczynski et al. 1993).
En esta misma linea se estan realizando experimentos de transformacion para introducir la
ruta de biosintesis de betaina en plantas de tabaco para mejorar la tolerancia (Holmstréom et
al. 1994) (Rathinasabapathi et al. 1994).

También se ha conseguido aumentar la tolerancia en plantas de tabaco
transformadas con el gen glicerol-3-fosfato aciltransferasa, el cual codifica para una enzima
del cloroplasto que determina el nivel de insaturacion de los 4cidos grasos (Murat 1992).

Sin embargo, en otros estudios la transformacion de plantas con genes tipo
dehidrinas no ha conferido mayor tolerancia al estrés aplicado, pudiendo estos resultados
indicar que estas proteinas sean necesarias pero no suficientes en el mecanismo de
respuesta al estreshidrico-sallino.((Iturriaga et al. 1992) (El presente trabajo)).

La complejidad de la respuesta celular sugiere que solo algunos procesos sean
criticos/limitantes a la hora de conferir mayor tolerancia a la salinidad Algunos autores
sugieren que los pasos mas limitantes podrian ser a nivel de transporte iénico. (Munns
1993; Glaxiola et al. 1992).

Los microorganismos constituyen una herramienta de estudio fundamental en
muchas investigaciones, debido a las facilidades de manipulacion genética de estos sitemas.

Saccharomyces cerevisiae sirve como un sistema modelo para aislar genes
halotolerantes, pues los mecanismos de transporte i6nico son basicamente iguales a los de
plantas, se pueden aislar genes facilmente por complementacion y con la disponibilidad de
plasmidos multicopias se pueden selecionar genes en condiciones donde su sobreexpresion
confiera un aumento en el crecimiento.

Mediante la transformacion de células de S. cerevisisae con una genoteca construida
en un plasmido multicopia se han podido aislar dos genes que confieren resistencia a la
salinidad. HAL1 y HAL2 (Glaxiola et al. 1992) (Murgia et al. 1995)

El gen HAI1 codifica para una proteina de 32KDa que no muestra homologia con
ninguna proteina presente en la base de datos. Este gen estd conservado en plantas y se
induce por NaCl y ABA. El papel fisiologico de HAL1 esta relacionado con la tolerancia al
Na+, probablemente nivelando los niveles de cationes Na+/K+en la célula. La
sobreexpresion de este gen confiere un incremeto en la tasa de crecimiento de las levaduras
y las células transformadas acumulan mas K+.

El gen HAL?2 presenta homologia con inositol fosfatasas, confiere tolerancia al litio
y al sodio, y estd implicado en la biosintesis de metionina. Probablemente codifique para
una 3’5’-bifosfato nucleotidasa necesaria en reacciones de transferencia de sulfato, y
posiblemente esta proteina esté inhibida por litio y sodio. Es interesante destacar que se ha



descrito la existencia de reacciones de transferencia de sulfato en procesos de detoxificacion,
modificacion de carbohidratos y proteinas.

También se han usado mutantes de S. cerevisiae con el objeto de identificar genes
que sean esenciales en la tolerancia a NaCl. Asi por ejemplo, por complementaciéon se ha
clonado un gen (CNB1) que codifica para una proteina fosfatasa dependiente de Ca2+ y
calmodulina. denominada calcineurina (Mendoza et al. 1994). Los mutantes de este gen no
discriman bien el transporte de K+/Na+ y acumulan iones Li+, debido ésto ultimo a una
reduccion en la expresion de un gen que codifica para una ATPasa implicada en el eflujo de
Na+ y Li+. Los resultados obtenidos sugieren que esta proteina podria estar coordinando la
expresion y actividad de transportadores de iones para lograr la homeostasis y que las
sefiales de transduccion en las que estan implicados el Ca2+ y las
fosforilacion/desfosforilacion de proteinas pueden jugar un papel importante en la
adaptacion a NaCl en S. cerevisiae.

Todos estos resultados son muy interesantes, y confirman la gran utilidad de la
levadura en el estudio de la respuesta a estrés salino. No obstante aunque el sistema de
transporte i6nico sea muy semejante en estos microorganismos y en plantas, hay que tener
en cuenta que la respuesta en estas Gltimas puede ser mucho mas compleja, dado que todas
estas sefiales deben de integrarse en una estructura superior.

EL PAPEL DEL ACIDO ABSCISICO EN LA REGULACION GENICA
Y LA TOLERANCIA AL ESTRES.

El acido abscisico (ABA) es una hormona vegetal presente en todas las plantas
superiores y en algunas algas, briofitas, hongos fitopatogenos y bacterias. Quimicamente es
un compuesto sesquiterpeno sintetizado a partir del a4cido mevalonico a través de la ruta de
sintesis de carotenoides, existiendo en las plantas tanto en forma libre como
conjugada.(Zeevaart &Creelman 1988).

El ABA esta implicado en muchos procesos bioldgicos: cierre de estomas,
embriogénesis y formacion de la semilla (morfogénesis del embrion, sintesis de proteinas de
reserva, tolerancia a la desecacion y dormancia); crecimiento de raices, heterofilia en plantas
acuaticas y en procesos de estres ambiental donde se ha observado un aumento en los
niveles de esta hormona y de la expresion de genes que podrian estar regulados por ella.
(Revisado por Hetherington y Quatrano 1991)(Skriver y Mundy 1990).

Regulacion de la expresion géhica por ABA y estrés

La primera evidencia de la regulacién de la expresion génica por ABA fue la
observacion de que los cambios de los niveles hormonales enddgenos estaban asociados a



puede ser muy complejo, estando implicados varias combinaciones de elementos en cis y
factores en frans que puedan actuar cooperativamente.

Hasta el momento no se han podido descubrir moléculas receptoras de ABA, y esta
por dislucidar la ruta de transduccion de sefiales en la que estd implicada esta hormona.
Apoyado por datos bioquimicos en otros sistemas, como el cierre de estomas,
Hetherington y Quatrano 1991 proponen que el Ca2+ podria ser una sefial, regulando la
fosforilacion y desfosforilacion de factores de transcripcion, teniendo como resultado una
alteracion de los niveles de ARNm. No obstante estos estudios de regulacion
transcripcional deben ser complementados por otro tipos de analisis. Asi por ejemplo e
estudio de mutantes en la respuesta a ABA puede ayudar a identificar genes intermediarios
o reguladores en esta cadena de estimulo-respuesta.

El papel del ABA en el estrés

Se ha sugerido que el ABA juega un papel importante en la respuesta de las plantas
a diversos tipos de estrés ambiental, ya que muchos tratamientos con esta hormona parecen
proteger a las plantas de los efectos de los estrés ensayados (frio: Chen et al. 1983; Lalk y
Dorfilingly, 1985; Orr et al. 1986; sal LaRosa et al. 1985: anoxia: Hwang y VanToai 1992).
No obstante, como con estos tratamientos se induce la expresion de genes regulados por
ABA, podrian ser estos productos génicos los realmente implicados en la adquisicion de la
tolerancia.

Por un lado estos genes podrian ser factores limitantes en la tolerancia, pero por
otro lado podrian no estar relacionados directamente con esta respuesta adaptativa.
Algunos genes se podrian expresar porque el ABA normalmente regula su expresion en
determinados estados de desarrollo y crecimiento, pudiendo reflejar estos cambios de
expresion ajustes derivados de la alteracion del estado fisiologico de las plantas. Asi por
ejemplo los cambio en los niveles de proteinas de reserva y factores de elongacién, parecen
adecuarse a este modelo.(Chandler y Robertson 1994) Ya que el estres conduce a una
reduccion de la tasa de crecimiento, es logico pensar que los cambios de los niveles de
ciertas proteinas respondan a ajustes a este crecimiento lento. La situacion podria ser
distinta para otros genes inducidos por ABA vy - diferentes tipos de estrés
(lea/rab/dehidrinas) para los que se ha sugerido un papel protector durante el estrés (Dure
IIT et al.).No obstante hasta el momento la mayoria de las evidencias provienen de
prediciones de estructura y de estudios de correlacion en especies con diferente grado de
tolerancia al estrés, no existiendo pruebas directas de un papel esencial para estas
proteinas, sendo por tanto necesarios mas estudios para determinar la funcién de estos
genes.

Aunque se han encontrado evidencias que prueban que el ABA puede realizar
funciones independientemente de la expresion de genes (efectos rapidos en el transporte
iénico en células de estoma tras la aplicacion de ABA), en general el mecanismo de accién
de esta hormona parece estar asociado a la regulacion génica. Seglin algunos autores,
(Hetherington y Quatrano 1991), la funcién del ABA podria ser la de preparar al tejido



cambios en los niveles de los productos de dichos genes. Posteriormente estudios de
inducion en diferentes condicones de estrés, aplicacion exdgena de ABA, y uso de mutantes
e inhibidores del acido abscisico (fluoridona), han permitido analizar el papel del ABA en la
induccion de estos genes.

La expresion de los genes que responden a ABA es muy variada: existen algunos
genes en los que los que se requieren ciertos niveles de esta hormona para su expresion,
(Cohen and Bray 1990; Pla et al 1991; Lang and Palva 1992), mientras que otros genes no
necesitan ABA para su inducion. (Gilmour 1991, Nordin 1991 Yamaguchi 1993). El uso de
ABA exogeno también ha permitido determinar la existencia de genes que se inducen por
estrés pero no por ABA (Guerrero 1990; Yamaguchi 1992). Asi mismo, también se ha
demostrado que existe una regulacion negativa de esta hormona en la expresion de ciertos
genes, probablemente porque estos productos génicos puedan no ser apropiados en las
nuevas condiciones fisiologicas derivadas del estrés.(Bartholomew et al. 1991).

La regulacion de la expresion génica por ABA es a veces especifica de 6rgano o de
un estado de desarrollo determinado. Algunos genes que muestran una regulacién por ABA
en la expresion tras un tratamiento de desecacion en tejido vegetativo, sin embargo no
parecen requerir esta hormona para su expresion en semillas, por lo que estarian bajo un
programa de desarrollo independiente de ABA. (gj. rab 17 y rab 28; Pla et al. 1989; Pla et
al. 1991). Otros genes regulados por ABA presentan tambien una regulacion independiente
de esta hormona en algunas partes de las plantas ( inhibidor de proteinasa de patata; Pena-
Cortés et al. 1991).

De la extensa informacion acumulada de los estudios de inducién por estrés y uso
de mutantes se puede concluir que deben existir varias rutas de induccion en genes que
responden a ABA Asi por ejemplo estudios del patrén de expresion de un gen inducido en
Arabidopsis thaliana por baja temperatura, estres hirdrico y ABA, ponen de manifiesto la
posible existencia de 3 rutas de inducién diferentes que podrian converger.(Nordin
1991).Un ejemplo mas de la complejidad de las vias de induccién, lo constituyen los
estudios comparativos del patron de expresion durante la aclimatacién al frio y al estrés
hidrico de cinco genes relacionados las proteinas lea/rab/dehidrinas, identificados en A.
thaliana (Welin 1994).

Los estudios de los mecanismos moleculares de la regulacion génica por ABA se han
centrado en estudios de activacion transcripcional mediante: 1) la identificacion de
elementos en cis que respondan a ABA en los promotores de genes regulados por esta
hormona 2) la caracterizacion de factores que actuén en tranms interaccionando con los
factores en cis 3) analisis funcionales para testar si la regulacion de la expresion por ABA
es resultado de una interaccion in vivo de estos factores. Siguiendo esta estrategia se ha
estudiado la regulacion de muchos genes (Revisado por Chandler y Robertson 1994). Se ha
podido identificar un elemento en cis (ABRE) con una secuencia conservada en muchos
genes regulados por esta hormona, asi como la existencia de factores nucleares que parecen
unirse a estos motivos Los numerosos estudios demuestran que el sistema regulatorio



para en un estado diferente de desarrollo, probablemente mediante un reajuste del
metabolismo celular, pudiendo ésto ocurrir bien en respuesta a un programa de desarrollo o
en respuesta a una alteracion (estrés).

ANTECEDENTES

En nuestro laboratorio se ha aislado un gen del grupo de las dehidrinas, tas 14,
inducido por NaCL y acido abscisico en plantulas de tomate a partir de hibridacion
diferencial de una clonoteca de cDNA (Godoy et al. 1990).

Se ha detectado un gen Unico por genoma haploide, aunque generalmente las
dehidrinas una familia multigénica.

El polipéptido TAS14 consta de 130 aminoacidos, con un peso molecular de 13,984
dalton y un punto isoeléctrico de 6,52. En la composicién aminoacidica destaca un 23% de
residuos de glicina, seguido de un 9,2% de residuos de acido glutamico, metionina y
treonina.

La secuencia de la proteina presenta dos repeticiones del dominio conservado en las
dehidrinas, con estructura de o-hélice. Ademas, hay, durante un tracto de Ser, adyacente a
la primera repeticion, que contiene varios motivos consenso para la fosforilacion por CKIL
Como en otras dehidrinas, la secuencia presenta dos repeticiones directas de aminoacidos
ricas en glicina, la primera es una duplicacién perfecta, parcialmente solapante y la segunda
aunque no es perfecta muetra similaridades muy significativas.

El ARNm tas14 se acumula en plantulas tratadas con ABA, NaCl y manitol y en
raices, tallos y hojas de plantas tratadas con 10 g/L NaCl durante 24 horas. Este gen no se
induce por otras condiciones de estrés: frio y herida.

La proteina se acumula en germinulas tratadas con NaCl, ABA y manitol. La
induccion por NaCl es rapida, detectandose proteina tras 6 horas de tratamiento y
alcanzandose los maximos niveles al cabo de 24-48 horas. En plantas adultas el gen se
induce por NaCl en las partes aéreas (tallos y hojas) de forma abundante y continua, sin
embargo en las raices solo se detecta una expresion transitoria tras un dia de tratamiento.(?)

Mediante ensayos de inmunohistoquimica se ha detectado que la proteina se
acumula en primordios adventicios de raiz y esta asociada a los tejidos provasculares y
vasculares de tallos y hojas (Godoy-Luna et al.1994).



OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO

La finalidad de este trabajo es la de contribuir al conocimiento del gen tas14, siendo
el objetivo principal determinar la posible funcién de este gen.

Los objetivos concretos de este proyecto han sido:

1) La obtencion y analisis de plantas transgemcas que sobreexpresen el gen tasl4 en
orientacion sentido y antisentido.

2) La purificacion, caracterizacion y localizacion de la proteina TAS14.

3) El andlisis in vitro de las posibles interacciones de la proteina TAS14 con otras
moleculas.

Los resultados que aqui se presentan han sido ya publicados parcialmente o estan
en vias de publicacion.(Godoy-Luna et al. 1994)



MATERIALES Y METODOS



1. MATERIAL BIOLOGICO

1.1. Material vegetal
1.1.1. Especies vegetales

Se utilizan semillas de tomate (Lycopersicon.esculentum) var. Rutgers-Marglobe,
de Semillas Batlle S.A., Barcelona y semillas de tabaco ‘Nicotiana tabacum var. xanthi.

1.1.2. Esterilizacion de semillas

Previamente a la germinacion, la superficie de las semillas se esteriliza mediante
lavados sucesivos en etanol 96% (30s.), en hipoclorito sodico 2% (20 min.), y
finalmente varios lavados en agua destilada esténl.

Las semillas estériles de tomate se colocan sobre papel de filtro autoclavado y
saturado en agua destilada estéril y se incuban a 25 °C en oscuridad.

Las semillas de tabaco estériles se colocan en cajas de Petri con medio MS
(semillas tabaco silvestre) 6 con medio MS + kanamicina 300 mg/ml, MSK300 (semillas
de plantas transgénicas) y se incuban a 25°C.

1.1.3. Cultive hidropdnico

Las plantulas de tomate y tabaco con cotiledones expandidos se colocan en
contenedores con las raices sumergidas en solucion nutritiva de Hoagland IT (Jones et al.
1982), diluida a la mitad, se cultivan en camaras con luz y temperatura controladas, bajo
un régimen de 16 horas de luz y 8 de oscuridad con temperaturas de 25°C y 20°C,
respectivamente. Para ir adecuando las plantulas a las nuevas condiciones de humedad,
los primeros dias se cubren con una bolsa de plastico que se va abriendo
progresivamente cada dia.

Solucion nutritiva de Hoagland II:

Macronutrientes: 1 mM NH,H,PO,, 6 mM KNO;, 4mM Ca(NO;),, 2 mM MgSO,. Las sales se diluyen a partir
de una solucion stock 1 M de cada una de ellas.

Micronutrientes: 46.25 mM HyBOj3, 9.15 mM MnCl,.4H,0, 0.76 mM ZnS0,.7H,0, 0.32 mM CuSO,4.5H,0,
0.11 mM H,MoO,4 H,0. Se afiaden a partir de una solucion stock 1000x.

Soluccion de hierro: 10 ppm Sequestrene R.(Ciba). Se afiade a partir de una solucion stock al 0.5%.

1.1.4. Cultivo in vitro

Para manipular tejido vegetal en condiciones estériles se utiliza una cabina de
flujo de aire horizontal, medios autoclavados y pinzas y demas material de
manipulacion esterilizados por calor.

El material vegetal se incuba en cdmaras de cultivo con la temperatura y luz
controladas.

El cultivo in vitro se ha utilizado para:

-propagacion vegetativa de plantas de tabaco.

-transformacion, regeneracion y propagacién de plantas transgénicas.



-estudios de segregacion (germinacion de semillas en medio selectivo)

-estudios de respuesta en medios salinos (germinaciéon y capacidad de
enraizamiento)

El medio base utilizado es el medio MS, (Murashige y Skoog, 1962. Los medios
se esterilizan mediante autoclave, y los antibioticos (esterilizados por filtracion) se
afiaden una vez enfriado el medio. Se utilizan cajas de Petri y contenedores Magenta

(Sigma).

Medio MS 4.3 g/L de mezcla basal de MS (Sigma), 10 ml/L. de mioinositol 100 X, 1 mV/L- Vitaminas 1000X, 30
g/L Sacarosa. El pH se ajusta a 5.7 con NaOH 1M. Si se desea solido se afiade 6g/L. Agar (Difco).

Mioinositol 100X; 10 mg/ml mioinositol. ;

Vitaminas 1000X: 0.05g/L Nicotina, 0.005g/L Tiamina, 0.005g/L. Piridoxina, 0.005g/L Acido félico,
0.0005g/L Biotina, 0.025 g/L Glicina.

MS Cocultivacion: Medio MS liquido sin vitaminas.

MSS (regeneracion de brotes): Medio MS sélido; 50 ml/L. 4cido acético naftaleno (NAA) (2mg/ml en NaOH
IN). 500 ml/L benziladenina (BA) (2mg/ml en NaOH 1N); (kanamicina 100 mg/L., Carbenicilina 250 mg/L. para
la regeneracion de brotes a partir de discos de hojas transformados con .4.tumefaciens +pBini9)

MS enraizamiento: Medio MS solido, kanamicina 100 mg/L y Carbenicilina 250 mg/ml para brotes
transgénicos

Para estudios de enraizamiento en presencia de sal se utiliz6 MS sélido suplementado con NaCl hasta una
concentracion final de 275mM/300mM.

MS germinacion: MS sélido, kan 300 mg/m] para semillas de plantas transgénicas.

Para estudios de la capacidad de germinacion en presencia de sal se utiliz6 MS sélido, sin vitaminas y con
NaCl hasta una concentracion final de 250 mM .

1.2. Bacterias

Para la transformacién con plasmidos y la multiplicacion de éstos se usan
indistintamente estirpes de Escherichia coli NM522 y XL1-blue. Para la
transformacion de discos de hoja de tabaco se utiliza la estirpe de Agrobacterium
tumefaciens 1. BA4404, y una estirpe de F.coli HB101 como estirpe portadora del
plasmido conjugativo pRK2013.

Las bacterias se cultivan en medio LB. Para la seleccion de bacterias portadoras
de plasmidos se suplementa el medio con el antibidtico correspondiente. (100 mg/L
ampicilina 6 SOmg/L kanamicina).

La transformacién de Agrobacterium mediante el método del triparental mating
requiere unos medios especiales que se especifican en el apartado correspondiente.

En la tabla III se muestran las estirpes de bacterias utilizadas en este trabajo y
sus genotipos.

Medio LB: 10g/L bactotriptona, 5 g/L extracto de levadura y 10 g/L NaCl. Para medio sélido se afiaden 15g/1
agar.

1.3. Vectores

El plasmido pBluescrip I SK (+)(Stratagene Cloning Systems) se ha usado para
la traduccidn in vitro del insertoTAS14-2, previamente clonado en nuestro laboratorio,
asi como para la obtencion de ribosondas del cDNA clonado. '

El plasmido pGEX2T (Pharmacia ) se ha usado para la expresion heterdloga de
proteinas en bacterias.



"'El plasmido pRT101 se ha utilizado como vector para la fusion traduccional del
cDNA tas14 con el promotor y la sefial de poliadenilacion del virus del mosaico de la
coliflor. El vector binario pBin19 se han utilizado para la transformacion de plantas de
tabaco con A. tumefaciens.

Tabla III: Relacion de estirpes de E.coli y A. tumefaciens usadas en este trabajo.

Estirpes Genotipo Referencia

E.coli NM522 A(lac- proAB) thi hsdD5 supE [F' Goughy Murray, 1983
proAB, lacliZ AM15] 1-

E. coli XL1-Blue supE44 hsdR17 recAl endAl1 gyrA46 Bullock et al., 1987
thi relAl lacc ¥' [proAB* lack lacZ
AM15 Tnl0 (tetr) ]

E. coli HB101 supEA4, hsdS20 (rgmy"), recA13, ara- Bolivar y Backman 1979
14 proA2 lacYl galK2 rpsL20 xyl-5
mtl-1
A.tumefaciens plasmidos Cr (criptico), pAL4404 Hoekma et al. 1983.
LB4404 Fondo cromosomico C58-C9

2. MANIPULACION DE ADN

2.1. Purificacion de plasmidos bacterianos

Basicamente se ha seguido el protocolo de la lisis alcalina descrito originalmente
por Sambrook et al.,1989. Este método esta basado en la desnaturalizacion del ADN con
alcali y la posterior precipitacion del ADN plasmidico con etanol.

El protocolo original esta decrito para 1.5 ml de cultivo crecido O.N.(mini-prep),
pudiéndose escalar para volimenes mayores, 15 ml (midiprep) y 250 mi (maxiprep).

2.2. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de ADN se lleva a cabo mediante electroforesis en
geles de agarosa en tampdén TAE con 0.5 mg/ml de bromuro de etidio, utilizdndose este
mismo tampén como electrolito. A las muestras se les afiade 10% de tampon de carga
10X .La concentracion de agarosa usada varia entre 0.5-2%, dependiendo-del tamafio de
los fragmentos a aislar. ‘ '

Como marcadores de peso molecular se han utilizado ADN del bacteriofago
lambda digerido con Pstl o HindIII.

Tampoén TAE: 40 mM Tris-acetato pH8, 2mM EDTA, 5mM AcNa.
Tampén de carga 10X: 25% ficol, 0.25% azul de bromofenol, 10 mM EDTA.



2.3. Extraccion de fragmentos de ADN de geles de agarosa

Tras separar los fragmentos de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa, se
recortan y se aislan siguiendo el método de Geneclean. Este método esta basado en la
solubilizacion de la agarosa en presencia de Nal 6M y en la union del ADN a una matriz
de perlas de vidrio.

2.4. Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccion se realizan en las condiciones
recomendadas por los fabricantes. Una vez concluida la reaccién, la mezcla de digestion
se puede cargar directamente en geles de agarosa o bien, si son necesarias manipulaciones
posteriores, se fenoliza y el ADN se precipita de la fase acuosa afiadiendo acetato
sodico hasta 0.3M y 3 volimenes de etanol. Se incuba a -80°C durante 20 min., se
centrifuga (14000 rpm, 15 min. en microcentrifuga), el sedimento se lava con etanol
70%, se seca y se resuspende en tampon TE.

TE: 10mM TrisHCI pH8, ImM EDTA pHS.
2.5. Defosforilacion de extremos 5'

Este método se utiliza para eliminar los grupos fosfatos en los extremos 5' de los
plasmidos uttilizados como vectores de clonacién, con el objeto de evitar e
autoligamiento del plasmido.

Después de la digestion del plasmido se afiade 1/10 del volumen final de tampon
de fosfatasa alcalina 10X, 1-2 U de fosfatasa alcalina y se incuba a 37°C durante 30 min.

Una vez desfosforilado se carga en un gel de agarosa y se purifica el ADN por
Gen Clean.

Tampoén de fosfatasa 10X: Tris-HCI 0,5mM pHS8.5, EDTA 1mM .

2.6. Ligacion de moléculas de ADN

La ligacion de moléculas de ADN en presencia de ligasa T4 se realiza en las
condiciones recomendadas por los fabricantes. La relacion molar de vector a inserto se
ajusta a 2. Las ligaciones de fragmentos cohesivos se incuban a 14°C durante 4-18 horas;
en el caso de extremos romos, la incubacion se realiza a 25°C durante 1-3 horas.

2.7. Transformacion de bacterias
2.7.1.0btencién de células competentes

Se sigue el método descrito por Hanahan (1983).

Se inoculan S ml de medio ¥ con una colonia de la estirpe apropiada, y se cultiva
a 37°C hasta alcanzar una DO600 de 0.3. Con este precultivo, se inoculan 100 ml de
medio P, precalentado a 37°C, y se incuba con agitacion vigorosa (300-350 rpm) hasta
alcanzar una DOsoo de 0.48.



Una vez que las células estan en fase exponencial, se pasa el cultivo a hielo y se
recogen por centrifugacion (2500 g, 7 minutos, 4°C). El sedimento se resuspende en 30
ml de solucion TB1 fria y se centrifuga como antes. Finalmente se resuspenden las
células suavemente en 4 ml de solucion TFB2 fria, se distribuye en alicuotas y se
almacena a -80°C hasta su uso.

Solucién TFB1: 100 mM RbCl, 50 mM MnCl,, 30 mM acetato potasico, 10 mM CaCl,, 15% glicerol. El pH se
ajusta con precision a pH 5.8 con 4cido acético 0.2M. Se esteriliza por filtracién y se guarda a 4°C.

Solucién TFB2: 10 mM MOPS pH 7, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl,, 15% glicerol.Se esteriliza por filtracién y se
guarda a 4°C.

Medio ‘¥ : 2% bactotriptona, 0.5% extracto de levadura, 0.4% MgSO,, 10 mM KCl. Se ajusta el pH a 7.6 con
KOH. ' )

2.7.2. Transformacion

El protocolo de transformacion de E. coli utilizado es el descrito en Sambrook et
al 1989.:

Las células competentes se descongelan lentamente en hielo.

Se afiade ADN (<100 ng) en un volumen (< 20 ul) se mezcla suavemente y se
incuba en hielo 20 minutos.

Se incuban 90 seg a 42°C 6 5 minutos a 37°C y se colocan inmediatamente en
hielo.

Se afiaden 800 pl de medio LB y se incuban 30-60 minutos a 37°C, con agitacion.

Finalmente se plaquean en en el medio selectivo correspondiente.

3. TRANSFORMACION DE PLANTAS DE TABACO

3.1. Transformacion de A. tumefaciens : conjugacion triple

El método consiste - en la movilizacion de un vector de transformacién binario
desde una estirpe de F.coli a otra de A.tumefaciens mediante la accion de un plasmido
auxiliar portado por otra estirpe de E.coli. La transferencia se realiza via conjugacion de
las 3 estirpes bacterianas y seleccion positiva para A.fumefaciens con el vector de
transformacion. En la figura 1 se presenta un esquema del proceso.

Se crecen las bacterias hasta fase estacionaria, inoculando una colonia en Sml de
medio con antibiéticos* e incubando toda la noche. Para eliminar los antibidticos se
centrifugan los cultivos y se resuspenden en LB.

En medio LB se plaquean 0.1 ml de cada cultivo y se crece a 30°C toda la noche.

Se raspa un poco del cultivo crecido y con él se inoculan 20 ml de medio
selectivo: M9/sacarosa/Kan50/Streptomicina 100 y se incuba a 30°C con agitacion fuerte
durante 2 dias.

Para confirmar que se ha seleccionado Agrobacterium frente a E.coli se plaquea
una gota del cultivo anterior sobre cajas con medio M9/sacarosa/kan50/Streptomicina
250 en duplicado y se incuba a 30°C y 37°C. (Agrobacterium crece mucho mas lento a
37°C que E.coli)

*Las estirpes bacterianas y las condicones de crecimiento son:



E.coli HB101 con pRK2013 (LB, Kan50, 37°C)
E.coli XL1-Blue con pBin19-cDNA (LB, Kan50, 37°C)
A.tumefaciens LBA4404 (LB, Str100, 30°C, agitacion vigorosa)

E coli E. coli
[ O pRK2013 O Bin19

Agrobact erium

vir
OLBA4004

x

x

(0 & ]
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Figura 1: Conjugacién triple: Movilizacién del plasmido pBinl9 en 4. tumefaciens LBA4404 usando el
plasmido auxiliar pRK2013, y eliminacion del plasmido auxiliar en Agrobacterium.

3.2. Cocultivacion de discos de hojas de tabaco con A.tumefaciens

Consiste en incubar la estirpe de 4.fumefaciens LBA4404 portadora del vector
de transformacion para plantas con trozos recién cortados de hojas de tabaco. La herida
de la planta conlleva la liberacion de moléculas y el establecimiento de una traduccion de
sefiales mediante la cual se activan las funciones vir y otras del plasmido Ti necesarias
para la movilizacién e integracion del T-DNA.

Se cortan trozos de hojas, de aproximadamente 1cm?, de plantas de tabaco
jovenes (3-4 semanas) y se colocan con el envés hacia arriba y sin sumergir en cajas Petri

con 20 ml de MS de cocultivacién y A4.fumefaciens diluido, (200 pl de un cultivo de 20

ml crecido durante 48 horas). Por cada transformacion se cocultivan 100 discos de hojas
(10-15 discos/placa) a 25°C y en oscuridad durante 2 dias.



Para la elaboracion de los discos se prescinde del nervio central de las hojas. Es
importante que todas las manipulaciones se realizen con pinzas planas (Milipore) y que
se coloquen los discos sobre medio de cocultivacion conforme se cortan.

3.3. Aislamiento y regeneracién de plantas de tabaco transformadas

Una vez que la bacteria ha transferido su T-DNA en el genomio de la planta, se
procede a seleccionar y regenerar plantas a partir de las células en las que se ha integrado
el gen marcador y por tanto el cDNA adyacente. '

3.3.1. Formacion de callos y brotes

Se lavan los discos de hoja después de la cocultivacion en H;O o en medio de
cocultivacion estériles para eliminar el exceso de bacteria. Los discos se lavan sin
sumergir y se secan ligeramente sobre papel de filtro estéril.

Se colocan los discos sobre cajas de Petri con medio de formacién de brotes
MSS/kan100/Carb250 ¥ se incuban en una camara de cultivo hasta la formacion de callos
y posteriormente de brotes de plantas (15-30 dias, renovando cada 2 semanas el medio).

3.3.2. Selecion de transformantes: enraizamiento y propagacion

Se cortan los brotes de plantas y se traspasan a contenedores Magenta con medio
de enraizamiento MS/kan100 (Carb250 opcional). Se consideran falsos transformantes
aquellos incapaces de enraizar en medio selectivo.

Las plantas se crecen en la camara de cultivo in vitro y cuando alcanzan una
altura de 5-15 cm se traspasan a macetas con tierra, acondiconandolas al cambio de
humedad mediante bolsas de plastico, y cultivandolas en una camara de crecimiento
hasta la floracién.

4. ANALISIS DEL ADN DE PLANTAS

4.1. Extraccion de ADN de plantas

Para la extraccién de ADN total de plantas se sigue el método de Murray y
Thompson (1980), basado en el uso del detergente CTAB (cetil trietilamonio bromuro).
En condiciones de alta sal (0.7 M NaCl) los acidos nucléicos forman complejos estables
y solubles con el CTAB, sin embargo, al bajar la concentra_cién de sal por debajo de 0.4
M NaCl, los complejos precipitan dejando la mayoria de los polisacaridos en solucion.
Posteriormente se elimina el CTAB aprovechando su solubilidad en etanol.

El material vegetal se tritura bajo N, liquido y con alimina hasta conseguir un
polvo fino, y se transfiere a tubos de centrifuga.

Se aftade tampén de extraccion previamente calentado a 95°C, 1ml/g tejido, se
homogeniza rapidamente y se incuba a 56°C durante 20 minutos.

Una vez enfriado a temperatura ambiente, se afiade un volumen de
cloroformo:octanol (24:1) y se homogeniza volcando el tubo suavemente Se centrifuga



(8000 g, 10 minutos a 20°C), se traspasa la fase acuosa a un tubo nuevo y se afiaden 0.1
volumen de una solucién 10% CTAB, 0.7M NaCl y se repite la extraccion con
cloroformo:octanol.

Al sobrenadante, se le afiade un volumen igual de tampén de precipitacién
CTAB, se mezcla y se incuba a 25°C durante 30 minutos a toda la noche.

El precipitado se sedimenta por centrifugacion (1500g, 10-15 minutos), el tiempo
de centrifugacion no debe prolongarse para evitar que el sedimento sea dificil de
resuspender. El sedimento se resuspende en 1 M NaCl, calentando a 56°C si es
necesario. E! ADN se precipita afiadiendo 2 volimenes de etanol e incubando 30
minutos a -80°C o toda la noche a -20°C. El ADN se sedimenta por centrifugacién
(8000g, 20 minutos), se lava con etanol 70% y se resuspende en agua destilada estéril.

En caso de que la muestra contenga ARN, se trata con RNAsa hasta una
concentracion final de 1mg/ml, incubando durante 1 hora a 37°C. Para eliminar las
proteinas se afiade un volumen de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1), se centrifuga y
se extrae con cloroformo centrifugando de nuevo y el sobrenadante se precipita con
acetato sodico hasta 0.3M y 3 volimenes de etanol. El sedimento final se lava con etanol
70%. .

Tampon de extraccion CTAB 2X: 100 mM Tris-HCI pHS8, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2% CTAB. Se disuelve
calentando, se autoclava y se guarda a temperatura ambiente.

Tampon de precipitacion CTAB: 50 mM Tris-HCI pHS8, 10 mM EDTA, 1% CTAB. Se prepara igual que la
solucién anterior.

4.2. Cuantificacion del ADN

La concentraciéon de ADN en soluciones se estima a partir de la medida de
absorbancia de la muestra a 260 nm, asumiendo que 1D.0. 260 = 50 mg/ml ADN.

Para una medida mas exacta se utilizan métodos fluorimétricos. Para ello se
utiliza un fluorocromo, Hoechst 33258, cuya fluorescencia se incrementa de forma
especifica al unirse al ADN y esta emision es recogida por un fotodetector de un
fluorimetro (TK100 MiniFluorimetro, Hoefer). Para la cuantificaciéon se utiliza como
patron ADN comercial de timo de ternera.

4.3. Analisis Southern

4.3.1. Digestion del ADN, electroforesis y transferencia a membrana de nylon

Digestion:

Se digieren 10-15 pg de ADN gendémico con 5 U enzima restriccion /ug ADN
durante al menos 4 horas, afiadiendo el enzima en 2 6 mas etapas.

Electroforesis:

Los fragmentos de ADN genomico digerido se separan por electroferesis 1V/em
durante toda la noche en geles de agarosa al 0.8%, con BrEt. Es conveniente una vez
cargadas las muestras aplicar 100V durante 5 minutos, para que no se quede retenido en
los pocillos ADN de alto peso molecular..

Una vez finalizada la corrida se visualiza el ADN con luz UV, (la eficacia de la
digestion se corresponde con la aparicion de bandas repetitivas). Se marca la posicion de
los marcadores de peso molecular pinchando el gel con una aguja impregnada de tinta
china.



Procesamiento del ADN vy transferencia a filtro:

Se bafia el gel en 0.25 M HCI durante 15 minutos a temperatura ambiente para
hidrolizar los fragmentos de alto peso molecular y facilitar su posterior transferencia.

Se trata el gel con solucién Southern I durante 30 minutos a temperatura
ambiente para desnaturalizar el ADN.

A continuacidn se trata con solucién Southern II, 30 minutos a temperatura
ambiente para neutralizar.

Se equilibra el gel en soluccion de transferencia, 20XSSC durante 20 minutos a
temperatura ambiente.

El gel se coloca entonces sobre un puente de papel de ﬁltro (Whatman 3MM)
que sumerge sus extremos en tampon 20XSSC; sobre el gel se coloca sucesivamente: la
membrana de transferencia de nylon cortada al tamafio del gel, 3 papeles de filtro
(Whatman 3MM) cortados igualmente al tamafio del gel y una pila de papel absorbente.
Sobre el conjunto se coloca un peso, y se deja que se lleve a cabo la transferencia capilar
durante 18 horas.

Terminada la transferencia se fija el ADN al filtro de Nylon, por fijacion al vacio
y con calor (80°C, 2-horas en una estufa de vacio), o bien por iluminacién con luz
ultarvioleta en una cross-linker UVP CL-1000, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Solucion Southern I: 0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl
Solucién Southern II: 1M Tris-HC1 pH 7.5, 1.5 M NaCl
Tampén 20XSSC: 3M NaCl, 0.3M citrato sodico. Ajustar pH a 7.

4.3.2. Marcaje de sondas, hibridaciones y lavados

Preparacion de sondas radioactivas de ADN:
Las sondas (50-100 ng ADN) se marcan utilizando Kits de Boehringer y
Pharmacia basados en el método de los cebadores aleatorios (random primer) con 30-50

uCi de o32P-dCTP. Los nucledtidos no incorporados se separan por cromatografia
usando columnas de Sephadex G-50.

Hibndacién:

Las hibridaciones se llevan a cabo en un horno de hibridaciéon Hybaid TM micro-
4 de la siguiente manera:

Se prehibrida el filtro en solucién de hibridacion, durante al menos 1 hora a 42°C.

Se desnaturaliza la sonda (95°C 10 minutos, e inmediatamente a hielo). El filtro se
hibrida 12-18 horas a 42°C con la sonda en solucion de hibridacion.

Lavados:

El filtro se lava a 65°C con solucién de lavado 1y 2.

La frecuencia y duracion de los lavados se monitoriza con un contador Geiger.
Generalmente basta con 1 ¢ 2 lavados de solucion 1, siendo variable los lavados con
solucion 2.

El filtro se envuelve en Saram-Wrapp para conservarlo humedo y se expone a
una pelicula radiografica con pantallas intensificadoras a -80°C.

Soluccién de hibridacion: SDS 0.1%, SSPE 5X, solucién Denhardt 1X, Formamida 50% y ADN de esperma de
salmén 100 mg/ml

SSPE 20X: 3.6M NaCl, 200 mM NaH,PO,, 20 mM EDTA. Se ajusta el pH a 7.4 con NaOH.

Denhart 50X: 5g/l Ficoll, 5g/1 Polivinilpirrolidona y 5g/I BSA.



Solucion lavado 1: SSPE 2X, 1% SDS
Solucion de lavado 2: SSPE 0.2X, 0.1% SDS.

4.4. PCR de ADN de plantas

Latécnica de amplificacion de ADN mediante reaccion de polimerasa en cadena
PCR se ha utilizado para el anilisis de las plantas transformantes, (resistentes a
- Kanamicina), siguiendo el protocolo descrito por Saiki (1990).

4.4.1. Descripcion de los oligonucledtidos

Con el objeto de amplificar el cDNA integrado en las plantas transgénicas, se
disefiaron los siguientes oligonucleétidos:

S'"GGAAGTTCATTTCATTTCGAGAGGA3" OLIGO 35S
5’AGAGAGACTGGTGATTTGCG3  OLIGO POLYA.

La secuencia del oligo 35S se comresponde con la secuencia 3’del promotor del
Virus del mosaico de la coliflor, promotor35S, presente en el vector de expresion
pRT101 usado para la clonacion del ¢cDNA. La secuencia del oligo oligo polyA se
corresponde con la secuencia 5'de la sefial de poliadenilacion del virus de la coliflor
presente en el mismo vector.

4.4.2. Reacciones de PCR

En un tubo de PCR (0.5ml) se mezclan:
50 pul mezcla PCR 2X

50 pl H,O estéril con 100 ng ADN gendémico de planta

50 pl de aceite mineral para evitar la evaporacion.

Las reaccones se llevan a cabo usando un termociclador de Pharmacia, con el
siguiente programa:

1 ciclo de 72°C 20 seg/ 30 ciclos de amplificacion: 94°C 20 seg./40°C 20 seg/72°C
1 minuto/ y un Gltimo periodo de extension 72°C 5 minutos.

Después del primer ciclo el aparato se programa para suspender los ciclos
siguientes durante el tiempo necesario para afiadir la mezcla PCR 2X a cada tubo
precalentado a 72°C.

Mezcla PCR 2X: (para una muestra)l0 pl HyO, 10 ul tampén PCR 10X, 10 pl dNTPs10X, 10 pl stock10x
primerl, 10 pl stock primer 2 y 0.8 ul taq Polimerasa (3w/pl)

Tampén PCR10x: 500mM KCl, 100 mM Tris-HCI pH 8.4, 15 mM MgCly y Img/ml gelatina. Se dispensa en
alicuotas y se almacena a -20°C.

dNTPs10X: 2mM dATP, 2mM dGTP, 2mM dCTP, 2mM dTTP, neutralizados a pH 7 con NaOH.

Stock primer: solucion 2.5 mM del primer correspondiente en TE.



4.4.3. Analisis de las reacciones de PCR

Las reacciones de amplificacion se analizan por electroforesis en geles de agarosa
y se comprueba el tamafio del ADN amplificado.

Para verificar la autenticidad de la banda amplificada, asi como para analizar los
productos menos claros , se transfiere el ADN de los geles a membranas de Nylon y se
hibridan con una sonda no radiactiva del cDNA correspondiente usando un Kit de
marcaje de ADN con digoxigenina.

El método de marcaje no radiactivo estd basado en el método- de los cebadores
aleatorios, pero en el que se sustituye el uso de nucledtidos radioactivos por
Digoxigenina-dUTP. La deteccion posterior de la sonda se resaliza mediante técnicas
inmunologicas usando un anticuerpo frente a Digoxigenina conjugado con fosfatasa
alcalina. El marcaje, la hibridacion y la deteccion se realizan siguiendo las instrucciones
descritas por el fabricante (Boehringer).

5. ANALISIS DE ARN DE PLANTAS

5.1. Extraccion de ARN de plantas

Se sigue el método descrito por Wadsworth (1989) con ligeras modificaciones.:

Se tritura el material bajo N2 liquido.

Se afiade tampon de extraccion, 0.5 ml/0.2 g tejido, y se homogeniza con vortex
30 seg.

Se afiade 1 volumen de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1), y se agita con
vortex. Se centrifuga a 9000 rpm, 4°C, 15 minutos. y el sobrenadante se pasa a un tubo
nuevo. La fenolizacion se repite dos veces mas.

Los restos de fenol presentes en el sobrenadante se eliminan afiadiendo un
voliumen decloroformo, se centrifuga y se recoge la fase acuosa.

Al sobrenadante se le afiade un volumen de CILi 6M para precipitar el ARN,y se
incuba a 4°C, durante toda la noche.

Se centrifuga a 9000 rpm, 4°C, 30-45 minutos, y se lava el sedimento con CILi
3M centrifugando en las mismas condiciones. )

El precipitado se resuspende en 400 ul de AcNa 0.3M pH 5.8 y se calienta a
55°C, 10 minutos para disolver el ARN. Se centrifuga a 13000 rpm para eliminar las
particulas no solubles. k

El sobrenadante se precipita con 1 ml de etanol, a -80°C 15 minutos. Se
centrifuga a 13000 rpm, 15 minutos, se seca el precipitado y se resuspende en H,O a
55°C durante 10 minutos.

Las muestras asi obtenidas se guardan a -80°C hasta su analisis.



Tampén de extraccion: 25 mM citrato sédico pH 7, 4 M isocitrato de guanidinio, 1.5% (p/v). lauril sarcosina
sodica, 100 mM 2- mercaptoetanol. El tampén se prepara sin 2-mercaptoetanol, esterilizandolo por filtracién y
guardandolo a 4°C.

5.2. Cuantificacion del ARN

La concentracion de ARN en soluciones se estima a partir de la absorbancia a 260
nm, asumiendo que 1 D.0.260 = 40 mg/ml ARN.

5.3. Analisis Northern

5.3.1. Electroforesis y transferencia a membrana de nylon

Electroforesis en geles con formaldehido:

El analisis de poblaciones complejas de ARN por electroforesis se realiza en
geles de agarosa en tampon Northern 10X con formaldehido. Posteriormente se han
incorporado las modificaciones descritas por Tsang et al. 1993,  incluyendo
formaldehido tanto en el gel como en el tampon de corrida a una concentracion final de
0.22M. Con esta variacion se consigue una corrida mas uniforme del ARN a través del
gel y por consiguiente una mejor resolucion final.

Transferencia:

Una vez terminada la electroforesis, se lava el gel 5 minutos en agua destilada
para retirar el formaldehido.

Se trata el gel en 50 mM NaOH, 10 mM NaCl, 20 minutos, para eliminar
posibles estructuras secundarias.

A continuacion se incuba 20 minutos en 100 mM Tris-HCL pH 7.5, para
neutralizar el pH.

Por altimo se equilibra el gel en tampdn 20X SSC .

La tranferencia a filtro, se hace por capilaridad como se describe para el analisis
Southern.

Composicion de los geles: 1.2% agarosa (disuelta en el 70% del volumen final de H,0), 10% volumen de
MOPS 10 X, 0.22 M formaldehido (se afiade en campana de extraccion, una vez enfriada la agarosa ).
Preparacién de la muestra: Las muestras de ARN se preparan en tampoén Northern 1X, 50% formamida, 6.5%
formaldehido, y 0.1 volumen de tampén de carga 10X. Se calientan a 65°C, 15 minutos, antes de ser cargadas.
Tampén Northernn 10X : 0.2 M MOPS, 80 mM AcNa, 10 mM EDTA. Se ajusta a pH 7 con NaOH.

Tampoén de carga 10X: 50% glicerol, 1 mM EDTA ( pH8 ), 0.25% azul de bromofenol.

5.3.2. Tincién reversible de ARN sobre membrana de nylon‘

La transferencia se puede valorar tifiendo de forma reversible el filtro, (Hernn y
Schmidt, 1988).

Después de la transferencia y la fijacion del ARN, se bafia la membrana en
solucion de tincidn, durante 3 minutos. A continuacion el exceso de tincion se lava en 1X

g



SSPE hasta que las bandas son claramente visibles sobre un fondo claro. La tincion se
retira completamente antes de la hibridacion lavando el filtro en 0.2X SSPE, 1% SDS

Solucién de tincion: 0.02% Azul de metileno, 0.3M AcNa pH 5.5.
5.3.3. Marcaje de sondas (ADN y ARN), hibridacién y lavados

Marcaje de sondas ADN .

Las sondas de ADN se realizan con el método de cebadores aleatorios como se
describe en el analisis Southern.

Sin embargo cuando se necesita una deteccion diferencial de transcritos en
orientaciones 5°-3'y 3°-5’, es necesario el uso de sondas de ARN especificas.

Ribosondas:

La elaboracién de ribosondas consiste en la transcripcion in vitro de un ADN en
presencia de un ribonucleétido marcado radioactivamente o32P-CTP. Para ello se clona
el ADN en un vector dé transcripcion, de forma que la transcripcion se puede realizar en
ambas direcciones desde cada uno de los promotores del vector que flanquean a la
secuencia clonada.

Reacciones:

Para la transcripcion in vitro se ha utilizado el vector pBluescrip SK (+), y un
Kit de Promega.

1) El ADN a transcribir se lineariza por digestion y se purifica por Geneclean.

2)En un tubo libre de ARNasas se mezcla:

-4 ul tampon de transcripcidon 5X

-2 ul DTT 100 mM

-20 U de RNasin, inhibidor de ribonucleasa

-4 ul ATP, GTP, UTP (2.5 mM cada uno)

-2.4 ul CTP 100 mM

-0.2-1 pg/ul ADN linearizado clonado en pSK +

-5 pl a3?2P-CTP, (10 mCi/ml)

-15-20 U T7 polimerasa 6 T3 polimerasa.

- H,O hasta 20 pl

Se incuba durante 1 hora a 37°C.

3) Se trata con ADNasa durante 15 minutos para eliminar el ADN.

4) Se afiade un volumen de fenol, se centrifuga y se retiran los ribonucleotides no
incorporados por cromatografia en columna de Sephadex G-50.

Hibnidacion: ’

Los filtros se prehibridan (al mencs 1 hora) e hibridan (12-18 horas) en tampo6n
B con ARNt 50 mg/ml a 60°C.

Lavados:

Una vez hibridados se lavan los filtros:

- 30 minutos en tampon PSE a 65°C

- 2x 30 minutos en tampon PES a 65°C

- 10 minutos con 0.1% SSPE v 0.1% SDS a 60 °C.

Se envuelve el filtro en Saram-Wrap y se expone a una pelicula radiografica a



-80°C.

Buffer B Hibridacién : 50% formamida, 0.25 M NaPO,, pH 7.2, 0.25 M NaCl, 1 mM EDTA, 7% SDS., 5-10%
PEG (se afiade el SDS y PEG después de disolver los otros componentes y calentar a 42°C).

Tampén PSE: 0.25 M NaPO,, pH 7.2, 2% SDS, 1 mM EDTA.

Tampén PES: 0.04 M NaPO,, pH 7.2, 1% SDS, 1 mM EDTA.

6. ANALISIS DE PROTEINAS
6.1. Marcaje de proteinas in vivo.

Las proteinas de nueva sintesis se marcan con una mezcla : 70% L-Metionina
(33S), 15% L-Cisteina (33S) y varios aminoécidos sin marcar. (TRAN35S-LABEL™
ICN Biomedicals, INC.).

Para el marcaje de germinulas se colocan 6 germinulas de 4 dias -en una caja de
Petri con las radiculas sumergidas en 300 pl de la solucion de tratamiento conteniendo

100-400 pCi de la mezcla TRAN35S-LABEL ™ y se incuban 20 horas a 25°C y en
oscuridad. Transcurrido este periodo de marcaje, las radiculas se lavan con Hy0, se secan
con papel de filtro y se guardan a -80°C hasta su posterior analisis.

Para el marcaje de otros tejidos: hojas, flores y fruto, se procedié de igual
manera, aunque la incorporacion de aminoacidos radioactivos fue mucho menor.

Extraccion de proteinas marcadas in vivo:

El material marcado se tritura con N liquido en un mortero pequefio, afiadiendo
un poco de alimina para mejorar la rotura de los tejidos. En el mismo mortero se afiade
tampon de extraccion ECB, y se tritura hasta conseguir el maximo homogenizado. Se
centrifuga el lisado para retirar el material no soluble y el sobrenadante se utiliza en los
ensayos pertinentes.

Tampén de extraccion ECB: 50 mMTris pHS8, 120mM NaCl, 0.5% NP40, 100 mM NaF, ImM PMSF.
6.2. Extraccion de proteinas
6.2.1. Método de extraccion general

El material a analizar se tritura bajo N2 liquido hasta convertirlo en polvo fino.

Se afiade 1 volumen de tampon de extraccion Laemli 2X y se homogeniza.

La mezcla se calienta a 95°C durante 10 minutos y se centrifuga a 13000 rpm 15
minutos para retirar el material insoluble.

Si la muestra contiene pigmentos (hojas, tallos y flores) se procede de la
siguiente manera:

Las proteinas en tampon Laemli 2X se precipitan con al menos 3 volumenes de
TCA al 10% en acetona fria, con 0.07% 2-mercaptoetanol.

Se incuba durante 45 minutos a -20°C y se centrifuga 15 minutos a 13000 rpm.

El sedimento se lava varias veces con acetona fria con 0.07% 2-mercaptoetanol,
incubando a -20°C y centrifugando como antes. Se lava hasta retirar los pigmentos del
precipitado. :

T



Se seca muy bien el sedimento y se resuspende en tampén Laemli 1X, se hierve a
95°C durante 5 minutos y se centrifuga para retirar la fraccion no soluble.

Tampén Laemli: 0.0625M TrisHC1 pH 6.8, 10% glicerol, SDS2%, 5% 2-mercaptoetanol, 0.05%(p/v) Azul de
bromofenol.

6.6.2. Método de extraccion de dehidrinas

Las proteinas de las plantas transformadas con el cDNA tasl4 se extraen
siguiendo el método descrito por Close et al 1989.

El material se tritura, se homogeniza en un volumen de solucién 0.5M NaCl, 20
mM TES-KOH pH 8, y el material insoluble se separa por centrifugacion (10 minutos
13000 rpm).

El sobrenadante se calienta a 95°C durante 10 minutos.

Se incuba en hielo 15 minutos y se centrifuga para eliminar o material
precipitado (10 mmutos 13000 rpm).

Las proteinas presentes en el sobrenadante se precipitan afiadiendo 4 volimenes
de acetona y centrifugando posteriormente.

El sedimento final se resuspende en tampén de electroforesis Laemli 1X.

6.3. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se lleva a cabo con dos métodos diferentes segin
la composicion del tampon en el que van disueltas las proteinas:

Si el tampdn de la muestra de proteina no contiene SDS, Triton X-100 6 NP-40,
6 el contenido de estos detergentes es inferior al 0.2%, se cuantifican las muestras
mediante ensayo Bradford.

La concentracién de las muestras analizadas por electroforesis monodimensional,
se realiza en tampon de electroforesis siguiendo el metodo de Lowry et al (1951)
modificado por Bensadoun y Weinstein (1976).

6.3.1. Método de Lowrry modificado

A partir de una solucion de BSA en el tampon de extraccion correspondiente
(Img/ml), se prepara una serie de tubos que contienen de 5 a 50 pg de BSA/tubo para
construir la curva patron.

Se utiliza 5-10 pl de cada muestra.

Se lleva a 0.6 ml el volumen final con H,O.

Se afiade 5 pl deoxicolato sodico 2%, se agita e incuba 15 minutos a temperatura
ambiente. |

Se afiade 200 pl de TCA 24% para precipitar las proteinas, se agita y se
centrifuga (6500 rpm, 30 minutos, temperatura ambiente).

Una vez retirado completanmente el sobrenadante se resuspende bien el
precipitado en 1.4 ml de reactivo D. Se afiade 100 pi de reactivo Folin-Ciocalteus
(Merck) diluido 1:1 en H,O.



La reaccion colorimétrica tiene lugar incubando 45 minutos en oscuridad. Se mide
la absorbancia a D.0Os60, y se calacula la concentracién extrapolando a partir de la recta
patrén de BSA.

Reactivo C: 20 g CO3Na, 10 ml tartrato NaK 2%, 6.2 ml NaOH.
Reactivo D: se afiaden 0.5 ml de CuSO,4.5H,O al 1.4% por cada 50 ml de rectivo C. Se prepara inmediatamente
antes de la cuantificacion.

6.3.2. Método Bradford

Se afiade 1.5 ml de solucion Bradford (Biorad) diluida 1:5 en H,O a 5-10 pl de

muestra. Se incuba durante 5-30 minutos y se mide la absorbancia a 595nm. Se utiliza
BSA para construir la recta patron.

6.4. Electroforesis monodimensional

Las electroforesis monodimensionles se realizan en geles de poliacrilamida en

presencia de SDS, segun Laemli (1970). La separacion de proteinas se realiza en un-

sistema discontinuo con un gel de apilamiento y un gel de separacion. Las muestras se
corren a amperaje o voltaje constante hasta que el bromofenol alcanza el borde del gel.

Gel de apilamiento: 125 mM Tns-HCI pH 6.8, 0.1% SDS, A/B(3.8% acrilamida, 0.2% bisacrilmaida), 0.05%
APS y 0.1% TEMED para polimerizar

Gel de separacion: 375 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.1% SDS, A/B (29.2% acrilamida, 0.8% bis-acrilamida) hasta el
porcentaje deseado, 0.05% APS y 0.05% TEMED para polimerizar.

Tampon de corrida: 25 mM Tris, 194 mM glicina, 0.1% SDS.

6.5. Métodos de deteccion de proteinas

Las proteinas separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida se detectan
por tincion con Azul de Coomasie, tincion con AgNO;, o en el caso de extractos

marcados radioactivamente, mediante fluorografia y autorradiografia.
6.5.1. Tincion con Azul de Coomasie

Inmediatamente después de la electroforesis, los geles se bafian durante 30
minutos en una solucion de Azul de Coomassie (Coomassie brillant blue R-250), al
0.25% en 50% de acido tricloroacético. Posteriormente se destifien en 40% metanol,
10% acido acético.

6.5.2. Tincién con nitrato de plata

Fijacion:

Se fijan los geles con Metanol 50%, 4cido acético 12% y 0.074% formaldehido
durante 1 hora.

Se lavan con Etanol 50% (3 veces 20 minutos cada lavado)

Pretratamiento del gel:



Se bafian los geles 1 minuto en una solucién Na,$,03.5H,0 0.2g/L. durante un
minuto

‘Se lavan con H,0, 3 veces (20 seg cada lavado).

Impregnacion:

Los geles se tratan durante 20 minutos en una solucion de AgNO; 2g/l.y 0.1%
formaldehido en oscuridad.

Se lavan en H,O 2 veces (20 seg. cada lavado).

Revelado :

La tincion se revela incubando en una soluciéon con Na,COj; 60g/L, Na,S,04.5
H,0 4 mg/L y 0.074% formaldehido. Se revela solo hasta que las bandas de proteinas
aparecen nitidas, (incubaciones mas largas saturan la imagen). Se lava en seguida 2 veces
con H,0 (2 minutos cada lavado)

Parada:

Los geles se fijan con 50% Metanol 12% acético durante 10 minutos.

Los geles se guardan a 4°C en 50% Metanol. -

Es importante asar H,O miliQ para todas las soluciones, preparando estas el
mismo dia que se utilizan. Durante el revelado es conveniente agitar para que disuelvan
los posibles precipitados.

6.5.3. Fluorografia

Esta técnica se utiliza para mejorar la deteccion de moléculas marcadas
radioactivamente

Las proteinas marcadas y resueltas por electroforesis en un gel de poliacrilamida-
SDS, se fijan en una solucion de isopropanol: H,O:acido acético, (25:65:10), durante 30
minutos. A continuacién se incuban los geles en una solucion de Amplify ™
(Amersham), durante 15-30 minutos. Se secan los geles a 70°C al vacio en un secador de
geles y se exponen a una pelicula radiografica a -80°C.

7. TECNICAS INMUNOLOGICAS

7.1. Purificacion de anticuerpos

El anticuerpo anti-TAS14 habia sido previamente obtenido en el laboratorio
mediante la inmunizacion de conejos con proteina de fusién B-galactosidasa-TAS14
expresada en E. coli. Por tanto el suero es una mezcla de anticuerpos anti-Bgalactosidasa,
y anti-tas14. |

La purificacion de anticuerpos especificos se realiza en dos etapas: primero, los
anticuerpos anti-Bgalactosidasa son retirados del suero por cromatografia de afinidad en
columna de Sepharosa 4B-Pgalactosidasa. El suero libre de anti-B-galactosidasa se

emplea entonces para purificar anticuerpos especificos por afinidad a la proteina de
fusion transferida a filtros de nitrocelulosa. En principio se ha seguido este protocolo,



pero una vez que se disponia de proteina TAS14 expresada heterdlogamente en E.coli
como proteina de fusién GST-TAS14, se ha suprimido el primer paso de eliminacion de
anticuerpos anti-f-galactosidasa.

El material de partida de la purificaciéon es un suero ya procesado, (libre de
coagulos), con las inmunoglobulinas precipitadas con sulfato amonico y dializado frente
aPBS. '

7.1.1. Substraccién de anticuerpos anti-B-galactosidasa

La Sepharosa 4B activada con bromuro de cianogeno (Sigma) se lava y se deja
hinchar en 10 mM HCl y se mezcla con una solucion de B-galactosidasa de E.coli
(Sigma) en una proporcion de 1ml resina por cada 5-10 mg proteina. La solucion de
proteina se dializa previamente frente a PBS. La mezcla se agita suavemente durante la
noche y se centrifuga a 1000 g durante 2 minutos. Se mide la D.0.280 del sobrenadante
para estimar la eficiencia del acoplamiento y el sedimento se resuspende en 1 volumen
de solucién 1M etanolamina, 10 mM Tris-Cl pH 8,5 y se incuba con agitacion suave
durante 2 horas a 4°C, con lo que los sitios de unién a proteina que quedan libres son
bloqueados. Después de lavar con PBS dos veces, la resina se empaqueta en una pipeta
Pasteur. A continuacién se realiza una preelucion con 1M glicina pH 238,
determinandose la D.0.280 del eluido. Una vez que ésta se hace cero, se lava la columna
con 3-5 volumenes de PBS y se aplica el antisuero. Se recogen las fracciones,
agrupandose y conservandose las que registran una D.0.280 mayor a 0,5. Este eluido es

el suero libre de anticuerpos anti-B-galactosidasa. La columna se lava con BBS-Tween
hasta que la D.0.280 del efluente es cero y se equilibra en PBS. Finalmente los
anticuerpos anti-B-galctosidasa se eluyen con 1M glicina pH 2.8, recogiéndose

fracciones de 500 pl en tubos que contienen 25 pl de 1M Tris. La columna se lava, se
reequilibra en PBS conteniéndo 0.05% azida sodica y se guarda a 4°C.

7.1.2. Purificacion por afinidad de anticuerpos con el antigeno unido a membrana
de nitrocelulosa

En primer lugar se resuelven 700 ug de extracto enriquecido en proteina de fusion
por electroforesis en un gel preparativo. Las proteinas se transfieren como se describe en
le apartado(7.2.1.). La membrana se tifie con solucion 0.5% Ponceau S en 0.1% acido
acético y se corta la banda correspondiente a la proteina de fusion. Tras bloquear los
sitios de unién inespecifica de proteina con solucién de bloqueo, se incuba la banda con
el antisuero diluido 50 veces en solucion de bloqueo, en un volumen final de 3 ml,
durante la noche a 4°C. Tras lavar 4 veces durante 15 minutos con PBS, se eluye el
anticuerpo unido incubando durante 5 minutos en 1,5 ml de 0.2M glicina pH 2.8, 0.2%
gelatina. Tras retirar las tiras de inmobilon se neutraliza inmediatamente la solucion con
0.1 volimenes de solucion 1M Tris base: se comprueba con papel indicador si el pH es
neutro v se afiaden 0.1 volimenes de PBS 10X y azida sodica hasta 0.05%. La solucion
se guarda a 4°C. ’



7.2. Analisis Western

El método, originalmente descrito por Towbin (1979), permite caracterizar los
antigenos correspondientes a un anticuerpo y determinar la presencia y cantidad relativa
de éstos en mezclas complejas.

Los extractos protéicos son primeramente resueltos por electroforesis 'y
transferidos a filtros de nitrocelulosa o de difluoruro de polivinilideno (PVDF, 6
Inmobilon). La membrana se incuba con los anticuerpos y, tras lavar los anticuerpos no
unidos, éstos se detectan sobre el filtro. Los sistemas de deteccion de anticuerpos son
variados; en este trabajo se han usado anticuerpos anti-IgG conjugado a fosfatasa
alcalina y a peroxidasa.

7.2.1. Transferencia de proteinas a membranas

La transferencia de proteinas a membrana se ha realizado en un aparato de
transferencia semi-seca de la firma comercial LKB.

Tras la electroforesis se equilibra el gel en el tampon de transferencia durante 15
minutos a tempertaura ambiente. :

La transferencia se realiza colocando el gel en contacto con la membrana de
PVDF entre el catodo y el anodo, entre 6 papeles de Whatman 3MM del tamafio del gel
a cada lado, empapados en tampén de transferencia. Se aplica un amperaje de 0.8V/cm?
de gel durante 90 minutos.

Las proteinas transferidas se pueden visualizar en el filtro tifiiendo durante 3
minutos con la solucion de Ponceau S, y destifiiéndo con PBS 6 TBS.

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

7.2.2. Inmunodeteccion con anticuerpos conjugados a fosfatasa alcalina

La membrana se trata con solucion de bloqueo durante 30 minutos -toda la
noche, segin las muestras.

Una vez bloqueadas, se incuba con el anticuerpo especifico purificado a la
dilucién apropiada, (determinada previamente), en solucion de bloqueo.

Se lavan los filtros: 4 lavados 5 minutos con solucion de bloqueo.

Las membranas se incuban con el anticuerpe secundario (anticuerpos de cabra -
anti-IgG de conejo conjugados a fosfatasa alcalina) diluido en solucién de bloqueo
(dilucion aconsejada por el fabricante).

Se lava como se indica anteriormente.

Para el revelado por reaccion de la fosfatasa alcalina, se lava la membrana con 50
mM Tris-Cl pH8, 150 mM NaCl, y se equilibra en tampon de fosfatasa alcalina durante
5 minutos. Entonces se afiade la solucion cromogeénica hasta que las bandas se hacen
claramente visibles. La reaccion se para lavando con abundante agua destilada, y la
membrana se fotografia o se guarda en oscuridad.



Solucién de bloqueo: 5% p/v leche desnatada en polvo (Molico Sveltesse, Nestle), 0.2% Tween-20 en TBS.
TBS 5X(Tris-buffered saline): NaCl 40 g/l,, KCl 1g/l, Tris base 15 g/l. Se lleva a pH 8 con HCI

Solucién cromogénica: Se prepara inmediatamente antes de su uso afiadiendo 66 pl de soluciéon NBT y 33 pul
de solucion BCIP a 10 ml de tampén de fosfatasa alcalina.

Soluccién NBT: Se disuelven 50 mg NBT(Nitro-blue tetrazolium, Sigma) 1ml de dimetilformamida al 70%. Se
guarda a -20°C.

Solucion BCIP: Se disuelven 50 mg de BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, Sigma)/ ml de
dimetilformamida 100%. Se guarda a -20°C.

Tampon de fosfatasa alcalina: 100 mM Tris-HCI pH 9.5, 100 mM NaCl , 5 mM MgCl,.

7.2.3. Inmunodeteccion con anticuerpos conjugados a peroxidasa y
quimioluminiscencia

La membrana se bloquea y se incuba con el primer anticuerpo como se ha
descrito anteriormente.

Se lavadurante 15 minutos en TBS, 0.2% Tween -20, seguido de 3 lavados de 5
minutos en la misma soluccion.

Se incuba con anticuerpo anti-IG de conejo conjugado a peroxidasa (Promega)
diluido en solucion de bloqueo.

Se lava 25 minutos en TBS, 0.2% Tween-20, seguido de 4 lavados de 5 minutos
en la misma solucién.

Para detectar la sefial del anticuerpo mediante quimioluminiscencia catalizada por
peroxidasa, se mezclan cantidades iguales de los 2 sustratos de la reaccion (reactivos 1y
2; Amersham, ECL. Western blotting reagents), preparando un volumen final de 0.125
ml/cm2 de membrana. Se afiade esta mezcla sobre la membrana y se incuba durante 1
minuto.

Inmediatamente se expone a una pelicula radiografica. El tiempo de exposicion
final varia segin las muestras.

7.3. Inmunolocalizaciéon al microscopio electronico
7.3.1. Preparacion de las ultrasecciones.

El material vegetal se fija en solucion de fijacion durante 60 minutos a 4°C. Una
vez fijado se lava con tampon Cacodilato 0.5M NH,Cl durante 4 h. a 25°C para bloquear
los grupos aldehidos libres.

Las muestras se incluyen en una resina hidrofilica Lowicryl K4M (Chemische
Werke Lowi, Waldkraiburg, FRG), segin el método descrito por Roth.(1983), con las
siguientes modificaciones: las muestras se deshidratan tratandolas con soluciones de
metanol, con concentraciones decrecientes de este alcohol, y a temperaturas
progresivamente mas bajas; la polimerizacion de la resina se lleva acabo mediante
irradiacion con una lampara de luz UV de longitud de onda 360 nm durante 24 h.

Una vez incluida la muestra en la resina se utiliza un ultramicrotomo (Reicher-Jung
Ultracut E) para obtener ultrasecciones, las cuales se montan en rejillas de niquel para su
posterior procesamiento.

Solucion de fijacién: 0.1M tampon cacodilato pH 7,3, con 4% paraformaldehido y 0.5% glutaraldehido.
Tampon cacodilato:



7.3.2. Inmunodeteccion con proteina A unida a particulas de oro.

Las rejillas conteniendo las_secciones se incuban con una gota de tampén PBTT,
durante 5 minutos a 25°C. Se retira esta solucion y se incuban las secciones con e
anticuerpo anti-TAS14 diluido en tampén PBTT, durante toda la noche a 25°C. Se lava
con PBS y se incuban las secciones con proteina A unida a particulas de oro, preparadas
segiin Bendayan et al. 1980. Para que las muestras adquieran contraste se lavan las
secciones con H,O detilada y se tratan con una soluccion de acetato de uranilo 2%.

Tampon PBTT: Tampoén 0.1M PBS, pH7,4, conteniendo BSA 0.05%, Triton X-100 0.05% y Tween 20 0.05%
7.3.3. Andlisis morfométricos y estereoldgicos de las secciones

Las secciones se fotografian utilizando un microscopio de transmision de
electrones ( Philips CM-10; Servicio de Microscopia Electronica, Universidad de Sevilla).

Para llevar a cabo estos estudios morfométricos y cuantitaivos se eligen al azar 30
imagenes de los compartimentos celulares que se desean analizar (eucromatina,
heterocromatina y citosol). Las imagenes se procesan en un programa automatico de
analisis de imagen IMAGO, tomando como parametro el nimero de particulas de oro por
unidad de superficie (1 mm2). Posteriormente los datos se analizan estadisticamente:
analisis de varianza, test- Student, test Kolmogorov-Smirnov, y test U. Se considera una
diferencia estadistica cuando P<0.001.

7.4. Coinmunoprecipitacion

Esta técnica sirve para detectar interacciones in vivo de proteinas. El método se
basa en un reconocimiento doble: en una primera fase el anticuerpo reconoce a la proteina
(antigeno) la cual puede estar unida a otras proteinas; y en una segunda fase el complejo
anticuerpo-proteina antigeno-proteinas es fijado a una matriz de sepharosa-proteina A,
por la afinidad de la proteina A por las cadenas constantes (Fc) de las inmunoglobulinas.

Como control en los experimentos de coinmunoprecipitacion se debe utilizar un
anticuerpo que proceda, a ser posible del mismo animal, pero que no reconozca el
antigeno estudiado. En nuestro caso usamos el suero preinmune del conejo que
inmunizamos con proteina tas14.

Preparacion de la sepharosa-proteinaA:

Para cada ensayo se utiliza 50 ul de matriz preparada de la siguiente manera:

Se rellena un eppendorf con el volumen de sepharosa que se desea usar, se aflade
1ml de tampén NETN y se deja hinchar la matriz a 4°C, 15 minutos con agitacion suave.

Una vez hinchada se lava 3 veces con el mismo tampon centrifugando 30 seg a
12000 rpm.

Tras el ultimo lavado se pasa la sepharosa a un eppendorf nuevo y se bloquea con
Iml de TBS con 10% BSA, a 4°C, 1 hora, con agitacion suave.

Incubacioén de los extractos protéicos:

Para una mejor deteccién se marcan proteinas in vivo, como se indica en el
apartado(X). La lisis se realiza en tampon ECB, el cual es un tampoén de fuerza salina
intermedia.



Los extractos se centrifugan 15 minutos a 13000 rpm antes de incubarlos con e
anticuerpo para retirar cualquier material insoluble.

Los extractos se incuban con el suero durante 3 horas a 4°C y con agitacién suave,
en un volumen de 500 ul: 100 pl extracto + 400 pl tampén NETN. El tiempo de
incubacion y las diluciones de anticuerpo usadas se determinan empiricamente.

Incubacion con la proteina A:

Una vez incubadas las proteinas con el suero se centrifuga 10 minutos a 4°C 12000
rpm y el sobrenadante se afiade a un tubo eppendorf con 50 pl de sepharosa-proteina A,
preparada como se ha indicado anteriormente.

Se incuba durante 1 hora a 4°C con agitacion suave.

Se lava la sepharosa 4 veces con Iml de tampon NETN centrifugando en cada
lavado a 12000 rpm 30 seg .

Es importante ir renovando los tubos eppendorf en cada lavado para no arrastar
complejos que precipiten.

Para evitar que se pierdan bolas de la matriz durante los lavados, se utiliza una
jeringa de 1ml con una aguja doblada como se indica en el esquema siguiente:

s = 2

Despues del tGltimo lavado se afiade un volumen de Laemli 2X equivalente al
volumen de la sepharosa, y se hierve a 95°C durante 5 minutos. Se centrifuga y e
sobrenadante se carga en un gel de poliacrilamida-SDS, y tras el tratamiento fluorografico,
el gel se seca y se expone a una pelicula radiografica.

Tampon NETN :20 mM Tris pHS8, 100 mM NaCl, 0.5% NP-40, lmM EDTA, 1mM PMSF.

8. OBTENCION DE PROTEINA DE FUSION GST-TAS14
8.1. Descripcidn del sistema de expresion heterdloga

Los vectores de expresion de la serie pGEX estan disefiados para la expresion en
bacterias de polipéptidos como fusiones con la proteina glutatién S-transferasa (GST).
La clonacién se efectua en dianas situadas tras la secuencia codificante de la GST, y
precedidas por un sitio especifico de proteasas. Para ello existen versiones del vector
con diferentes fases de lectura en los sitios de clonacion y sitios especificos para
proteasas diferentes (Trombina y factor Xa).

Los vectores pGEX tienen el gen de la GST bajo el control de un promotor Ptac
inducible quimicamente y un gen lac Iq, para dar independencia del hiiésped al plasmido.
El represor lac, producto del gen laclg, se une al promotor Ptac, reprimiendo la
expresion de la proteina de fusion GST. Cuando se afiade IPTG se desrreprime la
expresion a partir del promotor Ptac y se expresa la proteina hibrida.



8.2. Produccion y analisis de los transformantes

1) El ADN estudiado se clona en el vector de la serie pGEX apropiado, se
transforman células competentes de E. coli, y se seleccionan los transformantes en cajas
con LB Ampicilina 100 mg/L. Las cajas se incuban de 12-15 horas a 37°C.

2) Se inoculan tubos de 2ml de LB/Amp100 con colonias transformantes. Como
control se inocula una colonia transformante del vector pGEX. Se incuba 3-5 horas a
37°C con agitacion.

3) Se afiade IPTG 0.1-100 mM a la mitad del cultivo para inducir la expresién de
las proteinas. Se continua la incubacién durante 1-2 horas.

4) Se centrifugan los cultivos (20seg, 13000 rpm), y el sedimento se resuspende
en tampdn Laemli 1X. Se hierve 10 minutos a 95°C, se centrifuga y el sobrenadante se
analiza en un gel de poliacrilamida SDS. Se tifien las proteinas con Coomassie y se eligen
aquellos transformantes que expresen la proteina tras la induccion con IPTG.

8.3. Purificacion de la proteina de fusién GST-TAS14

Las proteinas de fusion se purifican a partir de lisados celulares por absorcion en
columnas de sepharosa 4B-glutation (Pharmacia) y posterior elucion con glutation libre
La purificacion por tanto se realiza en condiciones no desnaturalizantes; ademas de esta
ventaja el sistema permite obtener el polipéptido deseado libre de la GST mediante la
digestion de la proteina de fusion con la proteasa correspondiente.

1) Se inocula una colonia transformante en 100 ml LB/Amp100 y se incuba 12-
15 horas a 37°C con agitacion.

2) Se diluye el cultivo 1:10 en 1 litro de LB/Amp100, repartiendo el volumen en
dos matraces de 2 litros, y se incuba 1 hora a 37°C.

3) Se afiade IPTG a una concentracion final de ImM y se continua la incubacion
durante 3-7 horas.

4) El cultivo se centrifuga 10 minutos a 5.500 rpm para sedimentar las células. El
sedimento se resuspende en 40 ml de PBS frio.

5) Las células se lisan usando un sonicador (La sonicacion, no debe ser muy
fuerte, evitando durante el proceso la formacion de espuma,; la lisis se monotoriza por el
cambio de aspecto de la muestra (viscoso-transparente).

6) Se afiade Triton al sonicado hasta una concentracion final del 1%, y se mezcla
bien con agitacion suave durante 30 minutos para ayudar a la solubilizacion de la
proteina.

7) El sonicado se centrifuga 5 minutos a 9500 rpm a 4°C para eliminar el matenal
insoluble y las células intactas. El sobrenadante se pasa con cuidado a un tubo nuevo.

8) Ademas de la centrifugacion es conveniente filtrar el sobrenadante a traves de
un filtro de 0.45 um de Milipore. ~

9) Una vez limpio, se incuba el sobrenadante con 2-3 ml de¢ sepharosa 4B-
glutation equilibrada en PBS 1% Triton(*) durante 20 minutos. El proceso que se
describe a continuacion se puede realizar en columna, o en tubo; en este tltimo caso se
centrifuga en cada paso la sepharosa a 500 rpm en una centrifuga de mesa.

10) Se lava la sepharosa con 10 voliimenes de PBS y se eluye la proteina de

fusion (Paso 14); o bien se lleva a cabo la digestion de la proteina unida a la matriz (Paso
11).



11) Se aiiade 1 volumen de PBS igual al volumen de la sepharosa y 400 unidades
de trombina (Sigma) y se incuba 12 horas a 25°C con agitacion suave.

12) Se recoge el sobrenadante que contiene la proteina digerida ‘mediante
centrifugacion. Y se afiade un volumen de PBS para recoger el resto de proteina. Este
ultimo paso se repite dos veces mas, pero sin mezclar las alicuotas hasta ser analizadas .

13) Se lava la sepharosa con 10 volumenes de PBS, igual que en el paso 10.

14) Se eluye la proteina GST o la proteina de fusion GST-TAS14 (continuacién
del paso 10), con 5 volumenes de una solucién recién preparada de Glutation SmM en
Tris-HCl 50 mM pH 8 -

15) Una vez eluidas las proteinas se eliminan los restos de glutatién libre de la
columna lavando con 10 volumenes de PBS. ;

16) Se trata la sepharosa con 10 volumenes de 3M NaCl en PBS para retirar
cualquier molécula restante.

17) Se lava la sepharosa con 10 volumenes de PBS, 10 volumenes de ETOH 20% -

y se guarda en esta solucion de alcohol a 4°C hasta nuevo uso.

*La sepharosa 4B se conserva en EtOH por lo que para su uso se debe lavar con
5-10 volumenes de PBS

La proteinas GST-TAS14 y TAS14 purificadas se analizan por electroforesis en
geles de poliacrilamida SDS. Se afiade glicerol al tampén PBS en el que van las proteinas
hasta una concentracion final del 15%, y se almacenan en alicuotas a -80°C. En caso de
que las muestras estén muy diluidas se concentran las proteinas por filtracién con
centricones (Ultrafree-CL Filters (5000) Milipore).

9. OBTENCION DE CASEINA QUINASA I

La Caseina Quinasa II, CKII, es una proteina quinasa presente en todos los
organismos eucariotas analizados, presentando una secuencia conservada. Se ha aislado
en forma activa a partir de diferentes tejidos. El protocolo que se ha seguido en este
trabajo es basicamente el descrito por Alcazar et al. 1988, e incluye dos pasos de
purificacién: un primer paso por cromatografia de intercambio ionico (columna DEAE
celulosa) y un 2° paso de purificacién por cromatografia de afinidad, (columna de heparin
agarosa).

9.1. Purificacion de CKII a partir de cerebros de rata

Se parte de 6 ratas y se extraen sus cerebros.

Se homogeniza el material con Potter en la proporcion de 1 gramo por mililitro de
tampon de homogeneizado.

Se centrifuga a 100.000 g durante 1 hora a 4°C en un rotor T8565.

El sobrenadante se recoge y se aplica en una columna de DEAE-celulosa de 10
ml.

Una vez pasada la muestra se lava con el mismo tampon conteniendo 200 mM
NaCl, hasta que la absorbancia a 280 nm sea cero.

A continuacion se eluye con el tampon de homogeneizado conteniendo 500 mM
NaCl. Se mide la absorbancia de las fracciones recogidas y se conservan las
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correspondxentes al pico de elucién. Se diluyen 10 veces en tampén de homogeneizado
para conseguir una concentracion final de 50 mM.

La muestra eluida se aplica con un flujo lento, en una columna de Heparin-agarosa
(Sigma) de 10 ml equilibrada en el tampén descrito anteriormente. Para un mayor
rendimiento se aplica la muestra 2 6 3 veces.

Se lava hasta conseguir absorbancia cero a 280 nm.
: Se vuelve a lavar con mayor fuerza idnica: tampén de homogenexzado con 0.4 M
NaCl.

Se eluye con IM NaCl en el tampén de homogeneizado;

Las fracciones eluidas se precipitan con sulfato amoénico al 70 % de saturacion. Y
el sedimento se resuspende en el minimo volumen de tampén 50 mM Tris-HCl pH 7.5,
5 mM Cl,Mg, 2 mM EGTA.

Las fracciones se conservan a 4 °C con azida al 0.1% como conservante.

Tampén de homogeneizado: 20 mM Tris-HCI pH 7.5, S mM Cl,Mg, 2 mM EGTA, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF.
9.2. Ensayo de actividad de la enzima purificada
Para comprobar la actividad de la enzima purificada se llevan a cabo ensayos de

actividad en presencia/ausencia de sustrato y activadores e inhibidores, como se indica en
la tabla siguiente.

Tubo 1 2 3 4

B 10X 10 10 10 10
Caseina 0 3 3 3
(10 mg/ml)

Heparina 0 0 0 1
(5 mg/ml)

Poly-L-lisina 2 0 2 0
(10 mg/ml)

CKII 10 10 10 10
H,0 68 67 65 66
ATP 10 10 10 10

(40 ul 10 mM ATP)
+ [Y32P-ATP]
(4 pl- 10 mCi/ml)

I.os volumenes estan referidos en 1l



Se incuba a 37°C durante 30 minutos. Las reacciones se paran afiadiendo 0.5 mM
de pirofosfato sodico

Se precipitan las proteinas de cada reaccion afiadiendo BSA hasta 50 mg/ml, y 1
ml de TCA al 10%. Se incuba durante 1 hora a 4°C, y se centrifuga a 12000 rpm a 4°C 10
minutos. El sedimento se lava con TCA al 10% 3 veces.

Con un contador de Cerenkov, se mide la radioactividad incorporada en cada
reaccion. «

El tubo 1: corresponde a la medida de la autofosforilacion de la preparacion.

El tubo 2: corresponde a la fosforilacion basal

El tubo 3: corresponde a la medida de la fosforilacion en presencia de activadores.

El tubo 4: corresponde a la medida de la inhibicion de la actividad de la
preparacion.

10. FOSFORILACION DE TAS 14 IN VITRO
10.1. Fosforilacion con Caseina Quinasa 11

La fosforilacion de tas14 se realiz6 con dos fuentes diferentes de CKII: a) enzima
purificada a partir de cerebros de rata, como se describe en el apartado (9.1.); b) las
subunidades a y b de una linea celular de glioblastoma humano HeRo-SV expresadas en
E.coli y reconstituidas en el curso de la purificaciéon (disponible comercialmente por
Boehringer Mannheim).

10.1.2. Fosforilacion con CKII de cerebro de rata

En un tubo eppendorf se mezcla:
10 pl tampon CKII 10X

5 ug proteina a fosforilar

4.84 ul ATP 100 mM

5 ul [Y32P-ATP] (3000 Ci/mmol)
5 ul CKII (previamente titulada)

H,0 hasta 100 ul

Se incuba durante 1 hora a 37°C

La reaccion se para afiadiendo 100 pl de tampon de carga de electroforesis Laemli
2X, se hierve 5 minutos a 95°C y se analiza en un gel de poliacrilamida-SDS.

Si no se desea desnaturalizar la proteina se afiade 20 mM EDTA para parar la
reaccion.

Los nucledtidos no incorporados se eliminan pasando la muestra por una
columna de Sephadex G-50.

Tampén CKIT 10X: 200 mM Tris-HCI pH 7,5, 20 mM EGTA, 10 mM ClhMg, 0.1M NaClL
10.1.3.Fosforilacion con CKII recombinante

Se mezcla en un tubo:
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10 1 Cl,;Mg 0.1M

13 ul CIK 1M

4.8 ul DTT 0.1M

2 pl Tamp6én MES 1M pH6.9
1.5-5 pg proteina a fosforilar
4.84 ul ATP 100 mM

5 ul [¥32P-ATP] (3000Ci/mmol)
5ul CKII (0.2 U/ml)

H,0 hasta 100 pul

Se incuba durante 1 hora a 37°C.
Para parar la reaccion se procede como se indica en el apartado anterior.

10.2 Fosforilacion con Proteina Kinasa PK

Se utiliza la subunidad catalitica de la proteina quinasa (Sigma).
La reaccion de fosforilacidn se realiza a 30°C durante 1 hora, mezclando en un
tubo:

TrisHCI 0.1M pH8, 20% Glicerol hasta 100 pl.
10 ul Cl,Mg 0.1M

4 84 ul ATP 100 mM

5 ul [y 32P -ATP] (3000 Ci/mmol)

1.5-5 pg proteina a fosforilar
25 UPK
Se para la reaccion como antes se ha descrito.

11. ENSAYOS DE UNION DE ADN Y PROTEINA
~ 11.1. Ensayos de retardacion de ADN en geles de poliacrilamida
11.1.2. Esquema del ensayo

Los ensayos de retardacion en gel de poliacrilamida permiten detectar la formacion
de complejos ADN-proteina, a partir del cambio de movilidad electroforética de éstos
con respecto al ADN libre/proteina libre. (Ver fig.2).



Generalmente se conoce la secuencia de union de ADN, se marca éste
radioactivamente, y se incuba con extractos de proteina para asi localizar factores de
transcripcion que se unen a dichos motivos. En este trabajo la situacion es
completamente distinta, el objetxvo es estudiar la posxble capacidad de unién de una
proteina con ADN de secuencia desconocida. !

La estrategia seguida fue usar como ADN una mezcla de oligonucledtidos con Xn
secuencias degeneradas, de forma que estuvieran representadas todas las posibles
combinaciones de secuencias de X nucleétidos en esta preparacion. Este ADN se marca
radioactivamente por sintesis con polimerasa Klenow, (ver figura). El ADN asi marcado
se incuba con la proteina y tras la electroforesis, se analiza por autorradiografia. En caso

de observar retrasos en la movilidad, se recortan las bandas del complejo (ADN-

proteina), se amplifica por PCR el ADN retrasado y se realizan nuevos ensayos de
retardacion con este ADN amplificado. La repeticion de este ciclo de retardacion-
amplificacion, tiene como objetivo enriquecer la muestra de ADN en las secuencias de
ADN que interaccionan con las proteinas.

oligo A Sintesis de! oligo con polimerasa
Kienow y o 2P-dCTP @

0.0

Proteina

OligoB

Mazcla oligos

_Q- B ADN unido a proteina

ra migramas despacio

Hectroforesis

Labanda retardadaindica
{3 la union ADN-proteina
\ ‘e

Autorradiografia

Figura 2:Ensayos de retardacion de ADN
en geles de poliacrilamida.

!

Oligo B
Qligo Tag

.

FCR del ADN retardado



1.1.2. Descripcion de los oligonucledtidos

Para los ensayos de retardacion de DNA se utiliza una mezcla de oligonucleétidos
degenerados, que contiene todas las combinaciones posibles de 18 nucleo6tidos
flanqueadas por dos regiones constantes: OLIGO A.

La sintesis de estos oligonucledtidos se lleva a cabo con polimerasa Klenow o
mediante PCR _utilizando dos oligonucledtidos: OLIGO B y OLIGO taq, como se
muestra en el esquema anterior.

OLIGOA:
5'-TGGATCCCTCGACTGCAGG-N;§GGATCCTGCAGAATTCGCG -3'
OLIGO B:

5' -CGCGAATTCTGCAGGATCC -3'

OLIGO Taq:

5'-TGGATCCGTCGACTGCAGG - 3

11.1.3. Purificacion de los oligonucledtidos

Los oligonucleétidos utlizados fueron sintetizados y purificados por Sephadex G-
25 por el servicio de sintesis del Centro de Investigaciones Biologicas, C.S.1.C, Madrid.
No obstante, para los siguientes ensayos se purifican los oligonucledtidos hasta la
homogeneidad en geles de poliacrilamida.

A cada preparacion de oligo, 500 ug, se le afiade un volumen de tampon de carga y
se corren en un gel a 2800 V. Para purificar el OLIGO A se utilizan geles de acrilamida al
19%, y para el OLIGO B y OLIGO Taq, geles al 12% de acrilamida.

El oligonucledtido se visualiza usando una lampara de ultravioleta de onda larga, y
se recorta la banda de acrilamida correspondiente. Se trocea bien el fragmento, se afiaden 2
volimenes de tampdn de elucion y se deja la mezcla en agitacion durante toda la noche.

Al dia siguiente se centrifuga para sedimentar la acrilamida y el sobrenadante se
filtra dos veces a través de un filtro de GFC.

Una vez eliminada toda la acrilamida se afiade 1 volumen de fenol y se centrifuga a
13000 rpm, se extrae con cloroformo y se precipita el oligonucledtido con 0.3M  de
AcNa y 3 volumenes de ETOH. Se centrifuga a 13000 rpm durante 1 hora a 4°C, y se
lava el preciptado con ETOH 80% centrifugando en las mismas condiciones. El ADN
precipitado se seca y se resuspende en TE. ‘

Para cuantificar el oligonucledtido se mide una dilucion de éste al
espectofotometro y se calcula la concentracion segin la relacion: D.O.260nm/longitud
oligonucledtido X 10 = Y mmoles oligonucleotido

Composicion de los geles:
31.5 g Urea
37.5ml 6 23.5 ml (19% 6 12%)A/B (38:2)
7.5 ml TBE 10X



H»0 hasta 75 ml
450 1 APS 10%
35 pl Temed

TBE 10X: 0.89 M tris, 0.89 M 4cido borico, 20 mM EDTA.
A/B (38:2): 76 g Acrilamida, 4 g Bisacrilamida y H,0 hasta 200 ml La mezcla se fiitra a través de un

filtro de 0.45 pm de Milipore.

Tampén de carga: 95% formamida, 20 mM EDTA, 0.05% azul de bromofenol, 0.05 % xilen-cianol.
Tampén de elucién: 0.5 M CH;COONH,, I mM EDTA, 0.1% SDS.

11.1.4. Reacciones de sintesis de la mezcla de oligonucleétidos degenerados con
polimerasa Klenow

La reaccion se lleva a cabo utilizando el OLIGO A como molde y el OLIGO B_,
como cebador. La sintesis contiene varias etapas:

Apareamiento del oligo cebador:

En un tubo ependorf se mezclan

1.5 ul BX10 Klenow
1.5 ul Oligo B ( 15ng/ml)
2 ul Oligo A ( 30 ng/ml)
5 ul H,O
Se calienta a 65°C durante 2 minutos y se deja enfriar la mezcla lentamente hasta
alcanzar temperatura ambiente.
Reacciones de extension:
Se afiaden al tubo anterior
6 LLI HQO
0.63 ul BX10 Klenow
3wl dCTP (10 uM)
1 Wl dNTPs (dATP,dGTP,dTTP),(500 mM)
1 ul Enzima Klenow
4 ul [e32PdCTP] (3000 Ci/mmol)
Se incuba durante 20 minutos a 37°C.
Reacciones de caza :
Para que se completen las reacciones se anaden deoxinucleotidos a la muestra:
0.75 ul BX10 Klenow
1wl dCTP (500 mM)
1ul ANTPs (dATP, DTTP, dGTP),(500mm)
1 ul Enzima Klenow
5.25 ul H,0
Se incuba 20 minutos mas a 37°C.
Para parar la reaccion se afiade 1.5 pl EDTA

;*?i~"‘< :

El volumen de la reaccion se lleva hasta 100 pl con TE, se fenoliza, y tras el
tratamiento con cloroformo, el sobrenadante se pasa por una columna de 1 ml de




Sephadex G-25 para eliminar los nucleétidos no incorporados. En algunas ocasiones se
purifica el oligonucledtido por gel de poliacrilamida como se indica en el apartado ().

BX10 Klenow: 50mM Cl,Mg, 100 mM Tris pH 8
11.1.5. Ensayos de retardacion

Reacciones de uniéon ADN-proteina:

Para permitir que se formen los complejos de ADN-proteina, se incuba la mezcla
de oligonucleétidos degenerados con diferentes cantidades de proteina en presencia de
poli dI-dC, como competidor, y de diferentes cantidades de oligonucleétido frio. Asi en
tubo eppendorf se mezclan:

1 pg poli dI-dC

10 % Glicerol

100-150 mM NaCl

x oligonucleotido marcado

x oligonucledtido frio (0-10 ng)
x proteinas *(1pg-100ng-10 ng)
H,0 hasta 10 ul

Las reacciones se incuban durante 30 minutos a 4°C 6 a 25°C, e inmediatamente se
cargan en un gel de retardacion.

Condiciones de corrrida:

Los geles de retardacion se corren a 150 V, durante 3-4 horas a 4°C en tampoén
TBE 1X como electrolito. Una vez finalizada la electroforesis, se seca ¢l gel a 80 °C y se
expone a una pelicula radiografica.

Tampon de union BB10X: 10 mM TrisHCI pH7.8, 150mM NaCl, Glicerol 10%, ImM EDTA pHS8.
*Tampon de dilucion de proteinas: 10% Glicerol, 0.1 mg BSA en tampoén de unién BB1X.
Geles de retardacion de ADN

TBE 10X 3ml
A/B (40:1) 9ml
H»0 48 ml
Temed 60 pl
APS 10% 240 pl

A/B (40 :1): 80 g Acrilamida, 2 g bisacrilamida, H»0 hasta 200 ml. Se filtra la mezcla a través de un filtro de 0.45
pM de Milipore.

11.1.6. Amplificacion del ADN retrasado

Se recortan del gel aquellas bandas que presentan una movilidad alterada (retraso)
con respecto a la del oligonucledtido libre. Y se emplea este fragmento como molde en
una reaccion de PCR como la que se indica a continuacién:

Para una reaccién se utiliza:

5 ul BX20 PCR
0.8 ! Oligo B (0.69 pg/ul)

1.1 ul Oligo Taq (0.5 pg/ulb)



83.5 pl H,0
Molde: banda retrasada (papel y acrilamida)

Se hierve a 95°C durante 5 minutos y se coloca inmediatamente en hielo. Una vez
desnaturalizada la muestra se afiade:

8 ul dNTPs (2.5 mM)

0.6 ul [ a32P -dCTP]

1 pl Taq polimerasa

Las reacciones de PCR se llevan a cabo en un termociclador, siguiendo 15 ciclos de
amplificacion (94°C 1minuto, 55°C Iminuto 72°C 2 minutos), y un periodo de extension
final a 72 °C 5 minutos.

La mezcla de reaccion se trata con fenol, a continuacion se extrae con cloroformo
y se precipita el oligonucledtido con 0.3M AcNa y 3 volimenes de ETOH 100%. Se lava
con ETOH 80% y el sedimento se resuspende en TE. El oligonucledtido amplificado se
purifica en un gel de poliacrilamida como se indica en el apartado 11.1.3..

Cuando es necesaria una mayor cantidad de oligonucleétido se realiza un segundo
proceso de amplificacion, siguiendo el protocolo anteriormente descrito.

11.2. Ensayos de retardacion de proteina en geles de poliacrilamida

Se procedio de igual manera que en los ensayos de retraso de ADN, solo que en
esta ocasion es la proteina la que se marca, detectandose finalmente la unién entre
proteina y ADN en la autorradiografia como un retraso en la movilidad de la proteina.

11.2.1.Traduccion in vitro

La traduccion in vitro se realiza con un Kit de traduccion basado en el sistema de
lisado de reticulocitos de conejo, siguiendo las indicaciones del fabricante. Se utiliza
pBluescript SK + como vector para la transcripcion del cDNA, y TRAN3SS-LABEL ™
como mezcla de aminoacidos radioactivos para la traduccion.

Transcripcion:

Se lineariza el vector conteniendo el inserto y se aisla en geles de agarosa por
Geneclean.

En un tubo eppendorf libre de RNAsas se mezclan:

20 pl 5X tampén de transcripcion

10 ul DTT 100 mM

4 pl RNasin (inhibidor de ribonucleasas 25 U/ul)

20 ul ATP, CTP, UTP, GTP (2.5mM cada uno)

2 ug ADN linearizado y purificado
10-20 U de T7 RNA polimerasa
35 pl Hy0 libre de RNAsa

Se incuba a 37°C durante 1 hora y 30 minutos.
Extraccion del ARN transcrito:



Una vez finalizada la reaccion de transcripcién, se hidroliza el ADN y se extrae el
ARN. Para ello se afiaden: '

4 Wl EDTA 0.5M pH 8
20 pl acido acético 10%
800 ul H,0

100 pl AcNa 2M pH4
1000 pl fenol 4cido

Se agita en vortex durante 1 minuto

Se incuba a 4 °C durante 10 minutos y se centnfuga a 12000 rpm a 4°C 15
minutos.

Finalmente se recuperan solo 800 pl del sobrenadante.

El protocolo original incluye un tratamiento con DNasa, pero en nuestro caso se

ha utilizado este protocolo alternativo ya que las muestras se usan en ensayos de retraso
de ADN. ,

Traduccion:

Para la traduccidn in vitro se utilizan extractos de lisados de retlculomtos
Para cada reaccion se emplea:

16 ul Extracto

1 ul TRANS 35 S-LABEL™ 1125 Ci/mmol

1 pl RNasin

1-6 ug ARN

La mezcla se incuba durante 1 hora a 30°C.

Después se calienta a 37°C 10 minutos

Se cogen 18 pul de la reaccion, se afiade glicerol hasta el 15% y se congelan en Nj
liquido, almacenandose a -80°C hasta su uso. Los 2 pl restantes se reservan para analizar
el resultado de la traduccion.

Analisis de los productos de traduccién:

A 2 ul de la reaccion de traduccion, se les afiade metionina fria hasta una

concentracién 1 mM y se precipitan las proteinas traducidas con S volumenes de acetona
durante 2 horas a 4°C. Se centrifuga a 12000rpm 20-30 minutos y se lava el sedimento
con acetona, volviendo a centrifugar de 5 a 10 minutos. El sedimento final se resuspende
en Laemli 1X y se carga en un gel de poliacrilamida-SDS. Se hace una fluorografia, como
se indica en el apartado 6.5.3. y una vez seco el gel se expone a una pelicula radiografica.

11.2.2. Ensayos de retardacion de proteina

En este ensayo se utiliza proteina marcada por traduccion in vitro, como se indica
en el apartado anterior, y oligonucledtido sintetizado en ausencia de nucledtidos
radioactivos.*Se utilizan 1-3-8 pg de oligo y 2l extracto de proteina.

(*para la sintesis de ug de oligo se sigue el protocolo descrito en el apartado
11.1.4, escalando los valores.)

La incubacién de los extractos con €l ADN, y la electroforesis se realiza en las
mismas condiciones descritas para los ensayos de retardacion de AND.



12. CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL

La filtracion sobre gel o la cromatografia de exclusion molecular es una técnica
que permite separar proteinas basandose en las diferencias de peso molecular.

La cromatografia se realiza en una columna cuya matriz y volumen se determinan
en funcion del rango de peso molecular que se desea resolver y del volumen de la
muestra que se aplica, respectivamente.

Antes de afiadir la muestra de proteinas que se quiere analizar, se debe calibrar la
columna con marcadores de peso molecular, (proteinas de peso molecular conocidos),
cuyas masas abarquen el intervalo de PM que se desea estudiar.

La determinacion de la masa molecular de las proteinas estudiadas se lleva a cabo
segun las aplicaciones de Andrews (1965), extrapolando a partir de la representacion de
Kav frente al logaritmo de la masa molecular de las proteinas marcadoras; siendo

Kav = (Ve-Vo)/(Vt-Vo).

(Vo) volumen de vacio, se calcula como el volumen de eluccién de una muestra de
azul de dextrano a 10 mg/ml. :

(Vt) volumen total, se corresponde con el volumen del cilindro que contiene el
lecho '

(Ve) volumen de elucion de cada muestra, se determina por el peso del liquido
eluido correspondiente.

La cromatografia se desarrolla a 4°C, de la siguiente manera:

Se utiliza una columna de vidrio calibrado K 16/40 (1.6 cm de diametro, 40 cm de
altura) (Pharmacia), que contiene un lecho de 24 ml de Sephacryl S-200HR (Pharmacia).
El empaquetado se realiza siguiendo el procedimiento descrito por el fabricante, y
limitando la parte superior con una cestilla de aplicacion para las muestras.

Primero se equilibra la columna con tampoén acetato 100 mM, pH 5.5,
suplementado con 100 mM KCl.

Se aplican las muestras (500 pg proteina con 20 mg/ml de sacarosa en un

volumen de 500 pl ) sobre la cestilla usando una jeringa Hamilton de 1 ml.

Se aplica un flujo de 7 ml/h proporcionado mediante una bomba peristaltica
(Modelo Pharmacia LKB P1).

Y se recogen alicuotas de 0.65 ml aproximadamente con la ayuda de un colector
automatico (Pharmacia Frac-100).

La columna se calibra con diferentes proteinas marcadoras :

citocromo ¢ ( 12 KDa).

ribonucleasa A (14KDa).
quimiotripsinégeno (25 KDa).
anhidrasa carbonica bovina (31KDa).
ovoalbiimina de gallina (43KDa)
seroalblimina bovina ( 67 KDa).

La elucion de todas las proteinas marcadoras se detecta midiendo la absorbancia a
280 nm y para detectar el citocromo ¢ a Xnm El volumen de elucion de la proteina
TAS14 se calcula cuantificando mediante ensayo Braford las proteinas presentes en las
diferentes alicuotas y el posterior analisis por western-blot de las proteinas eluidas.



Finalmente se calcula el PM de la proteina a partir del volumen de elucion
obtenido, como se ha explicado anteriormente.

13. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD GST-TAS14

Este ensayo consiste en detectar uniones de las proteinas presentes en un
extracto con la proteina GST-TAS14 inmobilizada en Sepharosa-glutation 4B
(Pharmacia). :

Para cada ensayo se utilizan 3 columnas de 100 pul de Sepharosa \tubo ependorf:

(S): Sepharosa-glutation '

(S-G): Sepharosa-glutation con proteina GST purificada

(S:GTas): Sepharosa-glutatiéon con proteina GST-TAS14 purificada.

El ensayo consiste en la incubacion secuencial de extractos de proteinas marcadas
"in vivo" con columnas S, SG, SGTas, y la posterior elucion y analisis de las proteinas
unidas. La incubacidn secuencial se utiliza para eliminar de los extractos las proteinas
que tengan afinidad por la Sepharosa-glutation, o por la proteina GST (en algunos casos
se han utilizado 500 pl de columna S y SG).

En la figura 3 se presenta un esquema del proceso:
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‘ Extracto . —_—
Lﬂ
-
=Y
+
S &G SGlas
' electroforesis
‘
1erd 4 Vi —
e 2
[ ] + — — —
i =
L
elec tro foresis
I =
- 0!

Sepharosa-GST-TAS14 (SGTas)

Figura 3: Esquema de la técnica de cromatografia de afinidad GST-TAS14.



Preparacion de la Sepharosa-glutation

La Sepharosa-glutation se conserva en una solucién de PBS 1X ETOH 20%. Para
eliminar el ETOH se lava la matriz 3 veces con PBS durante 5 minutos a 4°C agitando
suavemente y centrifugando en cada lavado a 500 rpm 2 minutos en una centrifuga de
mesa. o

Una vez lavada la sepharosa se preparan las diferentes columnas.

Preparacion de columnas (S):

Se lava 2 veces con 1 ml de tampon ECB durante 5 minutos a 4°C

Preparacion de columnas (SG) y (SGtas): '

Se incuba la sepharosa durante 1 hora a 4°C con 10 6 100 pg de proteina GST 6
GST-TAS14, previamente purificada como se explica en el apartado 8.3.

Se lava 2 veces la matriz con PBS, y se equilibra en el tampon ECB.

Incubacion de los extractos proteicos:

En un tubo se mezclan:

100 pl de extracto

200 pl de tampén ECB

100 pl de sepharosa (S), (SG), (SGTas).

La mezcla se incuba durante 1 hora a 4°C, con agitacion suave. Se centrifuga a 500
rpm y el sobrenadante se incuba con la columna siguiente.

Una vez incubada la columna con los extractos proteicos, se lava 4 veces con
tampon NETN a 4°C y con agitacién suave

Se centrifuga para retirar el volumen de NETN que queda y se afiade un volumen
equivalente al de la sepharosa de tampoén Laemli 2X.

Se hierve 5 minutos a 95°C para eluir las proteinas unidas a la matriz. Tras
centrifugar se carga el sobrenadante en un gel de poliacrilamida-SDS. Tras la fluorografia
y secado del gel se expone a una pelicula radiografica.

14. TECNICA DE OVERLAY

Esta técnica se llevo a cabo segin Lohman et al. 1988. El ensayo permite
detectar uniones de la proteina a estudiar con otras proteinas transferidas a filtro.

Las proteinas se resuelven en geles de poliacrilamida-SDS, y se transfieren a filtro
Inmobylon, como se indica en el apartado 7.2.1. "

La membrana se incuba durante toda la noche a 4°C en solucion de bloqueo para
renaturalizar las proteinas del filtro y evitar la interaccion inespecifica.

Una vez equilibrada, se incuba con 1,5-5 pg de proteina tasi4 fosforilada, como se
indica en el apartado 10, en 10 ml de solucién de interaccion durante S horas a 25°C.

Después de la incubacién se lava el filtro varias veces en solucion de lavado, y una
vez mas durante toda la noche. Se seca y se expone a una pelicula radiogréfica a -80°C.

Solucién de bloqueo: PBS 1X, 5% BSA, 0.25% geletina.

Solucién de interaccién: Solucidn de bloqueo con ImM ATP, 30 mM EDTA, 0.30% Triton X-100 y 0.05% Tween-
20.

Solucién de lavado: PBS1X, 30% Tritén X-100, 0.25% Tween-20.



15. CROSS-LINKING

15.1. Crosslinking con Dimetil-pimelidato (DMP)

15.1.1.Mecanismo de acciéon

- El dimetilpimelidato DMP es un agente de cross-linking homobifuncional

_ imidoester, que forma enlaces covalentes entre grupos aminos opuestos.
A continuacion se presenta un esquema del mecanismo de accion:

“CI*H)N (DMP) NH,*CI”
\ C-CH,-CH;,-CH,-CH,-CH,-C /

\ OCH;

H3CO

NH NH
/ pH 8-9 /
-C + RNH, ___, -C +  CH,0OH
AN
OCH; N - R
DMP I
H

Reaccion de Imidoester

15.1.2. Reacciones de crosslinking

Se sigue el protocolo descrito por Arany et al 1990.

Se mezcla en un tubo:

3 pl trietanolamina 2.2M

6 wl DMP/HCI 100mM en 200 mM etanolamina pH 8
100-1000 ng proteina

Hasta 30 pl con tampon TESH

La reaccion se incuba a 25°C durante 30 minutos.
Para parar la accion del agente de crosslinking se afiade 0.1 volumen de 0.2M

etanolamina.
Se afiade un volumen equivalente de tampén Laemli 2X y se hierve a 95°C, 2

minutos.
Las reacciones se cargan en un gel de poliacrilamida-SDS y los posibles

complejos se analizan por Western-blot.



Tampén TESH: 10 mM tris, ImM Tris, 1 mM EDTA, 12 mM 1-thioglicerol pH 7.6.

15.2.  Crosslinking con  1-Etil-3(3-Dimetilaminopropil) carbodiimida
Hidrocloridrico (EDC)

15.2.1. Mecanismo de accién

El EDC es un agente de crosslinking que requiere un contacto directo entre los
residuos que activa. Este compuesto reacciona con un grupo carboxilo de la proteina

formando un O-acilisourea inestable que es capaz de reaccionar con un grupo amino que se

encuentre proximo. A continuacion se presenta un esquema de este tipo de reacciones.

(EDC)

H*CI
|
CH3-CH2—N:C:N—(CH2)3- N-CH3 .

CH,
O H
[ l
R1-N=C=N-R, + R3-C-OH — R;-N-C=N-R;
EDC H* |
R3-C-O
P
0
H O H 0]
| P [
Ri-N-C=N-R, —_— R3-C- NR4 + C
| /\
R3-|CI-O R4NH, H,N NH,

(Urea)



15.2.2. Reacciones de crosslinking

Se incuba 1 pg de proteina TAS14 con 4mM EDC en PBS1X, durante 1 hora a
25°C. Durante este periodo se van recogiendo alicuotas a diferentes tiempos. Las
reacciones se paran afiadiendo 0.2M de glicina. A continuacion se afiade un volumen
- equivalente de Laemli 2X, y las muestras se analizan por Westrem -blot.



RESULTADOS



1. TRANSFORMACION DE PLANTAS CON EL cDNA tas14
1.1. DISENO DE LAS CONSTRUCCIONES

Para sobreexpresar de forma constitutiva el gen tasl4, se subclon6 el inserto
tas14-2 (ref.) en el vector de fusion transcripcional pRT101. La subclonacioén se realizo
tanto en direccién 5°-3°, (sentido), como en la direccion contraria (antisentido), entre el
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor y la sefial de poliadenilacién del mismo
(fig. 4).

Una vez dirigida asi la expresion de tas14 bajo el promotor constitutivo 35S, se
subclon6 el fragmento que contenia promotor, cDNA, y sitio de poliadenilacion, p35S-
TAS14-polyA en el vector de transformacion de plantas pBinl9. El proceso se
esquematiza en la figura 4.

Hindlil.Sphl. Pstl.Hinc i

Pstl Sphi Hindlli

promotor 35S

poly-A
3.34 Kb

EcoRl
PBlueScript SK+ TAS14.2 pRT101 EcoRl

Digestién EcoRl Digestién EcoR BamHi
Fosfatasa alcalina éga'
Aislamiento fragmento 0.668 Kb Aislamiento plasmido lineal Hindlll

KarRaminoglicosidofosfotranaierasal |

I Ligacién I

10.00 Kb
pRT101-TAS14 pBin19

Digestién Hindiil
Fosfatasa alcalina
2) Aislamiento fragmento 1.3 Kb Aislamiento plasmido fineal

Digestién Hindlit

Ligacién |

sontido
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tcamvass H TAS14 Hpotya}— KanR -
A «—A A
531 5525 #3Espi2ssd

Hratlh
2]

pBin19/tast4 sentido
pBint9/tas14 antisentido

Figura 4: Construccion de los pasmidos pBin19/tasl4s y pBin19/tas14a. 1) Subclonaje del inserto tasi4-2
en el vector de fusién transcripcional pRT101.2) Subclonaje de las contrucciones CaMV35S-tasl4
sentido/antisentido-polyA en el vector pBinl9.



1.2. TRANSFORMACION

La transformacion de plantas se realizd mediante la técnica de transformacion de
discos de hojas con Agrobacterium tumefaciens, descrita por Horsch et al. 1985. Para
ello se transformdé previamente una cepa de A. tumefaciens LBA4404 con la
construccién pBinl19/tas14s y pBinl19/tasl4a (sentido y antisentido respectivamente),
via conjugacion triple, como se describe en el apartado 2 de materiales y métodos. A
continuacién se incubaron trozos de hojas de plantas de tabaco con la bacteria
transformante y se regeneraron plantas a partir de los callos desarrollados tras la
infeccién, en medio selectivo con kanamicina.

Por cada transformacion se aislaron 20 plantas capaces de enraizar en medio con
kan100, procedentes de callos diferentes, y por tanto de eventos diferentes de
transformacion; las cuales fueron analizadas como se describe a continuacion.

1.3. ANALISIS DE LOS TRANSFORMANTES

1.3.1.Andlisis por PCR

La presencia del gen tas14 en las plantas resistentes a kanamicina fue detectada
por anélisis por PCR del ADN genomico de dichas plantas. Se eligié esta técnica por la
facilidad de analizar de forma rapida un nimero elevado de muestras.

Los ensayos de amplificacion se realizaron utilizando dos oligonucleédtidos ( 355
y polyA ) cuyas secuencias correspondian a las secuencias 3 del promotor 35 Sy a la
secuencia 5’de la sefial de poliadenilacion del Virus del mosaico de la coliflor, presentes
en el vector pRT101 utilizado en la construccion del plasmido con el que se transformoé
A. tumefaciens LBA4404.

En la figura 5 se presentan los resultados finales tras hibridar los productos
obtenidos en las reacciones de amplificacion, transferidos a filtros de nylon, con una
sonda no radioactiva de ADN correspondiente a la secuencia del gen tas14-2. Como se
puede observar en la figura, aproximadamente un 18% de las plantas analizadas parecian
ser escapes, es decir plantas que teniendo integrado el gen para la resistencia a
kanamicina no tenian integrado el gen tas14. Este porcentaje es relativo, pues hay que
tener en cuenta que la ausencia de banda en algunos casos pudiera indicar que el ADN no
se ha amplificado mas que no se haya integrado. No obstante, considerando esta
posibilidad, los resultados mostrados, corresponden al resultado final tras repetir varias
veces los ensayos de amplificacion, y la purificacion del ADN utilizado.
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Figura 5: Anailisis de los transformantes por PCR. Hibridacién con una sonda de tasl4-dioxigenina de los
productos de amplificacion del ADN genémico de las plantas resistentes a kanamicina con los
oligonucledtidos 355 y polyA. 8n Transformantes gen sentido; 1n transformantes gen antisentido.n mimero del
transformante.

1.3.2. Analisis por Southern

Parelamente se confirmé la integracién del gen tas14 en algunas de las plantas
transgénicas por ensayo Southern. Tras la digestion del ADN de estas plantas con el
enzima EcoRI que libera el gen tasl4, y la posterior hibridacion con una sonda
radioactiva correspondiente al inserto tas14-2, se observo en todos los casos una banda
de peso molecular de 0.7 Kb.

Se realizaron ensayos Southern (fig. 6), digiriendo el ADN de las plantas
transgénicas del gen sentido con enzimas que cortaban una vez 6 ninguna en la
construccion de ADN introducida, (BamHI y Clal-Apal respectivamente), para
confirmar la existencia de transformantes independientes mediante la deteccién de
patrones de hibridacion diferentes, y para conocer aproximadamente el numero de
inserciones del gen en dichas plantas.
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Figura 6: Anilisis Southern de los transformantes del gen sentido tas14. Hibridaciones del ADN gen6mico
de los transformantes digeridos con BamHI (A) y Clal o Apal (B) con una sonda radioactiva del inserto tas14-2.

2. ESTUDIO DE LAS PLANTAS TRANSFORMADAS CON EL GEN tas14 EN
ORIENTACION SENTIDO (PLANTAS tas14s).

2.1.LESTUDIO DEL FENOTIPO DE LAS PLANTAS tas14s
2.1.1.Descripcion

Tras la transformacion de discos de hojas con el gen sentido tas14 se aislaron 20
plantas a partir de callos independientes. De los estudios por PCR, pudimos detectar la
integracion del gen tas14 en 16 plantas. Estos transformantes, una vez propagados en
cultivo in vitro, fueron trasplantados a macetas y crecidos en cAmaras con temperatura,
iluminacién, fotoperiodo y humedad controlados.

Durante el crecimiento no se observaron diferencias apreciables entre las plantas
transformantes y las plantas no transformadas, fue en el momento de la floracién cuando
las diferencias se hicieron plausibles. Tomando como criterio la morfologia floral
decidimos ordenar los transformantes en grupos:



Grupos 1y 2) En estos grupos se incluyen plantas que tenian flores de tamafio
inferior al de las floresde plantas sin transformar y con el pistilo sobresaliente, como
puede apreciarse en la figura 7A. Ademas estas plantas presentaban inflorescencias con
mayor nimero de flores (fig. 7B). Estas caracteristicas no se manifestaron con igual
intensidad entre los transformantes, por lo que se determiné subdividirlos en dos grupo:
grupo 1 (transformantes 81 y 82) y grupo 2 (transformantes 816, 822 y 824) con
caracteristicas acusadas en mayor o menor intensidad respectivamente.

Estas flores "enanas" eran estériles por impedimentos estéricos (pistilo
sobresaliente), ya que por analisis morfologicos realizados por microscopia electronica
de barrido se pudo observar una morfologia del polen idéntica al de flores de plantas sin
transformar, y posteriormente fue posible autofecundar manualmente algunas de estas
plantas.

Estas plantas presentaron en principio un tamaiio inferior a la media alcanzada
por plantas controles crecidas en las mismas condiciones (fig. 7C); no obstante esta
diferencia dejo de ser significativa pues propagaciones vegetativas de éstas plantas, tanto
en tierra como en cultivo hidropoénico, dieron como resultado plantas de tamafio medio
igual a la de las plantas de tabaco sin transformar.

Grupo 3) (transformantes 810 y 815) Formado por plantas que presentaban el
pistilo de longitud marcadamente superior a la longitud de los estambres, igual que las
plantas de los grupos 1 y 2, pero en las que el tamafio de las flores era igual al de las
controles como se ve en la figura 7D.

Grupo 4) Grupo de plantas con fenotipo floral exactamente igual al de las
plantas de tabaco sin transformar. (transformantes 84, 85, 86, 87, 89, 811, 813 y 814)

Grupo 5) El fenotipo mas sorprendente fue el presentado por dos plantas, grupo
5 (transformantes 827 y 828), denominadas familiarmente "apétalas", en las cuales los
pétalos, las anteras, el estigma y los sépalos del caliz presentaban significativas
anomalias con respecto a los de flores de plantas de tabaco sin transformar.

Los pétalos no aparecian fusionados formando la corola, sino que se enrrollaban
independientemente hacia abajo como se puede apreciar en la figura 8A. Se observd una
variabilidad en la morfologia de estos pétalos, asi como en el grado de fusion presentado
en las diferentes plantas resultado de la propagacion vegetativa de los originales.

Las anteras tenian una morfologia distinta a las anteras de flores de plantas de
tabaco sin transformar como se puede observar en la figuar 8B, y permanecian siempre
verdes y practicamente libres de polen durante el desarrollo floral. Por microscopia
electronica de barrido (fig.8C) se pudo detectar la presencia de polen en el interior de
estas anteras, aunque éstas no maduraban y no llegaban por tanto a la dehiscencia.

Estas flores ademas presentaron un estigma trilobulado, a diferencia del estigma
bilobulado de las flores de tabaco de plantas sin transformar (fig. 8D). El conjunto de
sépalos no aparecia fusionado, sino que presentaba una escisién . Como resultado de
todas estas anomalias, las plantas eran estériles, aunque si formaban fruto.



2.1.2. Caracterizacién molecular

El hecho de encontrar estos fenotipos florales entre las plantas transformadas
con el gen tas14, nos llevo a estudiar la expresion de este gen en flores, pues hasta e
momento solo habia sido estudiada en tejidos vegetativos y en semillas.

Para ello se crecieron plantas de tomate hasta la floracion y se recogieron
muestras de flores en distintos estadios: flores no abiertas (boton floral 1 y 2 definidos
por el tamafio), y flores abiertas de 0, 1, 2, 3-4, 5-6, 8-10 y 11-14 dias; considerandose
el dia 0 como el dia de la apertura floral. Se extrajo el ARN de estas muestras y se
hibridé con una sonda radioactiva correspondiente al inserto tas14-2, (fig. 9). Como
puede observarse en esta figura, se detecté sefial en flores desde que adquirian el estadio
de boton floral 2 hasta transcurridos 10 dias una vez abierta la flor, siendo maxima en las
muestras de flores de 1 y 2 dias.

La expresion de ARN tasl4 en flores esta confirmada por resultados de
expresion del gen gus bajo el promotor del gen tasi4.

Al mismo tiempo, se realizaron ensayos para la deteccion de proteina en estas
mismas muestras. Tras varios intentos, se logro detectar por incubacién con anticuerpo
especifico y posterior deteccion con sistema de quimioluminiscencia ECL (Amersham)
una proteina de peso molecular superior a tAS14, cuyo patron de acumulacion fue
paralelo al del ARN, como puede observarse en el western-blot mostrado en la figura 10.

Figura 9: Expresion del gen
tasl4 en flores de
Lycopersicon  esculentum.
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transcurridos una vez abierta
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Una vez conocido que el gen tas14 se expresaba en flores estudiamos la expresion
de este gen y el hémologo en tabaco, tas14tab., en flores de plantas transgénicas con el
fin de detectar diferencias moleculares que pudieran explicar los fenotipos observados.

Se analiz6 la expresion en flores de plantas transgénicas correspondientes a los
grupos 1, 3 y 5, y plantas no transformadas en diferentes estadios: boton floral,
preantesis, antesis, y postantesis, estadios que se podrian homologar a los estadios (1-
5); (6-11); (12), (posrerior a 12) respectivamente, descritos por Koltunov et al. 1990.
En las flores de las plantas del grupo 5 fue dificil delimitar estos estadios, a excepcion
del boton floral, debido a la anémala morfologia floral.

Se hibridaron filtros con muestras de ARN de flores con una sonda-tasl4 en
condiciones de alta y baja estringencia como se indica en materiales y métodos. En estos
experimentos se detectd la expresion del gen tas14 en todos los estadios analizados en
las plantas transgénicas del grupo 1 y 3, asi como la expresion del gen tasl4tab. en las
plantas de tabaco sin transformar, como se puede ver en la figura 11. Sin embargo solo se
detectd sefial en antesis en las flores de las plantas del grupo 5 cuando se hibrid6 en
condiciones de baja estringencia.

A) B)
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Figura 11: Expresion del gen tasl4 de Lycopersicon esculentum y la de su homélogo/s de Nicotiana
tabacum en plantas tasSlds y plantas no transformadas. Hibridacién del ARN de flores en distintos
estadios de plantas tasl4s y plantas no transformadas con una sonda radioactiva del gen tasl4 en condiciones
de alta (A) y baja estringencia (B). 81 y 82 (grupo 1), 810 (grupo3), 827 y 828 (grupo 5) y C plantas no
transformadas. 1: Boton floral, 2: Preantesis, 3: Antesis; $: Postantesis.

También se realizaron experimentos de western-blot para detectar los niveles de
proteina TAS14 acumulados en cada estadio, (fig. 12). Las diferencias observadas entre
las plantas parecen ser fundamentalmente cualitativas: solo se detecté proteina TAS14



en el estadio de boton floral en las plantas del grupo 1, aunque la sefial detectada en
botén floral fue muy débil.

En las flores de los transformantes del grupo 5 sélo se detectd proteina TAS14
en el estadio de antesis. En repeticiones de estos ensayos se llegd a detectar la proteina
en el estadio de preantesis, quizas debido a la dificultad en diferenciar las etapas en estas
flores, no obstante no se detectd proteina en el estadio de boton floral.

Estas plantas tampoco expresan el gen tasl4 en tejido vegetativo, como se
describe en el apartado 2.2. Asi pues, estas plantas aunque tienen integrado el gen tas14
no lo expresan constitutivamente.

81

Figura 12: Deteccion de la proteina TAS14 en flores
de tabaco de plantas tasl4s y de plantas no
transformadas. Incubacién con el anticuerpo anti-
TAS14 de los extractos de proteinas de flores en
Cc diferentes estadios. Deteccion de la sefial por
quimioluminiscencia (ECL Amersham). 1: Botén
floral, 2: Preantesis y 3. Antesis. 81 (grupo 1), 827
(grupo 5) y C (planta no transformada).

827

1.2.3. Analisis de 1a F1

Una de las preguntas que nos planteamos al obtener plantas transgénicas con
fenotipos diferentes al control fue la heredabilidad de estos fenotipos. La solucién no
resulté facil, pues en las plantas que mostraban una morfologia mas anémala no se
llevaba a cabo la autofecundaciéon de forma natural, como se ha mencionado
anteriormente, y se tuvo que recurrir a la fecundacién manual, la cual no resultd siempre
fructifera.

La F1 de las plantas del grupo 3 estuvo compuesta por flores con fenotipo igual
al de las plantas de tabaco sin transformar, y por flores que presentaban diferencias en la
longitud del pistilo y los estambres.

Como resultado de la autofecundacion de la planta transformante nimero 8-1
grupo 1, se obtuvieron en la progenie resistente a kanamicina una segragacion de
fenotipos, existiendo desde plantas con el mismo fenotipo que las parentales, plantas
con algunas carcteristicas como las descritas y plantas con fenotipo igual al de las
plantas de tabaco sin transformar. Los nimeros de plantas que presentaban cada tipo de
fenotipo, 3, 10 y 12 respectivamente, se alejan de cualquier tipo de segregacion genética.



Se obtuvieron resultados similares tras fecundar el transformante 8-16
perteneciente al grupo 2.

Tras repetidos intentos se logré fecundar manualmente plantas del grupo 5 con
polen procedente de plantas de tabaco sin transformar,.obteniéndose sélo algunos frutos
con escaso numero de semillas. Se germinaron estas semillas en medio MSK300, y se
crecieron 10 plantulas resistentes hasta la floracion, no repitiéndose en ninguna de ellas
el fenotipo anteriormente descrito.

2.2. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION

Se ha descrito que la expresion de los genes introducidos en las plantas
transgénicas es muy variada y depende de muchos factores tales como el nimero de
copias, el sitio de insercion en el genoma de la planta, las posibles metilaciones del
ADN, asi como de efectos epigenéticos y fisiologicos (Revisado por Flavell 1994).

En el presente trabajo, dada la diversidad de fenotipos encontrados en los
transformantes primarios se eligieron dos representantes de cada grupo fenotipico para
el estudio de los niveles de expresion del gen introducido. El objeto de esta seleccion fue
por una parte establecer una posible conexion entre la morfologia observada y el nivel de
expresion del gen introducido, dada la incapacidad para estudiar la F1 de forma
inmediata.

La expresion del gen tas14 fue estudiada mediante ensayos de northern-blot y
western-blot del ARN y proteinas extraidos de diferentes organos de las plantas
transformantes crecidas en cultivo hidropénico.

2.2.1. Estudio de los niveles de ARN tas14

Como se puede ver en la figura 13, los niveles maximos de ARN se detectaron en
tallo, siguiéndoles los observados en hojas y por ultimo los de raices. Asi pues, aunque
la expresion del gen tas14 en las plantas transgénicas estaba dirigida por un promotor
constitutivo, los niveles de ARN detectados en los diferentes 6rganos mostraron e
mismo patrén que el presentado por el gen tas14 en los 6rganos equivalentes de plantas
de L. esculentum sometidas a estrés salino (Godoy et al. 1990).

2.2.2. Estudio de los niveles de proteina TAS14.

Los niveles de proteinas detectados en tallos y hojas estan relacionados con los
niveles de ARN observados. En raices no se detectd proteina (fig. 11) pese a la
existencia de ARN, hecho que se habia observado previamente en el estudio de la
expresion del gen Tas14 en Lycopersicon esculentum .
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Figura 13: Niveles de expresién del
gen tasl4 en las plantas de tabaco
tasl4s. Hibridacién del ARN de
tallos, hojas y maices de plantas
taslds crecidas en cultivo
hidropdnico en ausencia de sal, con la
sonda tasl4. 81 y 82 (grupo 1), 85y
86 (grupo 4), 810 y 815 (grupo 3) y
.......... 827 y 828 (grupo 5). C plantas no
transformadas.
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La expresion del gen tas14 introducido, varié extremadamente entre los distintos
grupos de transformantes. Asi mientras el grupo 1 presentaba unos niveles altos de
expresion, en el grupo 5 no se detectaba expresion alguna.

Los transformantes del grupo 1 mostaron unos niveles de ARN y proteinas
superiores al resto de los grupos, como puede observarse en las figuras 13 y 14; las
plantas del grupo 2 presentaron niveles inferiores a los del grupo 1 y similares a los del
grupo 3 y 4, aunque el nivel de ARN en tallos fue similar al del grupo anterior y
marcadamente superior al resto de plantas. Los grupos de transformantes 3 y 4
presentaron niveles de ARN inferiores; en el grupo 5 no se detectd expresién alguna.

Figura 14: Niveles de expresion de la proteina TAS14 en diferentes
3 tejidos de las plantas tasl4s. Incubacion con el anticuerpo anti-
TAS14 de los extractos de proteinas de raices (R), hojas (H) y tallos
(T). El numero indica el grupo al que pertenecen las plantas
analizadas. C plantas no transformadas.




2.3. ANALISIS FUNCIONAL DE LAS PLANTAS taslds.
2.3.1. Seleccion de los transformantes

Para los estudios de respuesta a estrés salino-hidrico, siempre que fue posible, se
utilizaron lineas homocigotas de transformantes con una sola copia del gen, con el objeto
de analizar poblaciones homogéneas en estos ensayos. La seleccion de estas plantas se
realizé en base a los analisis Southern y el analisis del porcentaje de germinacion de las
semillas de la F1 en medio con kanamicina

Con el fin de poder valorar la posible influencia de los niveles de expresion de
tas14 en la respuesta a las condiciones de estrés ensayadas, asi como para disponer de
una muestra representativa, se utilizaron plantas representantes de los grupos que
expresaban constitutivamente el gen tas14: 81kKc-81vcC (nivel de expresiéon mas alto),
816D (nivel de expresion intermedio) y 810E, 810C y 815D (nivel de expresion mas bajo).
Estos transformantes son homocigotos con una copia del gen tasl4, excepto e
transformante 81, el cual presentaba mas de una copia. Las primera y segunda letras
simbolizan las planta de la F1 y de la F2, respectivamente, a partir de las cuales se
recogieron las semillas utilizadas en estos ensayos.

2.3.2. Estudio de la respuesta a choque salino

El objetivo de estos ensayos fue valorar la respuesta a estrés salino de las plantas
transformantes del gen sentido tas14 con respecto a la respuesta de las plantas no
transformadas, y determinar si la sobreexpresion del gen tas14 proporcionaba a la planta
mayor tolerancia al estrés.

Basandonos en los estudios de tolerancia descritos por Tarczynski et al. 1992
con plantas transgénicas de un gen implicado en la sintesis de manitol, en un
experimento preliminar se crecieron 10 plantas de tabaco sin transformar y 10 plantas
transgénicas del transformante 81 (81V) en cultivo hidropénico y al cabo de 4 semanas se
traspasaron a medio con 275 mM NaCl. Al comienzo del ensayo se tomaron notas del
peso fresco, longitud de raices y tallos asi como del niimero de hojas de cada planta para
comparar posteriormente el crecimiento en funcion de estos parametros. Este
tratamiento afectd gravemente a la planta y al cabo de 4-5 dias, solo 2 plantas de cada
grupo sobrevivieron al choque. Las plantas transgénicas mostraron un aspecto mas
favorale que las plantas controles: hojas verdes oscuras y lisas/ hojas verde claro y
rugosas, pero al cabo de los dias el aspecto presentado por ambos tipos de planta fue
indiferenciable. Tras este resultado se realizaron ensayos utilizando medio con 250 mM
NaCl, con objeto de utilizar condiciones que permitieran la supervivencia de las plantas
a analizar. En estos ensayos, asi como en los realizados posteriormente con
representantes de la F1 de los transformantes 810, 815 y 816, no se observaron
diferencias apreciables con respecto a las plantasde tabaco sin transformar.




2.3.3. Estudio de la capacidad de enraizamiento en medio salino.

La capacidad de enraizamiento de una planta en presencia de sal es un parametro
utilizado para determinar su grado de tolerancia. Por ello se crecieron plantas en medio
MS y al cabo de 45-60 dias se cortaron los apices y se traspasaron a medio MS con
275-300 mM NaCl respectivamente. Se tomaron medidas del nimero de plantas con
raices al cabo de 10-20 y 30 dias después del trasplante, y se determiné de visum la
coloracion de las hojas de las plantas al final del tratamiento.

Los resultados de estas observaciones, se muestran en la tabla IV. Se puede
concluir que las plantas transgénicas no presentaban una mayor capacidad de
enraizamiento que la presentada por las plantas de tabaco sin transformar.

Tabla IV: Estudio de la capacidad de enraizamiento en medio MS con 275-300 mM NaCl de plantas de
tabaco tasl4s y plantas no transformadas.

Planta Medio %plantas con raiz %plantas
con hojas
verdes

10d 20d 30d
MS275 83 83 83 66
81VC MS300 0 60 60 30
MS275 91 91 91 91
81KC MS300 0 80 90 80
MS275 50 58 66 58
816D MS300 0 30 30 10
MS275 58 66 75 50
815D MS300 0 70 70 30
MS275 91 100 100 100
810C MS300 0 60 70 50
MS275 83 91 91 83
C1 MS300 0 100 100 100
MS275 75 83 91 83
C2 MS300 0 100 100 100

2.3.4. Estudios de germinacion en medio salino

Continuando los estudios de respuesta a estrés salino de las plantas transgénicas,
se llevaron a cabo ensayos de germinacion en sal como los descritos por Saleki et al.
1993 en el estudio de mutantes de Arabidopsis resistentes a NaCl.



% germinacién

En primer lugar se realizd una cinética de germinacion de semillas de plantas no
transformadas en medio MS con diferentes concentraciones de NaCl (0, 100, 150, 200,
250, 300 mM) (fig. 15). El objetivo de este experimento fue determinar la concentracion
de NaCl en la que la tasa de germinacion se viera reducida lo suficiente como para poder
detectar diferencias en aquellas plantas que mostraran mayor tolerancia.

Como se observa en la figura 15A a medida que aumentaba la concentracion de
sal se retrasaba la germinacién, pero el porcentaje total de semillas germinadas se
conservaba relativamente alto; esto ocurrié con las concentraciones ensayadas, excepto
cuando se utilizo 300 mM NaCl, en la cual la germinacion se vié seriamente afectada.

Cuando se analizo el efecto de la concentracion salina sobre la expansion de los
cotiledones (fig. 15B) se encontré que a partir de 250 mM NaCl el desarrollo de estos se
reducia. Se escogid esta ultima concentracién para los ensayos de germinaciéon que
ademas causaba un retraso en la germinacion.
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Figura 15: Cinética de germinacién de semillas de plantas de Nicotiana tabacum sin transformar en
medio MS con diferentes concentraciones de NaCl. A) Representacion del porcentaje de semillas germinadas

frente al tiempo (dias). B) Representacion del porcentaje de semillas con cotiledones expandidos frente al
tiempo (dias).

Para el estudio de la germinacion en plantas transgénicas se definieron
arbitrariamente tres estados de desarrollo: 1) imbibicién o rotura de la testa de la semilla
(imbibicion)(fig. 16A); 2) emergencia de la radicula (radicula) (fig. 16B); y 3) expansién
de los cotiledones (cotiledones) (fig. 16C).
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Los primeros ensayos se realizaron con 100 semillas de cada una de las siguientes
plantas: plantas sin transformar (C) y plantas transformantes (81V), (81K), (810E). En
estos estudios se observé que las semillas de las plantas 81v y 81k alcanzaban antes los
estadios anteriormente descritos. Ademas las semillas de estas plantas presentaban un
porcentaje de germinacion mayor que las otras semillas de las plantas analizadas(Fig.17).

Analizando el tiempo transcurrido desde que las semillas pasan de un estado de
desarrollo a otro, se puede concluir que no existe diferencia entre las plantas sin
transformar y los transformantes, es decir una vez iniciado el programa de germinacién
éste se lleva de igual forma en todas las plantas. Por tanto la diferencia observada, sobre
todo en las semillas 81v, podria residir en la capacidad de iniciar mas tempranamente la

germinacion en las condiciones estudiadas.
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Figura 17: Cinética de germinacion de plantas
taslds y plantas de tabaco no ransformadas, en
medio MS con 250 mM NaCL A) Representacion
del porcentaje de semillas embebidas frente al
tiempo; B) Representacion del porcentaje de
semillas que alcanzan el estadio de emergencia
frente al tiempo; C) Representacion del porcentaje
de semillas con cotiledones expandidos frente al
tiempo. C semillas de plantas de tabaco no
transformadas.
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Asumiendo esta variacion se podria concluir que no se encontraron diferencias
significativas entre la respuesta de las plantas transgénicas y las plantas no
transformadas. No obstante se observé de nuevo una ligera diferencia en e
‘comportamiento de las plantas 81VC (fig. 19) respecto a las plantas sin transformar.

- Esta diferencia no fue tan marcada como en los primeros ensayos, mamfestandose solo
~en el primer estadxo 2
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Figura 19: Cinética de germinacién de semillas de plantas Tasl4s y plantas de tabaco no transformadas,
en medio MS con 250 mM NaCl . A) Representacion del porcentaje de semillas embebidas frente al tiempo; B)
Representacién del porcentaje de semillas que alcanzan el estadio de emergencia frente al tiempo, C)
Represeritacion del porcentaje de semillas con. cotiledones expandidos frente al tiempo. Se ha representado la
media y la desviacién tipica (I) de los valores obtenidos en los grupos de semillas de tres plantas no
transformadas diferentes (C;C0,C1).



Tras finalizar estos ensayos se analizaron las cantidades de proteina TAS14
presentes en cada grupo de semillas. Los resultados de estos analisis se muestran en la
figura 20.

Se detectd mas proteina en las germinulas del transformante 81 que en las
germinulas de plantas no transformadas, y a su vez mas proteina en las germinulas
control que en las germinulas del transformante 810. Es interesante sefialar la posible
correlacion existente entre los mayores niveles de proteina tasl4 en las semillas de las
plantas 81Vy 81K y la mejor respuesta frente al tratamiento en las germinulas.

Analizando mediante tincion con Coomasie el patréon de proteinas de las
germinulas crecidas en sal, se observd la acumulacion de una proteina de
aproximadamente 27 kDa, preferentemente en las germinulas 81V y 81K.
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Figura 20: Estudio de los niveles de proteina TAS14 acumulados en las semillas de plantas tasl4s y de
plantas de tabaco sin transformar germinadas en presencia de sal. A y C) Western de las proteinas de las
semillas germinadas en medio MS-250 mM NaCl (muestra recogida al X dia del tratamiento, fig. X). Cn. Semillas
de plantas no transformadas. B) Gel de poliacrilamida teflido con Coomasie en el que se resuelven las proteinas
de las semillas germinadas en sal (muestra egivalente a la presentada en el western A).



2.3.5. Estudios de la respuesta a estrés hidrico

Como el estrés salino conlleva, entre otros, un componente de estrés hic!rico,
también se han llevado a cabo ensayos en los que se ha evaluado el grado de tolerancia de
las plantas tas14s a la desecacion.

Se han realizado experimentos con germinulas de plantas tas14s y de plantas sin
transformar en los que se ha estudiado la capacidad de supervivencia tras un periodo de
desecacion (48 horas) y una posterior rehidratacion (7dias) (Figura 21). Los resultados
obtenidos parecen indicar que las semillas del transformante 81 tienen una mayor
tolerancia al estrés hidrico.

Figura 21: Ensayos de desecacion/rehidratacién de germinulas de tabaco. CS y Co semillas de plantas de
tabaco sin tranformar. 81V y 815D semillas de la F1 y la F2 de plantas transgénicas tas14s respectivamente.
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También se han realizado experimentos similares en plantas adultas de tabaco,
gracias a la colaboracion con la compafiia CIBA. En estos ensayos se sometieron las
plantas a diferentes periodos de desecacion (5, 8, 12 dias) tras los cuales se volvieron a
hidratar y se evalué el dafio ocasionado por el estrés impuesto. A partir de los 8 dias las
plantas empezaron a manifestar sintomas de desecacion (hojas muertas), observandose
una ligera diferencia entre las plantas silvestres y las plantas transgénicas.

_ Estos resultados vuelven a confirmar que las plantas de la F1 del transformante
81 tienen una mayor capacidad de tolerancia a la desecacion. Actualmente se prevee
completar estos estudios con otros transformantes.



3. ESTUDIO DE LAS PLANTAS TRANSFORMADAS CON EL GEN tas14 EN
ORIENTACION ANTISENTISENTIDO (PLANTAS tasl4a)

3.1. ESTUDIO DEL FENOTIPO DE LAS PLANTAS tas14a.

Entre las 20 plantas transformantes analizadas, solo una de ellas present6 un
fenotipo diferente a las plantas de tabaco sin transformar: flores con estambres que en su
extremo apical se diferenciaban en pétalos (fig.22).

En un intento de explicar este cambio como consecuencia de la transformacién
con el gen antisentido, la escasa representacion de este posible efecto podria ser debida a
una menor eficiencia del efecto antisentido en el sistema heterdlogo usado. Para inentar
resolver este problema se transformaron de nuevo plantas de tabaco con el gen
antisentido tas14: no se observo la aparicion de este fenotipo u otro diferente al silvestre
entre 20 plantas obtenidas en este nuevo experimento de transformacion.

Posteriormente y en experimentos independientes realizados en nuestro
laboratorio, se encontré un fenotipo parecido en plantas transformadas con un gen
diferente, por lo que probablemente el fenotipo observado sea un efecto derivado del
proceso de transformacion, quizas en nuestro caso debido al lugar de insercion pues las
plantas correspondientes a la F1 presentan también flores andmalas.

3.2. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DEL GEN tasl4 EN
PLANTAS tasl4a.

3.2.1.Estudio de los niveles de ARN tas14

La introduccién de genes antisentido en eucariotas se ha convertido en una
estrategia de estudio rutinaria en los Gltimos afios, sin embargo los mecanismos
moleculares por los que se consigue bloquear la expresion de un gen no se conocen de
forma tan extensa como lo es su aplicacion.

La explicacion basica del efecto del antisentido consiste en la formacion de un
duplex entre el ARNm y el ARN antisentido, el cual puede ser rapidamente degradado, o
interferir en el posterior procesamiento o traduccion del ARN. Se han descrito muchos
casos en los que la transformacion con el antisentido conduce a una disminucién de los
niveles de ARNm del gen estudiado, asi como de los niveles de proteina ( Revisado por:
Van der Krol, 1988; Nellen y Lichtenstein 1993).

En el presente trabajo como primer paso, una vez que se identificaron plantas
que tenian integrado el tas14 antisentido, se procedié a estudiar en ellas la posible
reduccion de los niveles de ARNm tas14. Se utilizaron varias plantas de la F1 de cada
uno de los transformantes analizados y se sometieron a un tratamiento tras el cual se
inducia el gen enddgeno tas14: 7 dias en solucion Hoogland IT con 10 g/I. NaCl.



En la figura 23 se muestran los resultados obtenidos tras hibridar el ARN total de
hojas de estas plantas con sondas radioactivas correspondientes a la transcripcidn in
vitro de cDNA sentido y antisentido, sondas antisentido y sentido respectivamente. En
todas las plantas analizadas se observo expresion del ARN antisentido, pero los niveles
de ARNm detectados no fueron inferiores a los niveles d¢ ARNm presentes en plantas
controles crecidas en las mismas condiciones. En estos ensayos se hibridaron los filtros
de ARN con una sonda de ARN ribosémico con el objeto de estandarizar las sefiales de
hibridacion con la cantidad de ARN cargado en cada carril.
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Figura 23: Deteccion del ARNm tas14 y del ARN antisentido en los transformantes. Hibridacion de ARN
de hojas de plantas tasl4a tratadas durante 7 dias con 10 g/L. NaCl. C y Cs plantas no transformadas crecidas en
ausencia o presencia de 10 g/L. NaCl respectivamente. Los nimeros indican el transformante y la letra la planta
de la F1 estudiada.

3.2.2. Estudio de los niveles de proteina TAS14

Aunque no se detectd una reduccion en los niveles de ARNm tas14, se investigd
un posible efecto del ARN antisentido sobre los niveles de proteina tas14 acumulados

en estas mismas plantas y en otros transformantes tratados también durante 7 dias con
10 g/L NaCl.

Se extrajeron las proteinas de las hojas de estas plantas, se transfirieron a filtro
Inmobylon y se incubaron con anticuerpo anti-TAS14. No se pudo observar ninguna
reduccion significatica en el nivel de proteina de estos transformantes respecto al nivel
de proteina acumulada en las plantas sin transformar sometidas a las mismas
concentraciones salinas (fig. 24).
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Figura 24: Estudio de los niveles de proteina TAS14 acumulados en plantas tasl4a Ensayos western de los
extractos de proteinas de hojas de plantas tasl4a tratadas durante 7 dias con 10 g/I. NaCl. A) Plantas
equivalentes a las utilizadas en los ensayos de deteccion de ARN mostrados en la figura 13; B) Otras plantas
transformantes del gen antisentido. CX diferentes plantas no transformadas. Los nimeros indican el
transformante y la letra la planta de la F1 estudiada.




4. ANALISIS DE LA SECUENCIA DE LA PROTEINA TAS14

En trabajos precedentes se ha llevado a cabo un estudio de la secuencia de la
proteina TAS14: composicion aminoacidica, punto isoeléctrico, peso molecular,
predicion de estructura y comparacion con otras secuencias (Godoy et al. 1990). En e
presente trabajo se presentan algunas caracteristicas que complementan los estudios
anteriores.

En los ultimos afios se han desarrollado estudios que demuestran que e
transporte de proteinas al niicleo es un proceso especifico, en el que estan implicadas
ciertas secuencias basicas denominadas sefiales de localizacion nuclear NLS (nuclear
localization site) (Raikhel 1992; Dingwall, C., Laskey, R.A. 1991).

Las NLSs se pueden agrupar en varias categorias: 1) NLSs tipo SV40, formada
por una regidn pequefia de aminoacidos basicos, (PKKKRKYV); 2) NLSs tipo MAT a2,
consite en una region hidrofébica que contiene uno o mas aminoacidos basicos, (KIPIK),
3) NLSs bipartitas, consiste en dos regiones de aminoacidos basicos separadas por
cuatro o mas residuos aminoacidicos. Ademas, existen NLSs que no se ajustan a ninguno
de los modelos descritos y que son caracteristicas de algunas proteinas nucleares de
virus. Aunque las NLSs se pueden agrupar en estas categorias, no existe una secuencia
consenso.

En la secuencia de la proteina TAS14 se pueden observar dos motivos bésicos
que muestran una gran homologia con las sefiales de localizacién nuclear (NLS) bipartitas
descritas en proteinas nucleares (Tabla V).

Por otra parte, la proteina tas14 presenta motivos de fosforilacién por proteina
quinasa dependiente de AMPciclico, PK: RXS* y RXXS* (Pearson et al. 1993); y por
la caseina quinasa II: S /XX(D/E)X. Estos motivos se encuentran localizados entre las
posibles sefiales de localizacién nuclear. En algunas proteinas nucleares como la
topoisomerasa I, se han encontrado sefiales de fosforilacion que presentan esta misma
disposicion (Dingwall y Laskey 1991).

En la figura 25 se esquematiza los motivos de fosforilacion y localizaciéon nuclear
encontrados en la secuencia de la proteina TAS14.

* *

RRSDSSSSSEDDGEGGRRKKGLKEKIMEKMPGQHEGEYGQTTGEEKKGMMDKIKDKIPG

Figura 25: Seiiales de localizacion nuclear y de fosforilacién de la proteina TAS14. - NLSs; = a-hélices; *
sitios de fosforilacion por PK; circulos negros, sitios de fosforilacion por CKII.



TablaV: Secuencia de aminoacidos de las seiiales de localizacion nuclear de la
tasl4 y otras proteinas. *Revisado por Raikhel 1992; p53(Zakut-Houri et al.
1990); Nucleoplasmina (Ncplm) (Dingwall et al. 1988), topoisomerasa I (Topo I)
(Dingwall y Laskey 1991.); SV40 T-antigeno (Kalderon et al. 1984.);, c-Rel
(Wilhelmsen et al. 1984); RAD7 (Perozzi y Prakash 1'986) PHO2 (Sengstagy

Hinnen 1987).

Secuencia Gen (organismo)
LRRSDSSSSSEDDGEGGRRKK TAS14 (tomate)
RRLAQNREAARKSRLRKK TGA (Tabaco)*
KKRARLVRNRESAQLSRQRKK TGA (Tabaco)*.
KKNQKHKLKM-32aa-KRK NIa (Potyvirus)*
KRPREDDDGEPSERKRER VirD2 (Agrobacterium)*
KLRPEDRYQTEKYGRR VirE2 (Agrobacterium)*
RKRKESNRESARRSRYRK 02 (maiz)*
MEEAVTMAPAAVSSAVVGDP 02 (maiz)*
MEYNAILRRKLEEDLE

GDRRAAPARP R (maiz)*
MSERKRREKL R (maiz)*
MISEALRKAIGKR R (maiz)*
KRALPNNTSSSPQPKKK P53
KRPAATKKGQAKKKK Neplm
KKSKSESDEDDIPIRKR Topo I
SSDDEATADSQHSTPPKRKQR SV40
RRVLSFONLGIQCVKKK c-Rel

KRONTAKI IQNRRRKR RAD 7
RKFEINPTPSLVERKK PHO 2




5. EXPRESION DE TAS14 EN BACTERIAS COMO PROTEINA DE FUSION A
GLUTATION S-TRANSFERASA

Con el objetivo de obtener proteina TAS14 para posteriores ensayos in vitro, se
optd por su expresion heterdloga en bacterias como proteina de fusién con GlutationS-
Transferasa, (GST). Se eligid este sistema porque: 1) preserva la funcionalidad de la
proteina, gracias a que la purificacion se lleva a cabo en condiciones no
desnaturalizantes; 2) permite obtener el polipéptido deseado libre de la GST mediante la
digestion de la proteina de fusion con la proteasa correspondiente, evitando de esta
manera posibles cambios conformacionales del polipéptido en la proteina de fusion.

Se utiliz6 el vector de expresion pGEX2T de la serie de vectores pGEX. Estos
vectores contienen el gen de la GST bajo el control de un promotor pTac, un gen laclq
que les confiere independencia del huésped, y dianas para la digestion con proteasas
situadas después de la secuencia codificante de la GST. El resultado fue una fusion
génica traducional, bajo el control de un promotor inducible quimicamente por adicién de
IPTG, estando la expresidn a partir del promotor ptac normalmente reprimida por el
represor lac (producto del gen laclq).

En la figura 26 se presenta un esquema del proceso de construccion del plasmido
recombinante pGEX2T-TAS14-2. El fragmento clonado corresponde al fragmento de
668 pb del clon tas14-2 .

La purificacion de la proteina de fusién se llevd a cabo por cromatografia de
afinidad, en columnas de sepharosa 4B-glutation. La proteina TAS14 se obtuvo
digiriendo con Trombina la proteina de fusiéon y separando por cromatografia los
productos digeridos, como se describe en el apartado 8 de materiales y métodos.

La figura 27A muestra un gel de poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie,
donde se han resuelto los extractos totales de proteinas de cultivos de células portadoras
del plasmido pGEX2T-TAS14-2: (1) cultivos sin inducir, y (2) cultivos inducidos. Las
bacterias incubadas con IPTG acumulaban una proteina, no presente en los extractos de
cultivos no inducidos, que migraba por debajo del marcador de peso molecular de 45
KDa; esta movilidad se correspondia con la esperada en la proteina de fusion GST-
TAS14 (41 KDa). El carrl (3) corresponde a la proteina de fusion GST-TAS14
purificada por cromatografia. El resultado de la digestion de la proteina GST-TAS14 y
de su posterior purificacion por afinidad se muestra en el carril 1 de la figura 27B. Como
se observa en la figura el peso molecular de la proteina TAs14 expresada en E. coli es
mayor al deducido por la secuencia de aminoacidos (13,9 KDa). Esta discrepancia entre
los pesos moleculares deducidos a partir de la secuencia y los calculados a partir de la



PBlueScript SK+ TAS14-2

Digestion EcoRl Digestion EcoRl
Aislamiento fragmento 0.668 Kb Fosfatasa alcalina
Aislamiento plasmido lineal
Ligacion
pGEX-2T TAS 14-2

...CTG GTT O0G GGT GGA TCC O0G GGa att ¢ CT GAA TAT ... g ATT CAT

Leu Val Pro Arg Gy Ser Pro Gy lle Pro Glu Tyr ...

Trombina

Figura 26: Esquema del proceso de construccion del plasmide pGEX2T-TAS14-2. Clonaciéon del inserto
tas14-2 en el vector de expresion pGEX2T para su expresién a partir del promotor Ptac de E.coli. B, BamHI; S,
Smal; E, Eco

movilidad relativa en geles se ha observado en otros genes inducidos por ABA (Mundy
y Chua 1988; Villardel et al. 1990), habiendo sido atribuida a anomalias en la migracién

electroforética de estas proteinas.



Figura27: Expresion heteréloga de la
proteina TAS14 en E.coli : purificacién y
fosforilacion in vitre. A) Gel de
A) B) poliacrilamida-SDS tefiido con azul de
Coomasie donde se han resuelto extractos
totales de proteina de bacterias portadoras

99 _ del plasmido recombinante pGEX2T-TAS14-
99 _ 66 - 2. Extractos de cultivos sin inducir (1), de
€6 - 45- cultivos inducidos con 1mM IPTG (2).
45- %0. Proteina GST-TAS14 purificada  por
20 cromatografia de afinidad (3). El camil 3

muestra la proteina GST-TAS14 purificada
por cromatografia de afinidad. B) Proteina
tasl4 purificada por cromatografia tras la
digestién con trombina de la proteina GST-
TAS14 (1). Autorradiografia de los
productos de las reacciones de fosforilacion
de la proteina TAS14 con CKII (2), PK (3) ¥
en ausencia de enzima (4). La banda inferior
del carril (1) se debe a poly-L-lysina
presente en la reaccion de fosforilaciéon y en

21

21 -
14 -
14 .

los carriles (2) (3) (4) a nucledtido libre.

6. FOSFORILACION "IN VITRO" DE TAS14 CON CASEINA QUINASA II'Y
PROTEINA QUINASA.

El polipéptido TAS14 es un polipéptido fosforilable como lo demuestran
experimentos de marcaje in vivo con 32P, realizados previamente en nuestro laboratorio
(Torres-Schumann et al. 1991). En estos experimentos se demuestra que las proteinas de
diferente punto isoeléctrico reconocidas por el anticuerpo anti-TAS14 corresponden a
diferentes formas fosforiladas de la proteina, puesto que se resumen en una sola forma,
tras el tratamiento de los extractos con fosfatasa alcalina.

La presencia de la secuencia consenso para la fosforilacion por caseina-quinasa II
en la secuencia de tas14 y demas genes relacionados, parece indicar que esta quinasa es la
responsable de la fosforilacion de estos polipéptidos.

Para determinar si la proteina TAS14 es realmente un sustrato para la CKII se
procedio a fosforilar la proteina expresada heterologamente en E. coli, libre de la porcion
GST, con CKII extraida de cerebros de ratas, segun Alcazar et al. 1988, como se describe
en los apartados 9 y 10 de materiales y métodos.

En la figura 27 se muestra el resultado de la fosforilacion de la proteina TAS14
con CKII y con (¥32P)-ATP. En la autorradiografia pueden observarse dos bandas que



probablemente correspondan al menos a dos formas fosforiladas de la proteina con
diferente movilidad electroforética debido a las cargas de los grupos fosfatos.

La secuencia de tasl4 presenta ademas en la zona basica de la proteina dos
motivos de fosforilacion por proteina quinasa (PK): RXS* 6 RXXS*, como se indica en
la figura 25. En la figura2 7 se muestra la autorradiografia correspondiente a la reaccion
de fosforilacién de la proteina TAS14 con proteina quinasa. Como puede observarse
solo aparece una banda, lo cual indica que existe una sola forma fosforilada o que ambas
formas tienen igual movilidad electroforética.

En estos ensayos de fosforilacion se llevaron a cabo controles de
autofosforilacion y controles de especificidad para la quinasa usada. En los primeros se
procedié a incubar la preparacion de proteina TAs14 con (Y32P)-ATP para descartar la
existencia de contaminaciones de quinasa en la preparacion, 6 la posible capacidad de
autofosforilarse de la proteina TAs14. En la figura 27, carril 2, se muestra el resultado de
las reacciones de control de autofosforilacion, como puede apreciarse no se observa
fosforilacién alguna en ausencia de quinasa. Los controles de especificidad se realizaron
incubando con estas quinasas la proteina GST que no presentaba secuencia consenso de
fosforilacion, para asi descartar posibles fosforilaciones inespecificas. Aunque no se
muestra en la figura, el resultado de estos controles fue positivo; es decir no se detectd
fosforilacion inespecifica. La eleccion de la proteina GST permitié utilizarla como
control para las reacciones de fosforilacion de la proteina de fusion GST-TAS14.

7. LOCALIZACION INTRACELULAR DE LA PROTEINA TAS14

La existencia en la secuencia de la proteina TAS14 de una sefial nuclear bipartita
y de motivos de fosforilacion para CKIIL, caracteristicas compartidas por muchas
proteinas nucleares, nos llevé a determinar la localizacion intracelular de la proteina.

Para ello, se utilizaron células de meristemo adventicio de plantas de tomate
tratadas con 10 g/L NaCl. Se eligio este tejido y estas condiciones de tratamiento porque
previamente se habia detectado esta proteina abundantemente en estas células mediante
inmunohistoquimica (Godoy-Luna et al. 1994).

La inmunolocalizacién se llevo a cabo, como se describe en el apartado 7.3. de
materiales y métodos, con anticuerpo especifico anti-TAS14 purificado por afinidad y
con proteina A unida a particulas de oro.

En la figura 28A, 28B y 28C se muestran las micrografias de transmisiéon de
electrones correspondienes a la inmunolocalizacion de la proteina TAS14 en células de



meristemo adventicio de plantas tratadas con 10 g/ NaCl durante 7 dias. Como se
observa en las micrografias, la proteina TAS14 se localiz6 tanto en el nicleo como en e
citoplasma. En el niicleo las particulas de oro estaban asociadas a la cromatina nuclear y
nucleolar, y se localizaban preferentemente en la eucromatina (fig. 28A y 28B). Las
particulas encontradas en la heterocromatina, estaban en su mayor parte distribuidas por
la periferia (fig. 28C). En el citoplasma no se observaron particulas asociadas a ningin
organulo detectandose el marcaje en el citosol (fig. 28C). Tampoco se observaron sefiales
del anticuerpo en la pared y vacuolas de las células examinadas.

Como control de la inmunolocalizacion se procesaron cortes equivalentes a los
anteriores con suero preinmune, observindose un nulo o escaso fondo de particulas de
oro, (fig. 28E). Ademads, se analizaron preparaciones de células de plantas no tratadas
(fig. 28D) no detectandose proteina TAS14 en estas condiciones.

En la tabla VI se muestran los resultados de los estudios morfométricos y
estereol dgicos, realizados como se indica en el apartado 7.3.3. de materiales y métodos.
Aunque la proteina TAS14 se localiza en el nicleo y en el citoplasma, estos analisis
muestran que el numero relativo de particulas de oro dentro del niicleo es dos veces
mayor que en el citoplasma.

Eucromatina Heterocromatina Citosol

Particulas oro/um?2 12.87 £ 0.973 3.20 + 0.241Y 6.48 + 0..53b¢

a . Cada valor corresponde a la media sde los valores obtenidos en 30 células * error estandar.
b. P<0.01 comparacién con los valores en la eucromatina.

¢ P<0.01 comparacion con los valores en la heterocromatina.

Tabla VI Estudios morfométricos-cuantitativos de las micrografias correspondientes a la
inmunolocalizacién celular de la proteinaTAS14. Analisis cuantitativo del inmuno-marcaje obtenido con
anticuerpo anti-tAS14 en preparaciones de células de tallo de Lycopersicon esculentum sometidas a estrés
salino.



Figura 28: Localizacion intracelular de la proteina TAS14. Micrografias de transmisién de electrones,
correspondientes a la inmunolocalizacion de la proteina TAS14 en células de meristemos adventicios de
plantas de tomate crecidas en presencia de 10 g/l NaCl (A, B y C), y en condiciones control, HyO (D).
Micrografia correspondiente a Ja incubacién de una seccién equivalente a las mostradas en las figuras A, B, y C,
incubada con suero preinmune (E). Cy, citosol, Ch, cromatina; N, nicleo, nu, nucleolo; V, vacuola; W, pared
celular. Las flechas indican la localizacién de particulas de oro en la periferia de la heterocromatina. La longitud
de la barra corresponde a 0.5 um.



8. DETERMINACION DEL ESTADO DE AGREGACION Y PESO MOLECULAR
DE LA PROTEINA TAS14

Las hélices anfipaticas predichas a partir de la secuencia de tas14 podrian estar
implicadas en interacciones intra o intermoleculares como se ha descrito para otras
proteinas relacionadas (Dure, 1993). Por ello se tratd de determinar el estado de
agregacion de la proteina.

8.1. Uso de la cromatografia de filtracion para determinar el peso
molecular y el estado de agregacion de la proteina TAS14.

Para estudiar el estado de agregacion posible de la proteina bien como mon6mero,
dimero o bien como estructura mas compleja, se empled la técnica de cromatografia de
exclusion molecular. Esta técnica permite calcular el peso molecular de la forma nativa de
la proteina por comparacién del volumen de eluciéon en un gel de tamafio de poro
definido, con el volumen de elucion de proteinas de peso molecular conocido.

Para ello se obtuvo la proteina TAS14 en grandes cantidades mediante el sistema
de expresion GST, como se ha descrito anteriormente y se analizaron en una columna de
Sephacryl-S200 250 ug de proteina TAS14, y 170 pg de proteina TAS14 fosforilada in
vitro con CKII, como se indica en el apartado 10.1.3. de materiales y métodos.

El volumen de elucién de la proteina TAS14 se calculé cuantificando mediante
ensayo Braford las proteinas presentes en las diferentes alicuotas, (fig. 29A y 29B) y
comprobando posteriormente la presencia de la proteina TAS14 en estos eluidos por
analisis western como se muestra en las figuras 29C y 29D. Los voliimenes de elucion
obtenidos fueron 45.7 y 46.8 ml para la proteina TAS14 y para la proteina TAS14
fosforilada con CKII respectivamente.

La determinacion de la masa molecular de la proteina TAS14 se llevo a cabo
segun las aplicaciones de Andrews 1965; extrapolando a partir de la representacion de
los valores de Kav frente al logaritmo de la masa molecular de las proteinas marcadoras
(fig. 30). Los valores de Kav obtenidos para la proteina tas14 y para la proteina TAS14
fosforilada con CKII, fueron: 0.47 y 0.49 respectivamente y por tanto los pesos
moleculares calculados por extrapolacion en la recta patron fueron muy similares: 30.9 y
27.5 KDa respectivamente.
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Figura 29: Cromatografia de exclusion de la proteina TAS14: calculo del volumen de elucién en columna
Sephacryl-S200. A y B. Representacién de los valores de absorbancia a 595 nm, obtenidos con ensayo Bradford
de las alicuotas recogidas de la columna de cromatografia de filtracion en gel. Los nimeros del eje X indican el
ntmero de la fracciéon analizada. # volimenes recogidos en una sola fraccion, anterior a la recogida de alicuotas
con el colector. C y D Ensayos western de las muestras que contenian mayor cantidad de proteina. T, proteina
TAS14 purificada, incluida como control positivo en los ensayos de western blot.

2
BSA
18
r 16 TAS14
TAS14taost.
AC.
14 B
12 [~
1 | i { { { i
035 04 045 05 055 06 065 07
Kav

y = 25637 + -2.273 x
Kav = (Ve-Vo)/ (Vt-Vo)
Kav TAS14= 0.47 y=1.49 PM=30.9 kDa

Kav TASt4 fosf.= 049 y= 1.44 MN=27.5 kDa

Figura 30: Determinacion del peso
molecular de la proteina TAS14 por
cromatografia de exclusion. Calculo
del peso molecular de la proteina
TAS14 por extrapolacion en la recta de
regresion obtenida tras la
representacion  de  los  valores
Kav/logMW  de las  proteinas
marcadoras. (logMW).logaritmo del
peso molecular de las proteinas.
*Definicion de Kav segin Andrews,
(Ref).**Extrapolacion a partir de los
valores de Kav obtenidos para la
proteina TAS14. BSA. (seroalbimina
bovina), Ov. (ovoalbimina de gallina),
A.C. (anhidrasa carbénica de bovina),
Q (quimiotripsinégeno); Rib.
(ribonucleasa A), Cit (citocromo c).




8.2. Uso de la técnica de cross-linking para detectar posibles uniones inter-
intramoleculares de la proteina TAS14

Para estudiar el estado de agregacion de la proteina TAS14 se realizaron ensayos
de crosslinking con diferentes agentes. Esta estrategia ha sido empleada en el estudio de
numerosas moléculas, ya que gracias a la la introduccion de enlances covalentes entre
subunidades o partes de la/s molécula/s que estan interaccionando, se puede obtener
informacion sobre la estructura cuaternaria de las moléculas estudiadas.

Para nuestros estudios se eligieron dos tipos de agente con diferente especificidad
de reaccion: 1) dimetil-pimelidato (DMP), compuesto que forma enlaces covalentes
entre grupos aminos y 2) 1-Etil-3(3-Dimetilaminopropil) carbodiimida Hidrocloridrico,
(EDC), el cual forma enlaces entre grupos aminos y carboxilos proximos.

En el experimento que se muestra en la figura 31, se incubaron diferentes
cantidades de proteina TAS14: 0.035 pg-0.7 pug, durante 30 minutos con 2mM de DMP,
como se describe en el apartado 15 de materiales y métodos. Tras parar las reacciones
con 20 mM etanolamina, se analizaron las reacciones por electroforesis, transferencia a
filtro e incubacién con el anticuerpo anti-TAS14 .Como se ve en la figura, la adiccion de
DMP no altera la movilidad de la proteina TAS14; en todos los carriles la proteina migra
por debajo del marcador de 21.5 KDa, exactamente igual que cuando no se afiade agente

de crosslinking, carril 5.

Figura31l: Ensayos de crosslinking de Ila
proteina TAS14 con el agente DMP.
Inmunolocalizacién de los productos de las
reacciones de crosslinking con anticuerpo anti-
TAS14. Los numeros 1-4 se corresponden con
diferentes cantidades de proteina, (0.035, 0.07,
0.175, 0.35, y 0.7 pg respectivamente). El carril 5,
corresponde a una reaccion paralela con 0.35 pug de
proteina TAS14, sin afiadir DMP.




Los experimentos de crosslinking con EDC, se muestran en la figura 32. En esta
ocasion, se fijo una cantidad de proteina, 700 ng, y se realiz6 una cinética de tiempo 0-
60 minutos en presencia de 2mM EDC a 25°C. Las reacciones se pararon con 0.2 M
glicina y los productos se analizaron por western.-blot. En este ensayo se observé que a
medida que aumentaba el tiempo de reaccién aparecia una banda, reconocida por el
anticuerpo, justo por encima de la correspondiente a la proteina TAS14. El peso
molecular estimado para esta nueva banda es aproximadamente 2 KDa mayor que el

peso de la proteina TAS14.

Figura32: Ensayos de crosslinking de 1la
proteina TAS14 con el agente EDC. Analisis
western de la cinética de tiempo de las reacciones
de crosslinking. Los nimeros indican el tiempo de
incubacién de la reaccién en minutos.

9. ESTUDIOS DE INTERACCION DE LA PROTEINA TAS14 CON ADN

Al encontrar la proteina localizada en el nucleo y principalmente en Ia
eucromatina, es decir la cromatina activa;, nos preguntamos si la proteina TAS14 podria
unirse a ADN. Para contestar a esta pregunta se llevaron acabo ensayos de retardacion
de ADN en geles de poliacrilamida; en los cuales se puede detectar la formacion de
complejos ADN-proteina, a partir del cambio de movilidad electroforética de éstos con
respecto a la movilidad del ADN libre.

Como se desconocia cualquier secuencia de ADN candidata para la posible unioén
de la proteina TAS14, se optd por usar una mezca de oligonucledtidos de secuencia
degenerada, como se describe en el apartado 11 de materiales y métodos. En la figura 2,
pag x, correspondiente a este mismo apartado, se presenta un esquema de la estrategia
utilizada.

9.1. Estudio de las condiciones de union de la proteina TAS14 y el ADN

Los primeros experimentos de retardacion, consistieron en el estudio de las
condiciones mas favorables para la posible unién de la proteina TAS14 a ADN. Para ello
se incubd la mezcla de oligonucleotidos marcados con 1 pg de proteina en tampén de



unién con 100 mM NaCl a 4°C. Las reacciones se llevaron a cabo en presencia de 1pg de
polidIdC como competidor y de 10 ng de mezcla de oligonucledtidos sin marcar, siendo
esta Gltima utilizada de forma opcional. Se utilizaron las proteinas GST-TAS14, TAS14
y GST, purificadas por cromatografia de afinidad, ésta ultima fue utilizada como control
en estos ensayos. En estos experimentos previos se observé una débil banda de
retardacion sélo cuando se incubaba la proteina TAS14 en ausencia de oligonucleétido
sin marcar.

Una vez observada retardacion en ausencia de oligonucledtido sin marcar, se
estudiaron el efecto de la fuerza idnica y el efecto de la fosforilacion de la proteina en la

unién al ADN. Las reacciones se llevaron a cabo en tampén de unién a ADN con 100
mM NaCl, 10 mM Cl,Mg; y 50 mM NaCl. Los ensayos de retardacion se realizaron

con 1 pg de proteina TAS14 y 1 pug de proteina TAS14 fosforilada con CKII de rata.
Como se ve en la figura 33, la proteina TAS14 se une al ADN en todas las condiciones
iénicas, sin embargo cuando esta fosforilada, estos complejos desaparecen.

1 2 3
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Figura 33: Efecto de las condiciones iénicas y de la
fosforilacion en la union de TAS14 a ADN. Ensayo
de retardacién de las proteinas TAS14 (T) y TAS14
fosforilada (T*) con CKII, con mezcla de
oligonucleétido marcado. O y O* reacciones del
oligonucleétido incubado con tampén de diluccién
de proteinas y mezcla de reaccion de fosforilacién,
respectivamente.




Para completar los estudios, se realizaron nuevos experimentos (fig. 34) en los
que se analizo la uni6n en funcién de la cantidad de proteina TAS14. Como se observa
en la radiografia, 100 g de proteina son suficientes para observar un retraso del ADN,
pero cantidades mayores de proteina no incrementan la sefial de la banda de retardaciéon
correspondiente. En estos iltimos ensayos se usaron 3 ng de oligonucledtido sin marcar,
para hacer mas restrictivas las condiciones de interaccion.

TAS14 GST TAS14 GST
2

2 1 03 0.1 2 O 2 1 0.3 0.1

50 mM NadCl 100 mM NaCl
10 mM Cl=Mg

Figura 34: Efecto de la concentracion de la proteina TAS14, en la unién con ADN. Los numeros indican los
Mg de proteina TAS14 utilizados.

9.1.2. Ensayos de PCR para el enriquecimiento de la secuencia de ADN
unida

Con el objeto de probar la unién de la proteina a una secuencia de ADN
especifica y de enriquecer la mezcla de oligonucleétidos en dicha secuencia, se realizaron
experimentos de amplificacion por PCR del ADN de la banda retrasada y ensayos de
retardacion con esta mezcla de ADN enriquecido. Se realizaron dos ciclos consecutivos
de PCRy con la mezcla nueva de oligonucleétidos se realizé un nuevo ensayo de union
que di6 resultados negativos; es decir no se observé unién de la proteina TAS14 con el
ADN amplificado.

Tras este ultimo resultado existian varias hip6tesis de trabajo: 1) que la banda de
retardacion no se debiera a la proteina TAS14, sino a otra proteina presente en el
extracto; 2) que la proteina TAS14 se hubiera parcialmente desnaturalizado durante el
proceso de purificacion; 3) que la secuencia de ADN de unién fuera lo suficientemente
larga y variable como para estar representada minimamente en la mezcla de
oligonucleotidos.



Para comprobar la primera hipotesis se realizaron ensayos de retardacion con
trombina, por ser ésta la Gnica variante introducida en la purificacion de GST-TAS14
con respecto a la de la proteina GST. Se probaron diferentes concentraciones de
trombina (0.01-4 U), sin que con ninguna de ellas se produjera un retraso del ADN.

Para responder a la segunda hipotesis (pérdida de funcionalidad de la proteina) se
realizaron nuevas purificaciones de la proteina. Se purificO de nuevo proteina GST,
GST-TAS14 y TAS14, y para evitar cualquier posible degradacion, se congelaron las
proteinas, obviando en unos casos la purificacion por cromatografia (extractos crudos) y
en otros, los pasos de dialisis y concentracion por centricon de las muestras (extractos
purificados). La figura 34A muestra los ensayos de retardacion con proteina de extracto
crudo; en el carril correpondiente a la incubacion del ADN con la proteina GST-TAS14
puede observarse una banda de retardacion de mayor peso molecular a la paralela
observada incubando con la proteina GST. Para comprobar la especificidad de este
complejo, se recorto la banda, se amplifico el ADN por PCR y se realizaron nuevos
ensayos de retardacion con las proteinas de extractos crudos, y de extractos purificados.
En la figura 34B se muestran las radiografias correspondientes a estos ensayos, como
puede observarse, las bandas de retardacion aparecen también con la proteina GST. De
este Gltimo resultado, se podria deducir que la banda diferencial, del experimento anterior
(fig.34A) era debida a la proteina GST, siendo probablemente el resultado de una ligera

modificacion de la movilidad del complejo, debido a la presencia de una proteina mayor,
GST-TAS14.

GST¢ G-TAS14 ¢
R SR

BT GTAS14 TAS14 O

Figura 34: Ensayos de retardacién de
ADN con extractos protéicos sin
purificar y con proteina TAS14
purificada. A) Ensayo de retardacién
con extractos crudos de proteina,
(GSTc) y (G-TAS14c). B) Ensayo de
retardacién con el ADN de la banda,
amplificado por PCR y las proteinas
GST, GST-TAS14 (G-TAS14),TAS14.
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Habiendo obtenido estos resultados, se llevaron acabo ensayos de retardacion de
ADN con proteina TAS14 obtenida por traducién in vitro del cDNA correspondiente,
como se indica en el apartado 11.2.1. de materiales y métodos. Nuevamente los ensayos
de retardacién de ADN dieron un resultado negativo; como puede observarse en la figura
35, no existe ninguna banda diferencial entre las incubaciones con los extractos de la
traduccion in vitro de la proteina TAS14 y con los extractos correspondientes a las
reacciones de traduccion sin adiccion de ARN exdgeno

T T O C C
+ + -+

Figura 35:Ensayo de retardacion de ADN con proteina TAS14
traducida in vitro. Ensayo de retardaciéon de la proteina TAS14
traducida in vitro (T) incubada con la mezcla de oligonucleétidos
marcados. (C) es el carril correspondiente a los ensayos de
retardacion con los extractos de las reacciones de traduccién "in
vitro" sin adiccion de ARN exégeno. O reacciones con el
oligonucledtido incubado en ausencia de proteina. +y - simboliza
la presencia o ausencia de polidIdC en las reacciones.

9.1.3. Ensayos de retardacién de proteina TAS14 con ADN

Por 0ltimo se procedi6 a utilizar la proteina TAS14 traducida in vitro en ensayos
de retardacion de proteina en presencia de grandes cantidades de ADN. El objeto de esta
nueva estrategia era responder a la Gltima hipGtesis: unidn de la proteina con secuencias
de ADN muy poco representadas en la mezcla de oligonucleétidos.

La movilidad de la proteina TAS14 no se vi6 alterada en presencia de cantidades
crecientes de ADN (1-8 ug de mezcla de oligonucledtido sin marcar) como se muestra en



la figura 36; a diferencia del cambio de movilidad del factor de transcripcion, myb x,

incluido como control positivo en estos experimentos.

Figura 36: Ensayo de
retardacién de la proteina
TAS14 con ADN. Ensayo de
retardacion de la proteinas
TAS14 (M) y mybX (M),
traducidas in vitro,con 1,3,y 8
ng de mezcla de
oligonucledtido sin marcar. (C)
Ensayo de retardacion con los
extractos de las reacciones de
traduccién in vitro sin adiccién
de ARN; t y m, son las
proteinas traducidas in vitro e
incubadas sin ADN.

9.2, ESTUDIOS DE LA INTERACCION DE LA PROTEINA TAS14 CON

PROTEINAS.

Como se ha mencionado anteriormente, nuestra hipotesis de trabajo se basa en la

posibilidad de que las hélices anfipaticas predichas a partir de la secuencia tasl4,

pudieran estar implicadas en interacciones intermoleculares como se ha sugerido para

otras proteinas relacionadas.

Una vez que se habia demostrado que la proteina TAS14 no se unia directamente

a ADN, se procedidé a estudiar la posible interaccién de tasl4 con otras proteinas,

utilizando para ello diferentes técnicas que se han descrito en otros estudios de

interaccion entre proteinas (Ref.), con el fin de confrontar los resultados obtenidos por



estos métodos. Las técnicas utilizadas fueron: cromatografia de afinidad,
coinmunoprecipitacion y overlay.

9.2.1. ESTUDIOS DE INTERACCION ENTRE GST-TAS14 Y OTRAS
PROTEINAS POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

Esta técnica permite detectar las posibles interacciones entre las proteinas
presentes en un extracto con la proteina GST-TAS14 inmobilizada en Sepharosa-
glutation 4B. Como se esquematiza en la figura 3, pag.X, el proceso consiste en la
incubacién secuencial de extractos de proteinas marcadas in vivo con columnas S,
(sepharosa), SG, (sepharosa con GST inmovilizada), SGTas, (sepharosa con GST-
TAS14 inmovilizada) y en la posterior elucion y anélisis de las proteinas unidas.

9.2.1.1. Interaccién de tas14 con proteinas de germinulas

Con el fin de detectar proteinas que pudieran unirse a la proteina TAS14, se
marcaron germinulas de 4 dias con 35S- metionina/cisteina, (TRAN35S-LABEL TM ICN),
que se incluia en la solucién de tratamiento. Las proteinas marcadas se extrajeron en
tampon ECB, y se incubaron con columnas de sepharosa, sepharosa-GST 100 g, y
sepharosa-GST-TAS14 100 pg, como se especifica en el apartado 13 de materiales y
métodos. Tras lavar con tampon NETN, las proteinas eluidas de cada columna se
resolvieron por electroforesis y fluorografia.

Para comenzar, se realizaron los primeros estudios con extractos protéicos de
germinulas en los que estuviera presente la proteina TAS14. Se eligieron germinulas
tratadas con 10 g/L NaCl, ya que por experimentos previos realizados en nuestro
laboratorio se habia detectado la inducion del gen tas14 y la acumulacién de la proteina
(Godoy-Luna et al. 1994.).

S «© SCGT=
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66 . Figura 37: Estudios de interaccién de la proteina TAS14 con proteinas
45 de germinulas mediante cromatografia de afinidad (1). Ensayo de
- cromatografia de afinidad de extractos de germinulas marcadas con
TRAN35S-LABEL en presencia de 10 g/L. NaCl y . Las incubaciones se
31 _ realizaron con columnas de sepharosa, (8), sepharosa-100pg GlutationS-
transferasa, (SG), y sepharosa-100ug GlutationS-transferasa-TAS14,
(8GTas).

NaCl 10 g/L



En la figura 37 se muestra el resultado de los ensayos de cromatografia de afinidad
utilizdndo extractos de germinulas marcadas con 200 uCi de TRAN33S-LABEL, durante
20 horas en una solucién conlOg/L Na. En la autorradiografia correspondiente a las
proteinas unidas a GST-TAS14 se detectaron dos bandas correspondientes a proteinas
de peso molecular comprendido entre los marcadores de 31 y 40 KDa, las cuales no
aparecieron unidas a la sepharosa 6 a la sepharosa-GST, como puede apreciarse en los
carriles correspondientes. Por lo tanto puede decirse que la unién detectada es una union
debida a la proteina TAS14.

Tras estos primeros resultados, se procedi6 al estudio de las posiblés
interacciones de la proteina TAS14 con proteinas de germinulas marcadas en otras
condiciones de estrés donde se expresa el gen tas14 , asi como en condiones en las que
no se detecta la proteina. En la figura 38 se presentan las autorradiografias
correspondientes a los ensayos de interaccion con extractos de germinulas marcados en
condiciones controles, (H,0), en presencia de ABA 100 uM o de Manitol 300mM. En
todos los ensayos, se observd la retencion diferencial de proteinas del mismo peso
molecular que las obtenidas con extractos de germinulas tratados con 10 g/L de NaCl. No
obstante, en algunos casos la fluorografia, no fue lo suficientemente nitida como para
definir el nimero de bandas.

A) B) C)
S B W= S ®© L= S = GTas
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H20 ABA 100 uM Manitol 300mM 100 g/L NaCl

Figura 38: Estudios de interacciéon de la proteina TAS14 con proteinas de germinulas mediante
cromatografia de afinidad (2). Ensayos de interaccién de proteinas de germinulas incubadas con columnas S,
SG y SGTas. Ensayos con extractos de proteina marcadas en presencia de HyO (A), ABA 100 uM (B), 300 mM

Manitol (C) y 100 g/L NaCl (D).



S, B

En un experimento adicional, en el que se utilizaron extractos de proteinas de
germinulas tratadas con 100 g/L NaCl, se siguié observando, como se ve en la figura
38D, la union de estas proteinas, siendo la banda mas abundante la de mayor peso
molecular. Es notable la aparicion en todos los eluidos de la columnas de una proteina
que migra por debajo del marcador de 31 KDa y que podria tratarse de la GST de
plantas, pues es retenida en gran cantidad por la sepharosa-glutation, y ademas coincide
en peso molecular, 27 KDa, con la proteina GST de Schistosoma japonicum.

9.2.1.2. Interaccién de tas14 con proteinas de orginulos de plantas

Para estudiar las interacciones de la proteina TAS14 con proteinas presentes en
otros estadios y organos de la planta, se utilizaron extractos de proteinas de diferentes
tejidos de planta adulta. Para ello se marcaron hojas, flores y frutos de plantas de tomate
crecidas en cultivo hidropénico, en solucion Hoogland II; se extrajeron las proteinas y se
incubaron como antes con las distintas columnas. El resultado de estos experimentos se
muestra en la figura 39.; de nuevo fueron proteinas del mismo rango de peso molecular
las que se unieron de forma diferencial a la proteina TAS14.

A) B) C)
S S SGas S SG SGTas S G SGTas

Figura 39: Estudios de interaccion
de la proteina TAS14 con
proteinas de érganos de plantas
mediante cromatografia de
afinidad. Cromatografia de afinidad
con extractos de proteinas de hojas,
flores y frutos de tomate procedentes
de plantas crecidas en solucién
Hoogland II. (S) sepharosa, (SG)
sepharosa-100pg GlutationS-
transferasa, (SGTas) sepharosa-
100pg GlutationS-transferasa-
TAS14.

106

80 _

49

32
27 -

Hojas Flores Frutos

9.2.1.3. Efecto de la fosforilacién de TAS14 sobre la interaccién con otras
proteinas

Hasta ahora, en todos los ensayos de cromatografia de afinidad se habia utilizado
proteina GST-TAS14 sin fosforilar, por lo que nos preguntamos como influiria la
fosforilacion de TAS14 en su interaccién con otras proteinas. Con este fin, se realizaron



nuevos exprerimentos con extractos de germinulas marcadas en condiciones controles y
se utilizaron 100 pg de proteina GST-TAS14 y 100 pg de proteina GST-TAS14
fosforilada con CKII de rata como se indica en materiales y métodos. La figura 40
muestra las autorradiografias correspondientes a estos ensayos de cromatografia; como
puede apreciarse en la figura, al utilizar la proteina fosforilada no cambié el patrén de
proteinas unidas de forma diferencial.

S & SGtas GTas*

106 _
80 _
Figura 40: Efecto de la fosforilacién en la
49 . interaccion de TAS14 con proteinas de
germinulas. Cromatografia de afinidad de la
32 proteina TAS14 con extractos protéicos de
27 : germinulas crecidas en H2O. (S) sepharosa, (SG)
sepharosa-100pug GlutationS-transferasa, (SGTas)
18 . sepharosa-100pg GlutationS-transferasa-TAS14 y
(SGTas*)  sepharosa-100 pug  GST-TAS14
fosforilada con CKII de rata.

9.2.2. COINMUNOPRECIPITACION DE TAS14 Y OTRAS PROTEINAS

Para detectar interacciones in vivo de la proteina TAS14 con otras proteinas, se
realizaron experimentos de coinmunoprecipitacion. Para ello se marcaron germinulas de
tomate crecidas en H,O durante 4 dias con TRAN3S-LABEL y 100 uM ABA. Se
extrajeron las proteinas con tampéon ECB y los extractos protéicos obtenidos se
incubaron primero con el anticuerpo anti-TAS14 (a), o con el suero preinmune (p),
utilizado como control de la reaccién, y posteriormente con proteina A unida a
sepharosa. Finalmente tras lavar la sepharosa, las proteinas inmunoprecipitadas se
resolvieron por electroforesis y fluorografia.

En los primeros ensayos realizados no se consiguié inmunoprecipitar la proteina
TAS14. Con el objeto de aumentar los niveles de antigeno se repitieron los ensayos de
coinmunoprecipitacion afiadiendo proteina de fusion a los extractos. La figura 41A
muestra el resultado de la inmunoprecipitacion de la proteina nativa TAS14 en presencia
de proteina TAS14 expresada en bacterias afiadida a los extractos protéicos de
germinulas marcadas en solucion ABA 100 uM, o en H;0). En este experimento se



conseguid inmunoprecipitar la proteina TAS14 junto con dos proteinas de 40 y 18 KDa.
La proteina TAS14, como era de esperar, sdlo se detectd en los extractos tratados con
ABA ¢ incubados con el anticuerpo especifico. Asi en la figura 41A, en el carril 3,
pueden observarse una serie de bandas por debajo del marcador de 21.5 KDa, que se
corresponderian con las diferentes formas fosforiladas de la proteina. Las proteinas de
40 y 18 KDa se coinmunoprecipitaron tanto a partir de los extractos protéicos de
germinulas marcadas en solucion ABA, como de los extractos marcados en condiciones
controles (H0); no obstante en la inmonoprecipitacion a partir de los primeros
extractos no se puede afirmar la existencia de la banda de 18 KDa ya que debido a su
peso molecular, solapa con las bandas correspondientes a la proteina TAS14.
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Figura 41: Coinmunoprecipitacion de la proteina TAS14 con proteinas de germinulas.. A) Ensayo de
coinmunoprecipitacion de la proteina TAS14 nativa y de la proteina TAS14 expresada en bacteria B) Ensayo de
coinmunoprecipitacién de la proteina TAS14 nativa. (a) .Incubacién con el anticuerpo especifico anti-TAS14;
(p) incubacion con el suero preinmune . Los numeros simbolizan la cantidad (ug) de proteina de fusién GST-
TAS14 afiadida en estos ensayos.

Tras muchos intentos, se pudo optimizar la extraccién de proteinas y se
consiguié inmunoprecipitar la proteina TAS14 y a su vez, de forma muy débil y de
forma no consistente, otra proteina de aproximadamente 40 Kda (ver fig. 41B).



Los problemas encontrados al tratar de coinmunoprecipitar la proteina TAS14 y
otras proteinas podrian deberse bien a que la unién entre las proteinas fuera débil, o bien
a que la proteina-s que se unieran a la proteina TAS14 estuvieran en concentraciones
limitantes.

9.2.3. ENSAYOS DE OVERLAY PARA DETECTAR UNIONES DE TAS 14 A
OTRAS PROTEINAS

Para obtener mas informacion acerca de las interacciones de TAS14 con otras
proteinas, se opté por complementar los estudios anteriores utilizando una estrategia
diferente. Para ello se eligio la técnica de overlay, descrita previamente por Lohman et al.
1988, la cual permite detectar uniones de una proteina concreta con otras proteinas que
han sido previamente transferidas a filtro.

En el experimento que se muestra en la figura x, se fosforilaron 6 pg de proteina
TAS14 con PK y 50 uCi de (y32P)-ATP, como se indica en materiales y métodos, y se
incubdé con extractos de proteinas de germinulas de 4 dias crecidas en condiciones
controles, resueltas por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS y transferidas a
filtros de Inmobylon. La interaccion se llevé a cabo a 25°C durante 5 horas en solucién
de interaccion PBS 1X, 5% leche y 0.25% gelatina. Como puede apreciarse en el carril 1
de la figura 42, la proteinaTAS14 interacciona fuertemente con una proteina de peso
molecular aproximado de 18 KDa y de forma mas débil con una proteina de
aproximadamente 40 KDa. El carril x de la figura muestra los resultados obtenidos
usando la misma solucién de interaccion que en el experimento anterior, pero
suplementada con 5% de hemoglobina. Como puede derivarse de la radiografia, los
resultados fueron practicamente equivalentas, pero la resolucién de las bandas fue de
peor calidad, por lo que en los sucesivos experimentos se omitio el uso de hemoglobina

como agente bloqueante.
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80 - Figura 42: Ensayo de interaccion de la proteinaTAS14

fosforilada con PK con proteinas transferidas a filtro. Union de
49 . la proteina TAS14 fosforilada con PK con proteinas de germinulas

de 4 dias, resueltas por electroforesis y transferidas a filtros de
32 - Inmobylon. 1) Ensayos de unién en tampén: PBS 1X, 5% BSA,
27 - 0.25% gelatina. 2) Ensayos de unién en el mismo tampén con 5%

hemoglobina.
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En nuevos experimentos de overlay, que se muestran en la figura 43, se traté de
comparar la unién de proteinas con TAS14 fosforilada con CKII y con PK. Para ello se
marcaron 1,5 g de proteina con 50 uCi de (y3?P)-ATP, PK (fig. 43A) y con CKII
recombinante (fig. 43B), como se indica en el apartado 10 de materiales y métodos. En
estos experimentos se utilizaron extractos de proteinas de germinulas de 4 dias, tratadas
durante 7 dias con una solucién de 10g/L NaCl (S), o con HyO,(C). Las proteinas se
extrajeron con tampoén Laemli 2x, hirviéndo a 95°C, (h) 6 sin hervir (sh). Tras la
incubacion con la proteina fosforilada, el patrén de unién obtenido fue semejante,
aunque la autorradiografia correspondiente al ensayo con proteina TAS14 fosforilada
con PK, estda mucho menos impresionada, quizas debido al menor marcaje de la proteina
con esta quinasa.

97
66 ~

42 -

40

2t o

14 -

Ch Sh CGCsh Ssh Ch Sh GCsh Ssh

Figura 43: Comparacién de la interaccion de la proteina TAS14 fosforilada
con PKy con CKII; con proteinas transferidas a filtro. Ensayo Overlay de la
proteina tas14 fosforilada con PK (A), y con CKII (B), con extractos protéicos de
germinulas de 7 dias crecidas en HO, (C), o en soluciéon 10 g/L. NaCl (S). Los
carriles (h), corresponden a ensayos con proteinas extraidas a 95°C y los carriles
sh a ensayos con proteinas sin hervir.



Se repitieron los ensayos de overlay incubando la proteina TAS14 fosforilada
con CKII y extractos de proteinas equivalentes a los anteriores, resueltos en geles de
acrilamida de mayor tamafio. Como puede verse en la figura 44A, el patron de union fue
muy complejo y de dificil interpretacion, debido a la existencia de uniones inespecificas.
Para interpretar los resultados se realizaron comparaciones de los patrones de union, con
los patrones de proteinas transferidas al filtro, obtenidos mediante tincién con Ponceau,;
(fig. 44B). De estas comparaciones se puede concluir que la proteina TAS14 se une
especificamente con una proteina de 18 KDa, presente en todos los extractos de forma
no mayoritaria. Ademas de esta proteina puede observarse otra banda de
aproximadamente 31 KDa, mucho mas débil, pero que parece especifica, segin los
criterios establecidos. En la autorradiografia se detectaron uniones con otras proteinas,
pero la especificidad de estas interacciones no parece clara.

Figura 44: Comparacion entre
el patrén de proteinas unidas a
la proteina TAS14 fosforilada y
el patron de  proteinas
transferidas en el filtro. A)
Ensayo de interaccion de la
proteina TAS14 fosforilada con
CKI y extractos protéicos de
germinulas de 7 dias crecidas en
H70, (C), o en solucién 10 g/L
NaCl, (S). B) Tincién con
Ponceau del filtro utilizado en el
ensayo mostrado en la figura A.
*Bandas no mayoritarias que
coinciden con una sefial de

Ch Sh Csh Ssh Ch Sh Csh Ssh hibridacién en la autorradiografia
de la figura A.




DISCUSION



TRANSFORMACION CON EL GEN tasl4 EN ORIENTACION SENTIDO
(PLANTAS Tasl14s).

Niveles de expresion de los transformantes

Los niveles de expresion del gen tasl4 varian extremadamente en las plantas
transgénicas Tasl4s. Esta variabilidad que se observa en los experimentos de
transformacion mediante Agrobacterium tumefaciens se ha atribuido a diversas causas
genéticas, aunque ninguna de ellas explica por completo el fendmeno. Algunas de las causas
derivan del proceso de transformacién: efecto de posicion, nimero de copias y
reorganizaciones del T-DNA. La integracion del T-DNA en el genomio de la planta es al
azar, por lo que la expresion de los genes introducidos puede verse afectada por el ADN
adyacente de la planta (efecto de posicion). El nimero de T-DNAs que se pueden integrar
es variado y la correlacién entre el nimero de copias y el nivel de expresion no esta
clara;algunos trabajos sugieren una relacion positiva (Gendloff et al. 1990), otros negativa
(Hobbs et al. 1990), o incluso ambas (Hobbs et al. 1993). La reorganizacion del T-DNA,
(repeticiones, deleciones...), también puede influir en el nivel de expresién, aunque no
siempre se ha observado una correlacion directa entre el nivel de expresion y estas
reorganizaciones (Derols et al. 1988). Otros factores que pueden causar esta variabilidad
entre los transformantes, son los efectos epigenéticos en la Fo, el grado de metilacion del
ADN, asi como el diferente estado fisiologico de los transformantes que puede conllevar
diferencias en el patron de expresion espacio-temporal (Jones et al. 1987; Williamson et al.
1989)

En el presente trabajo, no se ha encontrado ninguna relacion entre los niveles de
expresion y el namero de copias de los transformantes. Por una parte plantas con una sola
copia del gen presentan diferentes niveles de expresion (gj.: 816 y 815) y por otra los
transformantes con mas de una copia del gen presentan plantas con un nivel alto de
expresion (81, 82, 824) o expresion nula (827, 828, 85).

Patrén de expresion del gen tasl14 en las plantas transgénicas tas14s.

El gen tas14 se induce por estrés salino en raices, tallos y hojas de L. esculentum ,
en las raices los niveles de ARN son menores que en los otros tejidos, detectandose los
niveles maximos en tallos (Godoy et al. 1990). El patron de acumulacién de ARN tas14 en
plantas transgénicas tas14s es similar al determinado en plantas de tomate tratadas con sal.

En las plantas tasl4s el cDNA tasl4 estd bajo la regulacion del promotor
constitutivo 35S (Lam y Chua 1990, Elliot et al. 1989). Los niveles de acumulacion del
ARN tasl4 en los diferentes 6rganos de las plantas transgénicas podrian reflejar algin
mecanismo de regulacion de 1a vida media del transcrito en los diferentes tejidos analizados.

Los niveles de proteina detectados en el tejido vegetativo de las plantas Tasl4s
estan relacionados con los niveles de ARN en éstas, excepto en las raices, en donde no se ha
detectado proteina TAS14, ni siquiera en los transformantes que presentaban los niveles
mas altos de expresion. Comparando los niveles de ARN tas14 en raices de las plantas del
grupo 1 (nivel mas alto de expesion) con los niveles de ARN detectados en hojas de otros
transformantes, la cantidad de ARN acumulada no parece ser la causa de la ausencia de
proteina. En raices de plantas de tomate se ha observado un fendémeno parecido; tras el
tratamiento con sal durante 1, 3, 7 dias se detecta acumulaciéon de ARN, sin embargo la



proteina se expresa débil y transitoriamente durante el primer dia de tratamiento (datos no
mostrados). Estos resultados podrian indicar la existencia de un mecanismo de regulacion
postranscripcional del gen tasl4 en raices de plantas de tomate y probablemente en las
plantas trangénicas de tabaco.

El control postranscripcional de la expresion génica es un mecanismo general de
regulacién que se ha descrito en muchos organismos (revisado por Hershey 1991). Por
ejemplo el ARNm de algunos genes de cloroplasto que codifican para proteinas implicadas
en la fotosintesis, se acumula en plantas sometidas a oscuridad, mientras que los productos
de dichos genes no se detectan (Mullet 1988). La luz ejerce también un papel regulatorio
positivo en la expresion de la proteina dsp-22 de C. plantagineum. Este gen se induce por
ABA vy por estrés hidrico, sin embargo la proteina se acumula solo en plantas desecadas en
presencia de luz (Bartles et al. 1992). En otro gen inducido por ABA, la osmotina, también
se ha detectado un fenoémeno de regulacién postranscripcional. EI ARNm se acumula en
hojas de tabaco tratadas con ABA, TMV o heridas, sin embargo la proteina no se acumula.
En las plantas tratadas con NaCl si se acumula la proteina ,probablemente la estabilidad de
la osmotina dependa de los inductores (LaRosa et al., 1992).

Se ha descrito un caso similar al de la proteina TAS14 para una dehidrina de
guisante (Robertson y Chandler 1994). Esta proteina no se acumula en radiculas de
germinulas sometidas a estrés hidrico, aunque los niveles de ARNm son comparables a los
de otros 6rganos donde si se acumula esta dehidrina. Estos autores sugieren que este
fenomeno se debe a una mayor disminucion de la tasa de sintesis de proteinas en radiculas
con respecto a la observada en otras partes de las germinulas sometidas a desecacion. La
proteina TAS14 si se acumula en las radiculas de plantulas tratadas con sal, y los niveles de
proteina comienzan a disminuir al cabo de 7 dias de tratamiento , probablemente debido al
estado fisiolégico derivado del estrés impuesto (Godoy-Luna et al. 1994). La pérdida de la
acumulacion de la proteina TAS14 en raices de plantas adultas contrasta con la abundancia
de este polipéptido en radiculas tratadas con sal. Se ha descrito un fendmeno similar para
una proteina lea del grupo 3, HVA1l (Hong et al. 1992). Esta proteina se acumula en
germinulas de 3 dias tratadas con sal, sin embargo la induccién diminuye en las hojas de
plantulas de 7 dias de edad. Estos resultados sugieren la existencia de un mecanismo de
regulacion traducional dependiente del estado de desarrollo y especifico de 6rgano.

Las regiones 5’y 3'no codificantes de un gen juegan a veces un papel importante en
los mecanismos de regulacion génica. El gen de la nitrato reductasa (NR) de tabaco esta
regulado por luz tanto a nivel transcripcional y traducional. Curiosamente las plantas
transgénicas NR acumulan el ARNm correspondiente tanto encondiciones de luz como
oscuridad, debido a la regulacion por el promotor constitutivo 35S; sin embargo los niveles
de la proteina si estan regulados por luz. Los autores sugieren que esta regulacion
traducional pueda deberse a la presencia de secuencias de la region 3" no codificante del gen
introducida en estas plantas transgénicas (Vincentz y Caboché, 1991). Es posible que la
region 3" no codificante del gen tas14 esté implicada en estos mecanismos de control de la
expresion.

Fenotipos de las plantas tasl4s
Entre las plantas tasl4s se encontré un nimero considerable (9 de 17) de plantas

transgénicas cuyo fenotipo floral diferia del de las plantas sin transformar. Este resultado
sugeria que el gen tasl4 podria expresarse durante el desarrollo floral de L. esculentum.



Algunos mecanismos del desarrollo floral conllevan desecacion y sefiales capaces de inducir
este gen. En este trabajo se ha detectado la expresion del gen tasl4 en flores de L.
esculentum y del gen homoélogo a tasl4 en tabaco , tasl4(tab.), en flores de N. tabacum.
Ademas, en nuestro laboratorio se han confirmado estos resultados en experimentos de
expresion del gen de la glucuronidasa bajo el promotor del gen tas14.

Las diferencias morfoldgicas referentes al tamafio de 1a flor y la longitud del pistilo,
manifestadas en las plantas del grupo 1, 2 y 3, podrian deberse a pequefias alteraciones en
los niveles de expresion de este gen. La expresion del gen tas14 durante el desarrollo floral y
la observacion de fenotipos similares entre transformantes independientes podrian apoyar
esta hipotesis. Sin embargo, como los fenotipos presentados por estas plantas no se
transmiten mendelianamente no es posible afirmar que se deban exclusivamente al gen
introducido.

Es dificil explicar el origen del fenotipo presentado por los transformantes 827 y
828, del grupo 5, (flores aberrantes). Estas plantas, aunque tienen integrada mas de una
copia del cDNA tas14 no expresan constitutivamente este gen. Probablemente haya tenido
lugar un efecto de inactivacion génica debido a la existencia de varias copias, de hecho se ha
descrito que la insercion de copias multiples de un gen conduce con frecuencia a la pérdida
de expresion de algunas o todas las copias del transgen (Matzke et al. 1989) (Assaad et al.
1993).

Las flores de estas plantas transformantes presentan un patroén de expresion del gen
tas14 (tab.), diferente al de las flores de plantas sin transformar. Estos resultados,
inicialmente sugirieron la exitencia de un mecanismo de cosupresion del gen tas14 (tab.).

Cuando se introduce en una planta un gen que contiene secuencias homologas a las
de un gen endogeno, a veces, la expresion de ambos genes se desempareja. Este fendmeno
de silenciamiento coordinado se conoce por el nombre de cosupresion. Se han descrito
muchos casos, (Revisado por Flavell. 1994), por ejemplo la cosupresién del gen de la
chalcona sintetasa (CHS) y de la dihidroflavonol-4-reductasa (DFR) en flores de plantas
transgénicas de petunia (Napoli et al. 1990), (van der Krol et al. 1990). Estos genes
codifican para enzimas implicadas en la ruta de biosintesis de los pigmentos antocianinas, y
se expresan activamente en flores de petunia. Las flores de algunas plantas transgénicas son
blancas o presentan algunos sectores blancos. Esta pérdida de pigmentacion se ha
correlacionado con una reduccion de los niveles de ARN de los genes introducidos y los
endogenos.

Los mecanismos de cosupresion dependen de la existencia de secuencias homoélogas.
En algunas ocasiones la utilizacion de secuencias truncadas es suficiente para reducir la
expresion del correspondiente gen endogeno (Smith et al. 1990, gen de la
poligalactorunidasa en frutos de tomate).

Se han propuesto algunas hipétesis que podrian explicar estos fenoémenos de
inactivacion génica: 1) Las interacciones entre secuencias homologas, como hibridos u otras
estructuras mas complejas, podrian conllevar estados de cromatina inactiva (intercambio de
proteinas, mayor grado de condensacion, susceptibilidad de metilacion); 2) La competicion
entre los genes por factores no difusibles podrian causar modificaciones de las tasas de
transcripcion, maduracion del ARNm vy transporte, reduciéndose los niveles de expresion
de estos genes; otras hipétesis se basan en procesos de degradacion del ARN : 3) La
sintesis de ARN antisentidos y la formacion de duplex con el ARNm que serian
posteriormente degradados; 4) O bien una degradacion del ARN inespecifica debido a la
acumulacion de niveles altos de mensajero. (Revisado por Flavell 1994)



Esta hipotética supresion génica no esta generalizada, ya que el gen tas14(tab.) se
acumula en tejido vegetativo de estas plantas tratadas con sal (datos no mostrados).
Solamente se pudo fecundar manualmente una de las plantas (828) y entre las 10 plantas de
la F1 no se observo ningun fenotipo similar al de la Fo. No obstante, a veces los fenémenos
de cosupresion y trans-inactivacion de genes estan sometidos a control del desarrollo.
Algunas plantas de petunia donde ha tenido lugar un fenémeno de cosupresion del gen
CHS, presentan ocasionalmente algunas inflorescencias con flores pirpura o con sectores
purpura. Estos cambios demuestran que el fenémeno de silenciamiento es reversible y que
puede estar sujeto al control del desarrollo. Por otra parte las flores de plantas de la misma
progenie varian en el color, por lo que estos cambios reflejan diferencias en la actividad del
transgen (Jorgensen 1990). También se ha descrito que algunos fenomenos de supresion
génica pueden no tener lugar después de la segregacion de los loci. Por ejemplo algunas
plantas transformadas con los genes B-1-3 glucanasa (Carvalho et al. 1992) y con una
quitinasa basica de tabaco (Neuhaus et al. 1991) no expresan los genes introducidos en el
estado homocigoto.

Por ultimo, cémo los dos transformantes independientes presentan el mismo
fenotipo, no se puede descartar alglin efecto de las concentraciones de la proteina TAS14
en estas flores.

Por otra parte, se realiz6 una busqueda bibliografica para encontrar fenotipos,
previamente descritos, semejantes a los presentados por las plantas Tas14s. Se encontraron
semejanzas con el fenotipo presentado por mutantes de tabaco que presentan
modificaciones del ADN mitocondrial (Kofer et al. 1991). Asi por ejemplo las flores de las
plantas del grupo 1y 2, presentan la corola pequefia y el pistilo sobresaliente igual que el
cultivar andro-estéril Nta(und)S, y las flores del grupo 5, presentan los pétalos de la corola
fusionados solo en la base igual que las flores de las plantas androestériles del cultivar
Nta(sua)S. Pese a esta similitud, las modificaciones del ADN mitocondrial, no parecen ser
la causa de los fenotipos observados, al menos en las plantas del grupo 5, pues no se
heredan en la progenie.

Analisis funcional de las plantas transgénicas tas14s.

Se han realizado diferentes estudios de respuesta a estrés salino-hidrico con las
plantas transgénicas tas14s.

Una de ellos ha sido el estudio de la respuesta a choque salino de plantas adultas
crecidas en cultivo hidropénico. En estos ensayos no se ha detectado una mayor tolerancia
en las plantas transgénicas. Esto puede deberse a varias razones: 1) Los ensayos realizados
o los parametros observados no reflejen pequefias diferencias en la respuesta de estas
plantas; 2) El gen tas14 no sea esencial en la respuesta al estrés salino ensayado 6 los
niveles de proteina TAS14 en los transformantes no sean lo suficientemente altos como
para observar una mayor tolerancia frente al estrés impuesto.

También se han realizado ensayos en los que se ha estudiado la respuesta de las
plantas transgénicas a un periodo prolongado de estrés salino. El parametro medido ha sido
la capacidad de germinacién de las semillas en medio con NaCl. Uno de los efectos del
estrés salino en la germinacion es el retraso de la imbibicion (Torres-Schumann et al 1989).
Como el gen tas14 se expresa en semillas, en estos estudios se ha intetado valorar si la



sobreexpresion del gen Tas14 podria conferir una mayor tolerancia en este estadio de
desarrollo. Los resultados obtenidos indican que excepto en el transformante (8-1), no
existen diferencias significativas en la capacidad de germinacion en medio salino entre las
plantas trangénicas y las plantas sin transformar. En estos ensayos se han utilizado lineas
de tabaco que no son puras, detectandose pequefias variaciones en la respuesta a estrés
salino. Como el estrés salino conlleva entre otros, un componente de estrés hidrico,
también se analizado la respuesta de las plantas a desecacion. Los resultados obtenidos en
los experimentos con plantas adultas y semillas confirman una mayor tolerancia en plantas
de la progenie del trasformante 81.

Solo se ha encontrado una planta transgénica que presenta una mayor tolerancia al
estrés salino. Los estudios de los niveles de acumulacion de proteina correspondientes a los
ensayos de germinacién en medio salino, parecen indicar que la mayor tolerancia de estas
semillas estd asociada a un nivel mayor de proteina TAS14. Estudiando el patrén de
proteinas en estas germinulas mediante electroforesis monodimensional y tinciéon por
Coomasie, se ha observado la acumulacién de un polipéptido de 27KDa. Este polipéptido
podria ser importante en la respuesta observada.

Sin embargo , 1a progenie de la F2 de estas plantas no manifiesta el mismo grado de
tolerancia, probablemente debido a una segregacion de las copias introducidas en esta
planta. Como solo se ha encontrado una planta transgénica que presenta una mayor
tolerancia al estrés salino, no es posible concluir que este efecto sea debido a la
sobreexpresion del gen tasl4. Por una parte este transformante es el que presenta los
niveles de expresion mas altos del gen tas14, pero por otra parte el patréon de respuesta no
es estable en la progenie.

Los experimentos de transformacion de plantas de tabaco con un gen homdlogo a
tas14 (pcC6-19) y otros genes inducidos por desecacion en Craterostigma plantagineum
(Iturriaga et al 1992), sugieren que la sobreexpresion de estos genes no es suficiente para
conferir mayor tolerancia al estrés hidrico. En estos estudios se tomo la permeabilidad de la
membrana como funcion del grado de tolerancia de los transformantes a desecacién. No se
pudieron observar diferencias entre las plantas transgénicas y las plantas sin transformar,
por lo que estos autores concluyen que quizas sea necesaria la expresion simultanea de
varios genes para mejorar la tolerancia, o bien que los genes introducidos sean necesarios
pero no suficientes para la osmoproteccion. Esta Gltima hipétesis estaria apoyada por los
resultados de los estudios comparativos de especies que difieren en la tolerancia. A partir
de éstos, no se ha podido establecer la ausencia/presencia de proteinas tipo dehidrinas y
Leas como la causa de las diferentes respuestas observadas ( Bradford et al 1992, Still et al.
1994, Ooms et al. 1993, Finch-Savage W.E. et al. 1994). Aunque si se ha establecido una
correlacion de la acumulacion de proteinas Lea del grupo 3 en tejidos tolerantes a la
desecacion (Ried et al 1993), o una correlacion entre la disminucion de dehidrinas con la
pérdida de tolerancia a la desecacion en semillas de soja (Blackman et al. 1991). Sin
embargo, a pesar de estas correlaciones, hasta el momento no existen pruebas definitivas
que atribuyan un papel esencial a las proteinas tipo dehidrinas y lea en la tolerancia a estrés
hidrico salino.

Sin embargo si se ha podido correlacionar la tolerancia al estrés salino/hidrico con la
sintesis de osmolitos . Las semillas de soja que son tolerantes a la desecacion acumulan
sacarosa, mientras que las semillas sensibles no acumulan este azicar (Blackman et al.
1992); La sobreexpresion de la enzima manitol-1-fosfato deshidrogeasa, implicada en la



sintesis de manitol, conlleva la acumulacién de este compuesto y confiere una mayor
tolerancia al estrés salino en estas plantas transgénicas (Tarczynski et al 1993).

TRANSFORMACION CON EL GEN tas1l4 EN ORIENTACION ANTISENTIDO
(PLANTAS tas14a).

Niveles de expresion del gen tas14 en las plantas tasl4a

Artificialmente, mediante la introduccion de genes antisentido (genes
complementarios) se ha conseguido reducir la expresion de genes en diferentes organismos:
bacterias, slime molds, mamiferos y plantas (Antisentido en plantas revisado por Van der
Krol et al. 1988). La regulacion de la expresion génica mediante ARN antisentido se
descubrio originalmente como un fendémeno natural en procariotas ( Revisado por Green et
al. 1986; Simons, 1988). En los organismos eucariotas también se han descrito algunos
casos, no obstante en este sistema no se conoce tan bien este fenémeno.((dihidrofolato
reductasa en raton (Farnham et al. 1985); dopa descarboxilasa en Drosophila (Spencer et al.
1986), cadena pesada en miosina en pollo (Heywood et al. 1986); y a-amilasas en cebada
(Rogers, 1988)).

El mecanismo de accién del gen antisentido parece ser la formacién de un hibrido
entre el ARNm y el ARN antisentido que posteriormente puede ser degradado, no obstante
en algunos casos coexisten en las celulas ambos tipos de ARN . En bacterias, se han
descrito proteinas que intervienen en la formacion de estos hibridos. También se ha
observado que una vez formado el hibrido de ARN éste es degradado por ARNasas de
ARN de doble cadena (dsRNAses). En eucariotas se han propuesto algunas proteinas que
podrian mediar las interacciones entre estos ARNS, (ribonucleoproteina A, una helicasa de
ARN , unwindasa) y se han identificado algunas dsRNAses, pero hasta el momento no se
ha caracterizado su especificidad y funcién in vivo (Revisado por Nellen y Lichtenstein
1993).

En este trabajo no se ha observado reduccion de los niveles del gen tas14 en plantas
de tabaco transformadas con el gen en orientacidn antisentido.

Se ha descrito que la expresion de los genes foraneos depende del efecto de posicion.
En las plantas transgénicas del gen antisentido CHS, se observan diferentes patrones de
coloracion en las flores. Las diferencias en el patron de expresion entre los transformantes
parece ser debida a las secuencias que flanquean al gen introducido (Van der Krol et al.
1990a). Por otra parte el nimero de copias también influye en el nivel de expresion del gen
antisentido. Las plantas transgénicas con una copia del gen antisentido de Ila
poligalactorunidasa presentan una reduccion de la expresion de este enzima del 10%, y en
las plantas homocigotas se alcanza un 99% de reduccién (Smith et al. 1990b). En este
trabajo, se han analizado transformantes con diferente nimero de copias, pero no se ha
observado en ninguno de ellos una reduccién de la expresion del gen tasl4. También,
siempre que ha sido posible se ha utilizado un nimero de plantas de la F1, relativamente
alto, con el fin de incluir en los analisis plantas homocigotas.

La expresion del gen antisentido puede afectar tanto a nivel transcripcional como a
nivel traducional. Se ha sugerido que el ARN antisentido, probablemente mediante la
formacion del hibrido ARNm/ARNa, puede interferir con los mecanismos de
procesamiento nuclear del ARNm, transporte y traduccion. Por ejemplo en plantas
transgénicas del gen antisentido de la PG se ha observado una reduccion de la actividad de



este enzima que no se correlaciona con los niveles de transcrito acumulado. (Sheehy et al.
1988). Por ello, ademas de analizar los niveles de ARN tasl4, se han estudiado los niveles
de acumulacioén de la proteina en plantas tratadas con sal. Pero tampoco se han encontrado
diferencias significativas con respecto a la cantidad de proteina acumulada en plantas sin
transformar sometidas a estrés salino.

Los niveles de ARN antisentido detectados en plantas Tas14a tratadas con sal son
muy bajos si los comparamos con los niveles d¢ ARNm de estas plantas. En principio
podria argumentarse que estos niveles de ARN antisentido podrian ser insuficientes para
inactivar el gen endogeno; sin embargo en algunos trabajos se ha demostrado que la
interaccion entre cantidades equimolares de los dos tipos de ARN no parece ser un
requisito fundamental en el mecanismo de accién del gen antisentido (van der Krol et al.
1990).

Un factor importante en estos experimentos es la estabilidad del ARN antisentido.
En algunos trabajos la estrategia del gen antisentido no ha funcionado debido a la
inestabilidad del ARNa. En algunos casos este problema se ha solucionado integrando el
gen antisentido en una region codificante de otro gen (Delauney et al. 1988). Se ha
determinado que la estabilidad depende de la secuencia del ARNa, consiguiendose distintos
grados de estabilidad segun los fragmentos de ARN utilizados (Van der Krol et al. 1990b)
(Sandler et al. 1988) (Hall et al. 1993).

Aunque en las plantas Tas14s y Tasl4a se ha introducido el cDNA tasl4 bajo el
mismo promotor, los niveles de ARNs son mucho mayores que los de ARNa, pudiendo
sugerir estos resultados que el ARN antisentido sea menos estable. En este trabajo se ha
utilizado casi toda la zona codificante del gen tas14, no se descarta que se puedan obtener
niveles de ARN mayores utilizando fragmentos distintos de la secuencia.

Mediante ensayos de southern-blot a baja estringencia se ha detectado la existencia
de mas de un gen relacionado con el gen Tasl4. (datos no mostrados). El grado de
homologia existente entre el gen Tas14 de tomate y sus homologos en tabaco podria influir
en la efectividad de la estrategia antisentido. En algunos casos mediante la introduccion de
un gen antisentido se ha conseguido bloquear casi por completo la expresion de todas las
isoformas de un gen, (Smith et al. 1990 poligalactorunidasa en tomate), sin embargo en
otras ocasiones, probablemente debido a diferencias de secuencia, no se ha podido inhibir la
actividad de isoenzimas (Hall et al. 1993 pectina esterasa en tomate) (Harriman et al. 1991
pectina metilesterasa en tomate).

En nuestro laboratorio se estan realizando nuevas construcciones con €l cDNA
tasl4 y con promotores 35S dobles, para transformar plantas de tabaco y tomate con el gen
antisentido.

Fenotipo de las plantas tasl4a

Entre las 40 plantas, obtenidas en dos experimentos de transformacion
independientes, solo una planta presentd un fenotipo andémalo que se transmitia
mendelianamente a su descendencia. Entre las plantas transgénicas del promotor de otro gen
inducible por ABA y estrés salino, TSW12, se ha obtenido un fenotipo parecido. El hecho
que transformando con el gen antisentido tas14 solo se haya obtenido una planta con este
fenotipo y que un fenotipo similar se haya obtenido al transformar plantas de tabaco con



un gen no relacionado con tasl4, sugiere que estas anomalias se deban a la inactivacion de
genes implicados en el desarrollo floral.

Consultando la bibliografia, se ha encontrado un fenémeno similar en la progenie de
otras plantas transgénicas (Broadhvest 1992). Estas plantas presentaban flores en las que
se desarrollaba un pistilo en el apice de las anteras. Esta mutacién (appendix) podria
responder a la desregulacion de algin gen implicado en la especificidad de tejido, y estaria
localizada solo en en un grupo de células durante el desarrollo de la antera. En las flores de
la planta mutante tas14a podria tener lugar un mecanismo similar, pues los pétalos sélo se
desarrollan en algunas ramas de la inflorescencia, y solo a partir de algunas anteras de dichas
flores.

LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA PROTEINA TAS14

Por microscopia electrénica se ha localizado la proteina TAS14 en el niicleo y en e
citosol. Los analisis cuantitativos demuestran ademas que el nimero de particulas de oro es
dos veces mayor en el nucleo que en el citosol.

Las proteinas de peso molecular menor a 40 -60 kDa pueden difundir de forma
pasiva a través de los poros nucleares; no obstante aunque la proteina TAS14 tiene un peso
molecular pequefio (13.9 kDa), este polipéptido presenta en su secuencia unos motivos
semejantes a las sefiales bipartitas de localizacién nuclear de otras proteinas (Raikhel 1992).
Afiadiendo sefiales de localizacion nuclear a proteinas que se localizan en el citoplasma es
posible dirigir el transporte de estos polipéptidos al nicleo. La tasa de este transporte
aumenta cuando ademas se afiaden secuencias de fosforilacion (Rihs y Peters, 1989). En la
secuencia de la proteina TAS14 se encuentran motivos de fosforilacion por CKII que estan
situados entre las sefiales de localizacion nuclear, seria posible que el grado de fosforilacion
de la proteina TAS14 pueda regular su transporte al niicleo.

La localizacion de la proteina TAS14 en el citoplasma y en el nicleo concuerda con
los resultados obtenidos con otras proteinas homoélogas de otras especies. Mediante
microscopia electronica se han inmunolocalizado dehidrinas en el niicleo y en el citoplasma
de embriones de maiz embebidos en ABA (Asgar et al.1994). La distribucion de las
dehidrinas en estos compartimentos celulares no es uniforme; estas proteinas se
inmunolocalizan tanto en el nicleo como en el citoplasma de células del tejido epitelial y
provascular del escutelo, mientras que en células del parenquima la localizacién es
preferentemente nuclear. En los ejes embrionarios se ha determinado una localizacion
citoplasmatica, a excepcion del coleoptilo donde la proteina esta localizada preferentemente
en el nicleo. La proteina RAB17, dehidrina de maiz homologa a TAS14, se ha localizado
por microscopia 6ptica y mediante fraccionamiento subcelular en el nicleo y citoplasma de
embriones de maiz (Goday 1994 ). La proteina RAB17 se localiza preferentemente en el
nucleo de células del escutelo y de la epidermis, y en el citoplasma de células de tejidos
foliares y radiculares del embrion. A otras proteinas homoélogas a TAS14 se les ha asignado
una localizacion citoplasmatica: RAB21 en hojas de arroz tratadas con ABA, mediante
fraccionamiento subcelular (Mundy y Chua 1988); DSP6 en hojas desecadas de
Craterostigma plantagineum, mediante microscopia electronica (Schneider 1993); y CAP85
en hipocétilos y hojas de espinaca aclimatadas al frio, mediante fraccionamiento subcelular
(Neven 1993).

Las diferencias en los resultados de inmunolocalizacion subcelular de estas proteinas
podrian ser el refelejo de una distribucion de las dehidrinas dependiente o especifica de



tejido. Asi mismo, el grado de fosforilacion de estas proteinas podria determinar su patrén
de localizacion. La proteina RAB17 es la proteina mas fosforilada entre las proteinas de
embriones maduros de maiz, se localiza en fracciones citoplasmaticas y nucleares de estas
células, pero las formas mas fosforiladas se presentan en las fracciones del citoplasma.

FOSFORILACION DE LA PROTEINA TAS14

Los experimentos in vitro realizados en el presente trabajo demuestran que la CKII
y proteina Kinasa dependiente de AMPciclico fosforilan la proteina TAS14. La
fosforilacion por CKII, ha sido previamente descrita para el gen homologo RAB17 de maiz
(Plana et al.1991), pero ésta es la primera vez que se describe la fosforilacion de una
dehidrina por otra quinasa. La proteina TAS14 podria ser fosforilada por diferentes
quinasas dependiendo de factores como: las condiciones ambientales, el estado de
desarrollo de la planta, el tipo de estrés y probablemente segin el tejido de que se trate.
Las distintas formas fosforiladas podrian tener una funcién diferente. Resultados recientes
con RAB17 indican que la interaccion de esta proteina con NLS depende del grado de
fosforilacion, solo la forma fosforilada es capaz de unirse especificamente a estas sefiales de
localizacion nuclear (Goday et al. 1994).

INTERACCIONES DE LA PROTEINA TAS14 CON MACROMOLECULAS

Las proteinas dehidrinas presentan un motivo conservado de 15 aas rico en Lys, el
cual a excepcion de la proteina LEA D-11, esta repetido una o varias veces en el extremo
carboxilo de estas proteinas. Mediante diferentes algoritmos se ha deducido una estructura
de a-hélice para estas secuencias conservadas. Se ha analizado la distribucién de cargas en
las hipotéticas hélices observandose que los residuos basicos, acidos e hidrofobicos se
distribuirian en estas hélices de forma caracteristica, resultando hélices con un marcado
caracter anfipatico. Los aminoacidos hidrofébicos quedarian agrupados en un sector de la
hélice, mientras que los cargados se distribuirian en el resto de la hélice manteniendo una
clara separacion de cargas (Godoy et al. 1990).

Como estas secuencias estan tan conservadas entre proteinas dehidrinas de
diferentes especies se ha sugerido que deben ser importantes para la funcion de estas
proteinas. Se han predicho hélices de este tipo para otras proteinas tipo Lea y se ha
sugerido que este tipo de hélices podrian interaccionar por sus caras apolares para dar lugar
a uniones intra o intermoleculares, posibilitando en este ultimo caso la formacion de
estructuras de orden superior (Dure et al. 1989). La asimetria de estas hélices podria
permitir la interaccion de las dehidrinas con otras moléculas: 1) las areas cargadas de la
hélice podrian interaccionar con regiones cargadas de las membranas o acidos nucléicos
cargados negativamente; 2) las regiones no polares podrian interaccionar formando un
nucleo hidrofébico, o bien alinearse e interaccionar con la bicapa lipidica de la membrana; 3)
la a hélice podria servir para excluir solutos de macromoléculas (Close 1993).



Estudio de la interaccion TAS14-TAS14

En este trabajo se han utilizado diferentes técnicas para determinar el estado de
agregacion de la proteina TAS14: cromatografia de afinnidad, ensayos con agentes de
crosslinking y cromatografia de filtracion . Los resultados obtenidos no permiten concluir si
la proteina TAS14 se encuentra como mondmero o bien como estructuras mas complejas.

Mediante cromatografia de filtracion se ha determinado un peso molecular de
aproximadamente 30 kDa, este resultado es independiente de que la proteina estuviera
fosforilada (29,5) o sin fosforilar (32.05). Este valor se aleja del esperado para el mondémero
(13) y es superior al del dimero. Estos resultados son dificiles de interpretar, por una parte
podrian indicar que la proteina se encuentra como dimero; pero por otra parte es posible
que la proteina TAS14 no migre de forma proporcional a su peso molecular en la matriz de
Sephacril. De hecho, se ha descrito que la proteina TAS14 y otras proteinas homologas
presentan una movilidad en geles de acrilamida diferente a la correspondiente a su peso
molecular (Godoy y Luna 1994) (Mundy and Chua 1988.).

En los estudios de interaccion por cromatografia de afinidad no se ha detectado la
interaccién de la proteina TAS14 consigo misma. Incubando extractos marcados en
condiciones en las que se acumula la proteina TAS14 (ABA y NaCl), con columnas de
sepharosa -GST-TAS14 no se ha detectado la interacciéon de TAS14 con la proteina
expresada en bacterias.

Tampoco han detectado interacciones intermoleculares de la proteina TAS14
mediante ensayos de crosslinking con el agente DMP. No obstante, estos ultimos datos no
constituyen un resultado determinante, es posible que el compuesto utilizado no se adecte
al tipo de interacciones que deseamos reforzar. Para el estudio de la estructura de algunas
moléculas mediante reacciones de cross-linking ha sido necesaria una estrategia de ensayo-
error (Cooney et al. 1993). En este caso seria interesante continuar estos experimentos con
otros agentes quimicos con diferente espectro de accion.

Los experimentos de cross-linking utilizando el reactivo EDC, han permitido
detectar alteraciones pequefias (2kDa) en la movilidad de la proteina TAS14. Este
compuesto es un agente de entrecruzamiento que requiere un contacto directo entre los
residuos que activa. El mecanismo de accion se basa en la reaccion del EDC con un grupo
carboxilo de la proteina formando un O-acilisourea inestable que es capaz de reaccionar con
un grupo amino que se encuentre proximo. La alteracion del peso molecular podria deberse
a la formacion de puentes entre el Glu6-Lys9y la Lys7 y el Glul0. La formacion de estos
enlaces se ha deducido a partir de predicciones de estructura en la proteina Lea D-11 de
algodon y se ha sugerido que estas uniones podrian contribuir a la estabilizacion de la
posible hélice (Dure et al. 1993).

Los experimentos de cromatografia de filtracion realizados con una proteina de maiz
homologa a TAS14 demuestran la existencia de complejos de esta proteina de 42kDa (Close
et al. 1993). Para la purificacion de esta proteina se han utilizado columnas de Fenil



superosa parta la cromatografia de interaccion hidrofébica. La union de la dehidrina a esta
matriz podria establecerse a través de las zonas hidrofobicas de las hélices anfipaticas de la
proteina. Mediante estudios de dicroismo circular se ha determinado que el 13% de la
dehidrina de maiz presenta una estructura de a-hélice (C. Frieden, comunicacién personal en
Close et al. 1993). Estos resultados apoyarian las prediciones de estructura de a-hélices
para estas proteinas (Dure et al. 1991).

Las diferencias entre los resultados de cromatografia de filtracion obtenidos con la
dehidrina de maiz y los obtenidos en este trabajo pueden ser debidas a la utilizacion de
proteinas diferentes, dehidrina nativa de maiz y proteina expresada en E. coli,
respectivamente, asi como a la diferente fuerza idnica utilizada en estos ensayos. Es posible
que la dehidrina de maiz presente un grado de fosforilacion diferente al de la proteina
TAS14 obtenida en bacterias y fosforilada in vitro, y que estas modificaciones
postraduccionales confieran un estado de agregacion diferente.

Aunque la mayoria de los experimentos realizados no parecen indicar la existencia
de complejos intermoleculares, recientemente estudios de la movilidad de la proteina
TAS14, purificada como GST-TAS14 en bacterias, en geles nativos con un gradiente de
acrilamida, demuestran la existencia de un complejo de aproximadamente 40 kDa (datos no
mostrados).

Estos experimentos se han realizado in vitro y por tanto es arriesgado extrapolar
que el estado de agregacion de la proteina in vivo sea similar. En nuestro laboratorio
mediante el uso de la técnica del doble hibrido no se ha detectado interaccion in vivo de la
proteina TAS14 consigo misma.

Estudios de la union de la proteina TAS14 a ADN

La proteina TAS14 se ha inmunolocalizado en el citoplasma y en el nucleo,
localizandose en regiones transcripcionalmente activas: nucleolo y eucromatina. Estos
resultados condujeron a estudiar la posible interaccion de TAS14 con ADN. Para ello se
utilizaron dos estrategias diferentes:1) ensayos ciclicos de retardacion del ADN y
amplificacion del ADN retrasado; 2) estudios de retardacion de la proteina. La primera de
ellas requiere una unién de la proteina a secuencias especificas de ADN, mientras que en la
segunda se contempla la posibilidad de que la union tenga lugar con secuencias de ADN
menos representadas, o cuya especificidad no sea importante. Los resultados negativos
obtenidos en estos experimentos permiten concluir que la proteina TAS14 no se une
directamente a ADN. No obstante, es posible que esta proteina interaccione indirectamente
con ADN, mediante la unién con otras proteinas que interaccionan directamente con ADN
estabilizandolas.

Interaccién de TAS14 con otras proteinas
Utilizando diferentes estrategias, se ha observado la interaccion, in vitro, de la

proteina TAS14 con otras proteinas de tomate. Los resultados obtenidos difieren segtn las
técnica utilizadas, debido en parte a las limitaciones y condiciones inherentes a éstas.



La técnica de cromatografia de afinidad ha sido muy utilizada, no sélo para la
purificacion de proteinas mediante afinidad por un ligando inmovilizado en una columna,
sino también para detectar interacciones entre moléculas En este trabajo se ha usado la
proteina GST-TAS14 producida en bacterias para determinar las interacciones con
extractos de proteinas marcadas in vivo, técnica originalmente utilizada por Kaelin et al.
1991.y que actualmente se emplea en muchos estudios. Mediante esta técnica hemos
detectado consistentemente la unién de la proteina GST-TAS14 con polipéptidos de peso
molecular comprendido entre 40-45 kDa. Estas proteinas se sintetizan en células de tomate
de diferentes tejidos (germinulas, hojas y flores) y de forma constitutiva, pues se han
detectado en tejidos marcados en diferentes condiciones (H20, sal, manitol y ABA). No se
conoce la identidad de estos polipéptidos, no obstante los resultados obtenidos en los
ensayos de cromatografia de afinidad con germinulas tratadas con 100 g/L. de NaCl, parecen
indicar que estas proteinas deben jugar un papel importante en la célula pues se traducen y
son estables en condiciones en las que la sintesis de proteina y el metabolismo en general
estan considerablemente afectados.

Las uniones detectadas parecen ser especificas de la proteina TAS14, pues no se
detectan estas proteinas icuando se sustituye TAS14 por la proteina GST.

Otra técnica utilizada ha sido la coinmunoprecipitacion, con la que no se han
obtenido resultados satisfactorios. Los problemas encontrados pueden ser debido a que las
interacciones que tienen lugar no sean los suficientemente fuertes o a que la cantidad de
antigeno TAS14 no sea suficiente para detectar estas posibles uniones. La
coinmunoprecipitacion de otras proteinas con TAS14 se ha conseguido afiadiendo a los
extractos notables cantidades (mg) de GST-TAS14. En los experimentos se han detectado
dos proteinas de peso molecular aparente de 45kDa y 18 kDa, y que estaban presentes
tanto en extractos de germinulas marcadas en presencia de ABA como en H20. La proteina
de 45 kDa podria ser una de las proteinas detectadas por cromatografia de afinidad y que
se detectan también en tejido tratado y sin tratar. No obstante, el peso molecular de estas
proteinas es dificil de estimar debido a la difusién de las bandas.Su peso molecular oscila
entre 40-45kDa en todos los ensayos, y 43,6 kDa en el ensayo con 100g/L NaCl.

Otra estrategia utilizada ha sido la técnica de interaccion con proteinas transferidas a
filtro (overlay)( Soutar, A K. et al.);(Lohman et al.). La proteina TAS14 marcada con 32P
mediante reaccion de fosforilacion con CKII e incubada con extractos de proteina de
germinulas de 4dias, interacciona con polipéptidos de peso molecular aproximado de 42
kDa, 31kDa y 18KDa. De nuevo, es tentativo sugerir que este polipeptido de 42Kda sea el
mismo que el detectado por cromatografia de afinidad y por coinmunoprecipitacion. Es
interesante destacar que mediante coinmuprecipitacion también se detecté un polipeptido
de 18kDa que podria corresponder al detectado por overlay.

La coincidencia de estos polipéptidos es puramente hipotética, pudiendo tratarse de
proteinas diferentes. De hecho, por cromatografia de afinidad y por coinmunoprecipitacion
se estan analizando proteinas de nueva sintesis, mientras que en la transferencia a filtro de
extractos protéicos totales y posterior incubacion con TAS14 se analizan proteinas que se
sintetizan y acumulan tras un tratamiento determinado. Por ello, la coincidencia de los
polipéptidos de 40-45 kDa exigiria que estos polipéptidos se sintetizaran y acumularan a
niveles que permitieran detectarlos mediante estas técnicas. Esta hipOtesis podria estra



apoyado por los experimentos de afinidad en germinulas tratadas con 100 g/L. Sin embargo
no no es probable que los polipéptidos de 18 kDa detectados por overlay y
coinmunoprecipitacion resulten ser el mismo polipéptido.

La identificacion de estos polipéptidos podria aportar gran informacion acerca de la
funcioén de la proteina TAS14. Hasta el momento la unica funcién in vitro probada para
proteinas homoélogas a TAS14 ha sido la unidén in vitro de la proteina RAB17 con
secuencias especificas de localizacion nuclear (Goday et al. 1994). Los resultados obtenidos
en este trabajo con la proteina TAS14 no son incompatibles con los obtenidos con la
proteina RAB17, sino que responderian a una estrategia diferente de estudio.

Por una parte, la técnica de cromatografia de afinidad que hemos utilizado presenta
restricciones derivadas fundamentalmente del hecho de utilizar polipéptidos de nueva
sintesis: el marcaje con la mezcla de metionina-cisteina radioactiva, implica una limitacion
en la deteccién de proteinas que no sean ricas en estos aminoacidos; asi mismo, la tasa de
sintesis y degradacion de las proteinas podria influir ya que se podrian excluir interacciones
de proteinas cuya sintesis tiene lugar a niveles bajos para su deteccion, como podrian ser
ciertos factores nucleares. Por otra parte, se han utilizado extractos totales de proteina, en
los que ademas el patron de polipéptidos obtenidos es en cierta medida reflejo del tampén
utilizado en la extraccion, pudiendo existir proteinas no solubles que interaccionaran con
TAS14. Por ello es razonable pensar que no se hayan podido detectar un patréon de unién
complejo correspondiente a las proteinas con secuencias nucleares, como cabria esperar
segun los resultados obtenidos con la proteina RAB17. No obstante, los experimentos de
cromatografia de afinidad con proteina fosforilada indican que el grado de fosforilacién de la
proteina TAS14 no afecta en las uniones con otros polipéptidos. Estos resultados podrian
indicar que la union detectada es de tipo diferente a la observada con la proteina RAB17, o
bien que la proteina TAS14 expresada en bacterias y fosforilada in vitro con CKII presente
un grado de fosforilacion diferente al de la proteina in vivo.
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