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Antecedentes

El choque térmico es un aumento transitorio y brusco sobre la temperatura
normal de crecimiento que varia entre disitntos organsimos. Ante un choque
térmico, todos los organismos responden con un rapido incremento en la sintesis
de un grupo de proteinas llamadas proteinas de choque térmico (HSP, Heat
Shock Protein). Las proteinas sHSP (small Heat Shock Protein), forman parte de
una de las cinco familias en las que se agrupan las HSP en eucariotas. Las sHSP
tienen una tamano molecular entre 17 y 30 KDa. En plantas, se han clasificado
segun su homologia de secuencia, su localizacién celular y su reaccién
inmunoldgica cruzada en 6 grupos: dos de estos grupos se localizan en el citosol
(clases | y II), la clase lll se localiza en las mitocondrias, la clase IV en los
cloroplastos y la clase V en el sistema de endomembranas y la clase VI también
es de localizacién mitocondrial (revisado en Waters et al, 1996 y Waters y
Vierling, 1999). Tras un choque térmico, a unos 5 y 10°C sobre la temperatura
normal de crecimiento de las plantas (Nover et al., 1989), las proteinas sHSP
constituyen el 1% del total de proteinas en tejidos vegetales (De Rocher et al.,
1991). Sin embargo, no sdélo el choque térmico induce la expresién de los genes
shsp. Los tratamientos con analogos de aminodcidos, etanol o metales pesados o
bien el estrés hidrico y los tratamientos con la hormona acido abscisico (ABA,
ABcisic Acid), también conducen a la expresion de algunos genes shsp (revisado

por Vierling et al., 1991).

Una de las primeras aportaciones de nuestro grupo al estudio de la expresion
de los genes shsp vegetales, fue la observacion de que algunos de estos genes
también se expresan durante el desarrollo embrionario zigético a temperaturas
normales de crecimiento. Inicialmente en nuestro laboratorio se clonaron tres
genes shsp de clase | de girasol. En la Fig.1 se muestran las secuencias de
nucledtidos de las regiones proximales de los promotores de los tres genes. Los
ensayos de transcripcion nuclear in vitro (run on) de estos tres genes,
determinaron un patrén de expresion para cada uno de ellos. Asi el gen Ha

hsp18.2G2 se induce transcripcionalmente en respuesta al calor en tallos y hojas
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de plantas adultas; el gen Ha hsp17.7G4, ademas de inducirse en tejidos
vegetativos por calor, respuesta al ABA y estrés hidrico, también se transcribe
durante el desarrollo embrionario zigético a temperaturas normales de
crecimiento; y por ultimo, el gen Ha hsp17.6G1, es el unico gen shsp vegetal
clonado hasta el momento cuya activacién trnascripcional esté restringida al

desarrollo embrionario. (Coca et al., 1996 y Carranco et al., 1997).

Ha hsp17.6 G1

-177 AAAACATTTATAAACGATATATACTAAGAGTTCCACATAATAATCCGTAGAAAAAAAAGCTTATTCTCTA -108

-107 TCTGTCCAGATAAGTACAGAATATTTCAGAACACTACTACGTTGGCAATATCCAACAGAAGCCACCTCAA -38

-37 CACTTCCCTCCTATAAATACCACCATTCATATCCgg;CACACAACACATTAACACTCACAACTCAAAAAC +33
2 1
+34 ATTCACCATGTCAATCATTCCAAGCTTTTTCACCAGCAAAAGAAGCAACATATTCGACCCATTCTCCCTA +103
M s I I P S F F T $ K R 8§ N I F D P F S L

Ha hsp17.7 G4
1 |

== === == === _=d ax=s _== »=as == 2= 2mm ==

-122 CCTCTGGAACCTTTCAGAAATATCCATATCCATTTCTTCAAGCTTCAAGACAATCCTAGAAATTACTCAC -51

~52 TCTCCCCTTCTTCCCATCTATAAATGCCCACCCCCAATCACATCCATCTCTCAGACAACACACTTCACAA +18

+19 CATTGAAAGCAAGCATTCATCATTCATAAACACCCCAACAAAAATATTAAGTTACCAACCATGTCGATCA +88
M s I I
+89 TTCCAAGCTTCTTTACCGGTAACGGAAGCAACATATTCGACCCATTCTCCAGCGAAATCTGGGACCCCTT +158
P S ¥F F T ¢ N G S$ N I F D P F S S E I W D P

n Ha hSp18.6 G2 I

| Y R p——— = s === s = =1

-114 AGTATAGAATATTCCAGAAATCAACATAACCCAATTCCAAAATAACCATCCAGAACATTCAAGACAGTTT -45

-44 CCAAACCCCCTTATATAAACCACAACAACAACCACCCTCCATTCXTCAACAAAACATCAGTTTCCGATTA +26

+27 CTTCAATTCGTTTTCGCTCAATCAATCACTAAAACAAATGTCGATCATTCCAAATTTCTTCGGCCGCAGA +96

M s 1 I P N F F G R R
+97 CGAACAAACTGCTTCGACCCCTTCTCTCTAGA +128

R T N C F D P F S§ L

Fig. 1.Secuencias proximales de los genes de girasol shsp de tipo I.

Secuencias de nucledtidos que flanquean los sitios de inicio de la transcripcion de los
genes Ha hsp17.6G1, Ha hsp17.7G4 y Ha hsp18.6G2. Las secuencias estdn numeradas
a partir de los sitios de inicio de la transcripcion (sitio 1 para el gen Ha hsp17.6G1). Los
sitios de iniciacion de la transcripciéon estan indicados con una flecha en negrita y los
HSEs indicados por un corchete (I para la regién con HSEs proximal y II para la distal en
los dos ultimos genes). Las repeticiones de pentanucledtidos que componen los HSEs se
indican con segmentos sobre la secuencia y los nucleétidos que se ajustan a la secuencia
consenso llevan un punto encima. Las repeticiones que se ajustan perfectamente a dicho
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consenso estdan ademas subrayadas. Bajo las secuencias condificantes aparece su
traduccion a aminoacidos.

Estos diferentes patrones de inducccién transcripcional para genes de una
misma familia, sugieren la existencia de mecanismos distintos de regulacion para
estos genes. En todos los promotores de genes hsp existen unas secuencias en
cis denominadas HSE (Heat Shock Element), cuyas caracteristicas se detallan
mas adelante, que participan en la regulacién en la respuesta al calor y durante la
embriogénesis zigotica. Los factores transcripcionales de la respuesta al calor se
denominan HSFs (Heat Shock Factors) y se unen al ADN en las regiones con
HSEs. La expresion de un gen quimérico con secuencias del promotor del gen Ha
hsp17.7G4 fusionado al gen gus en plantas transgénicas de tabaco, reprodujo los
patrones de expresion observado previamente en el sistema homdlogo, el girasol,
a excepcion de la respuesta a estrés hidrico (Coca et al., 1994). Los primeros
datos experimentales sobre la participacién de los HSEs en la regulacion
embrionaria de los genes shsp proviene de los andlisis de deleccién de los
promotores del gen de girasol Ha hsp17.7G4 y del gen de soja Gm hsp17.3-B
(respectivamente, Coca et al.,, 1996 y Prandl y Schoffl, 1996). En estos dos
trabajos se demostrd que las regiones con HSEs son necesarias para la expresion

de genes quiméricos con dichos promotores durante la desecacion del embrion.

Un estudio méas exhaustivo fue llevado a cabo mas tarde con el promotor de
girasol Ha hsp17.7G4 mediante mutagénesis dirigida de las regiones con HSEs.
Las mutaciones en cualquiera de las dos regiones con HSEs redujeron
drasticamente la activacion de dicho promotor durante las fases de desecacion del
embrién (véase mutantes A y E Almoguera et al., 1998). Estos resultados
confirman la necesidad de las regiones con HSEs e implica la participacion de
HSFs en la regulaciéon de la expresion del gen Ha hsp17.7G4 durante las fases de
desecacién del embrién. Sin embargo, este trabajo mostré la existencia de
mecanismos dependientes e independientes de HSEs y HSFs para la regulacion
de la expresién del gen Ha hsp17.7G4 durante la embriogénesis zigdtica. Asi, las
mutaciones que afectan severamente la activacion de este promotor durante las

fases de desecacion del embrién, no tuvieron ninguin efecto en las fases mas
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tempranas, previas a la desecacion (Almoguera et al., 1998, véase mutantes A y
E). En cambio, otras mutaciones mas extensas en la regién con HSEs proximal de
este promotor, redujeron la actividad del promotor en las fases tempranas previas
a la desecacion (Almoguera et al., 1998, véase mutante C). Este ultimo resultado,
sugiere que otros elementos en cis, situados en posicién solapante con su regién
con HSEs mas proximal, participan en la regulacion de la expresion de este gen

en las fases previas a la desecacién del embridn.

Otra observacion relevante de este trabajo, fue que las regiones con HSEs
participan de forma distinta en la activacién del promotor Ha hsp17.7G4 durante
las fases de desecacion del embridn y en respuesta al choque térmico en tejidos
vegetativos. Asi, una misma mutacién en la regién con HSEs proximal, tuvo
unicamente un efecto parcial en la expresion del gen quimerico en las fases
tardias del desarrollo mientras que aboli6 la activacion en la respuesta al calor.
(Almoguera et al., 1998). Este resultado indicaba la existencia mecanismos de
activacion transcripcional diferentes para la expresion del gen Ha hsp17.7G4 en

ambas condiciones.

Los estudios realizados con el promotor del gen Ha hsp17.6G1 fusionado al
gen gus indicaron la participaciéon de la regiéon con HSEs en la expresion
embrionaria en plantas transgénicas de tabaco (Carranco et al, 1999), y por tanto
la implicacion de HSFs en su regulacién transcripcional. De esta forma, en la
expresion embrionaria de los genes Ha hsp17.7G4y Ha hsp17.6G1 pudieran
existir mecanismos comunes para la regulacién transcripcional. Los analisis de
deleciones de las regiones mas distales de los promotores revelaron que un gen
quimerico conteniendo desde la regién con HSE distal del promotor Ha hsp17.7G4
fue suficiente para conducir la expresién tanto en la respuesta al calor como
durante el desarrollo embrionario zigético a temperaturas normales de crecimiento
(Coca et al., 1996). Sin embargo, la regién con HSE del gen Ha hsp17.6G1 es
necesaria pero no suficiente para la activacion transcripcional de dicho gen
durante la desecacion. Los anélisis de delecciones de las secuencias aguas arriba

de la region con HSEs del promotor Ha hsp17.6G1 revelaron la existencia de
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elementos reguladores que participan positiva y negativamente en la expresion del
gen quimérico (Carranco et al.,1999). Estos resultados confirmaban que Ia
expresion embrionaria de ambos genes estaba regulada por mecanismos
distintos. Estos mecanismos distintos pudieran implicar la participacion de HSFs
comunes y/o diferentes o bien, la participacién especifica de otros factores
embrionarios, junto con los HSFs, para la regulacion de cada gen. En el caso del
gen Ha hsp17.6G1, estos factores embrionarios pudieran unirse a los elementos
reguladores positivos y actuar junto con los HSFs. En el caso del gen Ha
hsp17.7G4, mediante los analisis de deleciones de regiones aguas arriba de las
regiones con HSEs no se han identificado otros elementos en c¢is necesarios para
la expresion embrionaria de este gen. Sin embargo, estas regiones en cis estarian
situadas solapando con la regién con HSEs mdas proximal, como ha sido
propuesto dado el efecto que presenta el mutante C en la activacion del promotor
Ha hsp17.7G4 en las fases previas a la desecacion del embrién (Almoguera et al.,
1998)

Participacién de factores reguladores, adicionales a los HSFs, en la

activacion transcripcional de genes shsp durante la embriogénesis zigética

La participacion de otros factores en trans adicionales a los HSFs, pudieran
explicar las diferencias en la regulacion transcripcional durante la embriogénesis
zigética a temperaturas normales de crecimiento y en la respuesta al calor de los
genes shsp. Una observacion preliminar que apoya la hipétesis de la existencia de
mecanismos reguladores especificos de la embriogénesis para los genes shsp
vegetales deriva de el efecto de los mutantes abi3 (ABcisic acid Insensitive) en
Arabidopsis thaliana. Los embriones de las plantas de estos mutantes muestran
insensibilidad al ABA y por tanto, son capaces de germinar en medio de cultivo en
presencia de altas concentraciones de dicha hormona. Los embriones abi3 son
intolerantes a la desecacion y estan afectados en la expresion de genes que
forman parte del programa de desarrollo embrionario, alterando la acumulacion de
proteinas de reserva, como napinas y cruciferinas y proteinas Lea (Late

Embriogenesis Abundant), que se acumulan durante la maduracion del embrion
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(Finkelstein,1993, Nambara et al., 1992 y Ooms et al., 1993). Uno de los fenotipos
que presenta el alelo mutante nulo abi3-6 es la ausencia de las proteinas HSP17.4
y HSP17.6 en los embriones de las plantas, pero sin afectar a su acumulacion en

tejidos vegetativos en respuesta al choque térmico (Wehmeyer et al., 1996).

El gen ABI3 (Giraudat ef al., 1992) codifica un factor transcripcional esencial
para la regulacion mediada por ABA de genes embrionarios. Sin embargo, el
analisis de los mutantes abi3 y aba1 (este ultimo deficiente en la sintesis de ABA),
indicd que la proteina ABI3 modula la expresion de determinados genes
embrionarios mediante una ruta dependiente del ABA y otra independiente (Parcy
et al., 1994). Asi por ejemplo, la acumulacion de los ARNm de los genes Af2S3y
CRC, que codifican proteinas de reserva napina y cruciferina, respectivamente, se
reduce en mutantes abi3, mientras que en un mutante aba1, su acumulacién es
comparable a la de un silvestre (Gaubier et al., 1993). Del mismo modo, el
mutante abail no tiene efecto en la acumulacién de proteinas HSP17.4 y HSP17.6
en embriones en Arabidopsis thaliana (Wehmeyer ef al., 1996) El efecto del alelo
nulo abi3-6 en la baja expresion de los genes shsp durante el desarollo
embrionario, pudiera ser el resultado de efectos pleitrépicos més que a una

participacion del factor ABI3 en la activacion transcripcional de los genes shsp.

La proteina ABI3 muestra una alta homologia con VP1 (VIVIPARUS1), un
activador transcripcional de maiz que también participa en la regulacion de genes
embrionarios (McCarty et al., 1991). Otros genes ortologos a ABI3/VP1 han sido
identificados en otras especies vegetales, como OsVP1 en arroz (Oryza sativa)
(Hattori et al., 1994), PvAlf de judia (Phaseolus vulgaris) (Bobb et al., 1995),
AfVP1 de Avena fatua (Jones et al., 1997), C-ABI3 de zanahoria (Daucus carota)
(Shiota et al.,, 1998), CpVP1 de la planta de resurreccion Craterostigma
plantagineum (Chandler y Bartels, 1997) y PtABI3 de alamo (Populus trichocarpa)
(Rohde et al., 1998). Todas estas proteinas tienen 4 dominios muy conservados,
uno de ellos es un dominio &cido IQcaIizado en el extremo aminoterminal, que en
el caso de VP1 y PvAIf se ha demostrado que es un dominio de activaciéon

(McCarty et al,, 1991 y Bobb et al., 1995, respectivamente), y a continuacion
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existen tres dominios basicos, B1, B2 y B3. Otras proteinas como, ARF1, una
proteina de unién a los elementos de respuesta a auxinas, FUSCA3, un factor
transcripcional embrionario de Arabidopsis y RAV1, tienen un dominio con alta
homologia al dominio B3 de ABI3/Vp1 (Uimasov et al., 1997, Luerssen et al., 1998

y Kagaya et al., 1999, respectivamente).

Los mecanismos de activacion transcripcional por factores del tipo ABI3 aun
no estan muy claros. La regulacién de la expresién inducida por ABA de muchos
genes embrionarios requieren la presencia de unos elementos en cis llamados
ABREs (ABcisic acid Response Elements). Aunque muchos elementos ABREs
contiene la secuencia ACGT, existen ejemplos de ABREs funcionales que no
contiene dicha secuencia, como por ejemplo, los elementos ABRE descritos en los
promotores de los genes HaG3 de girasol (Nunberg ef al., 1994) y CdeT27-45 de
Craterostigma (Nelson et al., 1994). De esta forma, los elementos ABREs se
definen por su funcién mas que por su secuencia. Los elementos ABRE que
contienen la secuencia ACGT son homologos a los elementos G-box (Izawa et al.,
1993), implicados en en la respuesta a varios estimulos medioambientales como
la luz (Giuliano et al., 1988) y la luz ultravioleta (Weisshaar et al., 1991). También
se han identificado otros elementos en cis, llamados elementos de acoplamiento
(CE: Coupling Elements), que sélo son activos en combinacion con los elementos
ABREs (Shen y Ho, 1995 y Shen et al., 1997). Las proteinas capaces de unirse a
los elementos ABRE son proteinas del tipo b-ZIP. Varias proteinas que se unen a
estos elementos han sido identificadas pero su participacion en la transcripcion
regulada por ABA no ha sido demostrada (Guiltinan et al.,, 1990, Oeda et al.,
1991). In vitro, el dominio B2 de VP1 potencia la unién del factor EmBP-1, una
proteina del tipo b-ZIP, al elemento ABRE del gen Em de trigo (Hill et al., 1996).
Este podria ser el mecanismo de activacién transcripcional mediado por los
factores del tipo ABI3/VP1, sin embargo, la comparacion de footprinting in vivo del
elemento ABRE del promotor rad28 en embriones silvestre y mutantes en vp1,
mostraron que la unién de proteinas al elemento ABRE es independiente de VP1
(Busk y Pagés.,1997). Varios autores han propuesto que VP1 se une

indirectamente a los elementos ABRE a través de interacciones con proteinas



I. Introduccién

unidas a dichos elementos o con factores asociados a ellas y VP1 participaria en
la activacion transcripcional mediante su dominio de activacion acidico (Busk y
Pages, 1998, Hattori et al., 1994, y Vasil et al., 1995). De esta forma, los factores
del tipo ABI3/VP1 actuarian como coactivadores, sin interaccionar directamente
con el ADN. Esta hipdtesis ha sido confirmada recientemente tras la
caracterizacion de una proteina del tipo b-ZIP, TRAB-1, que hasta hoy es la tinica
que ha mostrado in vivo estar implicada en la transcripcion regulada por ABA y
dependiente de VP1 (Hobo et al., 1999).

Los factores de tipo ABI3 también potencian la transcripcion de otros genes a
través de otros elementos en cis presentes en los promotores llamados cajas RY,
o elementos Sphli, que contienen la secuencia CATGCATG. Asi el promotor del
gen C1 de maiz, implicado en la biosintesis de antocianina, es activado
transcripcionalmente por VP1. Esta transactivacién es independiente de ABA
(Hattori et al., 1992). In vitro, una proteina VP1 delecionada que contiene
unicamente el dominio basico B3, se une especificamente a la secuencia Sphl
presente en el promotor del gen C7 (Suzuki et al., 1997). Estos resultados
sugieren un mecanismo de activacién mediado por factores ABI3/VP1 en el que
actuarian como factores transcripcionales candnicos, uniéndose directamente a

unas secuencias especificas de los promotores.

Un estudio méas exahustivo de la regulacién mediada por ABI3/VP1 han sido
realizado recientemente en el promotor de la napina napA en Brassica napus. En
el promotor de este gen, se han identificado dos complejos en cis que son
requeridos para la activacion de un gen quimérico con dicho promotor. Uno de los
complejos es llamado RY/G, y esta formado por una G-box (similar a un ABRE) y
dos repeticiones de elementos RY adyacentes. El otro complejo es llamado B-box
y esta formado por una parte distal que es un elemento ABRE y otra proximal que
es una region rica en CA (citosinas y guaninas) (Ezcurra et al., 1999). Los
elementos de cada complejo participan en el activacién transcripcional mediada
por ABI3 de un gen quimérico con el promotor de gen napA (Ezcurra et al., 2000).

La participacion de los dominios B2 y B3 de ABI3 a través de cada complejo fue
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estudiada usando versiones de ABI3 con los dominios B2 o B3 delecionado y
distintas construcciones quiméricas con cada complejo aislado y tetramerizado
fusionado a un promotor minimo. La activacién transcripional por ABI3 a través del
complejo RY/G requirié el dominio B3 de ABI3. Esta activacion transcripcional fue
independiente de ABA. Por el contrario, la activacién transcripcional por ABI3 a
través del compiejo B-box, fue dependiente de ABA y del dominio B2 de ABIS3,
indicando la funcionalidad del elemento ABRE de este complejo. La delecion del
dominio B3 también produjo una reduccion parcial en la activacion transcripcional
por ABI3 independiente de ABA a través del complejo B-box. Sin embargo, esta
delecién no afectd a la activacion transcripcional de un gen quimérico que
contiene Unicamente el elemento ABRE tetramerizado del complejo B-box. Por lo
tanto, el dominio B3 de ABI3 pudiera participar a través del elemento rico en CA
del complejo B-box. Todos estos resultados concuerdan con los estudios
realizados anteriormente en el promotor del gen Em y en el promotor C1, de
manera que los factores del tipo ABI3:/VP1 pueden funcionar como coactivadores
de proteinas del tipo b-ZIP a través de elementos ABRE, y como activadores

candnicos uniéndose a elementos RY o Sphl.

Otros genes, que junto con ABI3, participan en la regulacién de la
maduracién del embrién y en la transicion a la germinacion han sido identificados,
como el gen LEC1 (Meinke et al., 1992) y FUSCA 3 (Baumlein et al., 1994 y Keith
et al., 1994). Cada uno de estos genes tiene distintos patrones temporales de
expresion, y el andlisis de dobles mutantes abi3/fus3 y abi3/lec1 mostraron que la
acumulacioén de proteina ABI3 era menor que en un mutante simple abi3 y que en
el silvestre, sugiriendo que los genes LEC1y FUSCA 3 regulan la expresion de
ABI3. Estos factores transcripcionales, no sélo activan ciertos promotores durante
la maduracién del embrién sino que también reprimen la expresion de genes
asociados a procesos post-germinativos. Recientemente se ha demostrado que la
expresion de ABI3 no es especifica de los embriones, sino que también se
expresa en tejidos vegetativos en procesos de quiescencia. Los procesos de
quiescencia forman una parte indispensable en la maduracion de las semillas y

ayudan a la planta en condiciones adversas arrestando el crecimiento
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meristematico (Rohde et al., 1999). En las germinulas creciendo en oscuridad la
diferenciacion de los plastidos se detiene, mientras que las germinulas mutantes

abi3, llegan a desarrollar los cloroplastos (Rohde et al., 2000).

La expresidon ectopica de LEC1 produce la formacidn de estructuras
embrionarias a partir de tejidos vegetativos, sin embargo, fa expresion ectépica de
FUSCA3 y ABI3 no tiene ningun efecto visible en el desarrollo de la planta,
indicando que ninguno de ellos tiene funciones auténomas en la morfologia del
embrion (Luerssen et al.,, 1998 y revisado en Holdsworth et al., 1999). La
aplicacion de ABA en plantas que expresan ectépicamente ABI3 resulta en la
acumulacion de algunos ARNm de genes embrionarios como algunas proteinas
de reserva, pero no de otros que también estan regulados por ABI3 en el
desarrollo embrionario (Parcy et al., 1994). Este resultado indica que posiblemente
otros factores embrionarios participen junto con los factores del tipo ABI3 en los
numerosos procesos que ocurren durante el desarrollo embrionario zigético

(véase Apendice |).

Inicialmente, junto con ABI3 se aislaron otros dos mutantes selecionados
también por su capacidad de germinar en medio con concentraciones inhibitorias
de ABA (Koornneef et al., 1984), abi1 y abi2. Posteriormente se identificaron otros
dos, abi4 y abi5 (Finlkenstein, 1994). Las mutaciones, abil y abi2, a diferencia de
abi3, no alteran la acumulacién de proteinas de reserva o proteinas Lea, sino que
afectan principalmente al crecimiento vegetativo y a la regulacion del cierre de los
estomas (véase por ejemplo, Finkelstein y Somerville, 1990, Gilmour vy
Thomashow, 1991). La expresién de ciertos genes especificos de embriones en
respuesta a la adicion exdgena de ABA en tejidos vegetativos que expresan
ectopicamente ABI3 estd inhibida en las plantas abi1 mutantes. Estos resultados
pudieran indicar que ABI1 y ABI3 interaccionan genéticamente para controlar la
respuesta al ABA de algunos genes en tejidos vegetativos (Parcy y Giraudat,
1997). En semillas, tanto la mutacién abi1 como abi3 inhibirian la ruta de
senalizacidn del acido abscisico, pero el hecho de que la mutacién abi3 tenga un

efecto mas severo en el desarrollo embrionario que las mutaciones aba1l y abif,
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indica que ABI3 participa también en una ruta controlada por otras senales
embrionarias, independiente del ABA. Posteriormente, la caracterizacion
molecular de ABI1y ABI2 revelé que ambos genes codifican proteinas homologas
del tipo 2C fosfatasas (Leung et al, 1997). Los fenotipos que presentan los
embriones mutantes abi4 y abi5 en cuanto a la insensibilidad al ABA y al grado de
dormancia son similares a los que presenta los mutantes abi3 (Finkelstein, 1994).
Otra similitud con los fenotipos que presentan los embriones mutantes abi3, es la
disminucion en la expresion del gen AtEm6 en los mutantes abi5. La clonacion del
gen ABI/5 ha revelado que se trata de la proteina TRAB1, mencionada
anteriormente (Hobo et al., 1999). El gen ABI4 codifica una proteina de la familia
APETALA2 que es un factor transcripcional implicado en la formacion floral
(Finkelstein et al., 1998).

Elementos en cis implicados en la activacion transcripcional mediada
por HSFs

Un aspecto comun en la activacién transcripcional en respuesta a un choque
térmico de todos los genes hsp presentes en distintos organismos, es la union de
unos factores transcripcionales de choque térmico, (HSFs Heat Shock Factors) a
unos elementos en cis llamados HSEs (Heat Shock Elements), que se encuentran

en los promotores de estos genes.

Las regiones con HSEs en los promotores de la mayoria de los genes shsp
estan situadas a una distancia de 40 a 270 pb aguas arriba del sitio de inicio de la
transcripcion. Los HSEs se componen de un nimero variable de repeticiones
contiguas del pentanucledtido nGAAn, que alterna con su orientacion inversa,
nTTCn, (Xiao y Lis, 1988 y revisado por Fernandes et al., 1994). Los nucledtidos
mas criticos para la unién de los HSFs a los pentanucledtidos, nGAAn y nTTCn
son las guaninas (G) y citosinas (C) subrayadas. Estas secuencias consenso
también estan conservadas en los promotores de genes shsp de plantas (revisado
por Gurley y Key, 1991 y Barros et al., 1992). Los nucledtidos que flanquean la

parte central mas conservada del pentanucleétido han mostrado tener relevancia
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para la activacion transcripcional por HSFs, siendo mas favorecida si el primer
nucledtido es un adenina (A) y el ultimo una guanina (G) (Barros et al., 1992). De

esta forma, la unidad basica funcional para la unién de un HSF seria aGAAg ¢
cTTCt.

Los HSFs de Drosophila melanogastery Sacharomyces cerevisiae se unen
al ADN como homotrimeros lo que explica que sean necesarias tres repeticiones
contiguas del pentanucledétido en orientacion alterna para la union eficiente del
trimero. De esta manera, cada mondmero del HSF contactaria con un
pentanucledtido. Sin embargo, los estudios realizados in vitro con el HSF de
Drosophila mostraron que dos repeticiones contiguas del pentanucledtido en
orientacion alterna, bien empezando por nGAAnN o por nTTCn, son suficientes para
unir el HSF con similar afinidad en ambos casos. Asi, solo dos mondmeros del
HSF contactarian con el ADN y uno de ellos quedaria sin contactar. Los dos
pentanucledtidos pueden estar contiguos o separados por un espaciamiento de 5
pb, pero manteniendo siempre la orientacién alterna (Xiao et al., 1991). En plantas
se ha mostrado que el HSF1 de expresado en E.coli es capaz de trimerizar in vitro
(Hubel et al., 1995). En general, los requerimientos de secuencia para la union
eficiente in vitro de los HSFs vegetales, son similares a los estudiados en sistemas
animales (revisado en Gurley y Key, 1991). En los promotores shsp de animales y
de plantas, la unién de los HSFs a las secuencias HSEs es cooperativa, de
manera que la unién de un HSF a los pentanucledtidos consenso en la region con
HSEs, favorece la unién de otro HSF a los pentanucleétidos adyacentes (Xiao et
al., 1991 y Gurley y Key, 1991). La unién cooperativa de los HSFs observada in
vitro, se refleja en una mayor activacién transcripcional de los genes shsp en la
respuesta al choque térmico, lo que sugiere la existencia de interacciones
cooperativas entre distintos trimeros de HSF unidos a las secuencias HSEs. En
los promotores naturales de genes shsp, se pueden encontrar varias regiones con
HSEs. Las interacciones cooperativas entre HSFs unidos a las distintas regiones
con HSEs producen un efecto sinergistico en la activacién transcripcional de los
genes hsp en la respuesta al calor (Amin et al.,, 1994 y Gurley y Key, 1991). Sin

embargo, tanto en animales como en plantas, las regiones HSEs muy distales a la
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caja TATA tienen una menor contribuciéon a la actividad transcripcional del
promotor que las regiones con HSEs proximales (Gurley y Key, 1991 y revisado
en Wu, 1995).

Caracteristicas estructurales y funcionales de los HSFs

Los HSFs son proteinas multiméricas que tienen la capacidad de
oligomerizar. Todos los HSFs identificados hasta hoy en distintos organismos
comparten unas caracteristicas estructurales basadas principaimente en el

dominio de union al ADN y en el dominio de oligomerizacion.

En la regién aminoterminal de los HSFs se encuentra el dominio de union al
ADN que es el méas conservado de todos. El dominio de unidn presenta un
agrupamiento de tres a-hélices empaquetadas junto a una hoja plegada f§ formada
por 4 cadenas que corren antiparalelas. La tercera de las a-hélice, situada en el
extremo carboxilo, es la implicada en el reconocimento del pentanucledtido
nGAAn, por lo que la secuencia de aminodcidos de esta regién en el dominio de
unién es la mas conservada entre todos los HSFs, especialmente un residuo de
glicina (revisado por Wu, 1995 y Nover y Scharf, 1997). Los aminoacidos que
forman esta a-hélice estan cargados positivamente y contactan con el ADN
mediante interacciones iénicas. El dominio de unién forma una estructura
compacta globular, excepto en una regiéon no estructurada formada por 15
aminoacidos que forman un lazo situado entre las cadenas 3 y 4 de la hoja
plegada pde los HSFs animales. Los HSFs vegetales carecen de 10 de estos 15

aminodacidos, por lo que este lazo no se forma (Nover y Scharf., 1997).

Una region de secuencia y longitud variables conecta el domino de union con
el dominio de oligomerizacién, formado por dos regiones con repeticiones de
residuos hidrofébicos (HR-A/B). En estas regiones existe un patrén caracteristico
en el que un aminodcido hidrofébico esta presente tras otros 7 aminoacidos. En la
region HR-A, este patrén se repite 5 6 6 veces, mientras que en la region HR-B,

existen 2 repeticiones solapantes de este patron (revisado por Wu, 1995 y Nover y
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Scharf, 1997). Este patron de aminoacidos hidrofébicos es caracteristico de los
motivos de cremallera de leucina, presentes en otras proteinas de union (REF:).
Las cremalleras de leucina median las interacciones entre proteinas. Las
proteinas de la familia de cremalleras de leucinas normalemnte se asocian como
homo o heterodimero, a diferencia de los HSFs que trimerizan. Una caracteristica
exclusiva de HSFs vegetales de clase A, es la insercién de 21 aminoacidos que
separan la region hidrofébica HR-A de la regién HR-B. Estos 21 aminoacidos
siguen el mismo patrén de aminoacidos hidrofébicos y solapan con la region HR-A
y la region HR-B. Los residuos hidrofébicos del dominio de oligomerizacion son
variables en cada HSF y se ha propuesto que estas diferencias pudieran contribuir
a la especificidad para oligomerizar, explicando asi la ausencia de heterotrimeros
cuando HSFs distintos son expresados en la misma célula (Clos et al., 1993,

Rabindran et al., 1993 y Sistonen et al., 1994).

En la mayoria de los HSFs identificados hasta ahora, a excepcion de los
HSFs vegetales de clase B, se encuentra otro bloque de repeticiones de
aminoacidos hidrofébicos cargados negativamente en el extremo carboxilo
terminal de la proteina (HR-C) y que esta implicado en la activacién de los HSFs
durante el choque térmico (véase mas adelante). En esta regién, los aminoacidos
hidrofdbicos si estdan muy conservados entre los HSFs animales, pero no en los
HSFs vegetales (Schoffl et al., 1998)).

Otras caracterisitcas presentes en casi todos los HSFs es la presencia de 2
grupos de aminoécidos basicos (K/R1) y (K/R2), adyacentes a los dominios de
union y oligomerizacion, respectivamente. Los analsis de secuencias de estos
dominios muestran una alta homologia con sefiales de localizacién nuclear, pero
sdlo en algunos casos han sido definidos funcionalmente. En el HSF2 de humano,
ambos motivos son necesarios para una importacion eficiente al nucleo en
condiciones de choque térmico (Sheldon y Kingston, 1993), mientras que en el
HSF1, tan sélo el motivo (K/R1) es necesario (Zuo et al., 1995). En plantas, los
HSFs de tomate Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 requieren Gnicamente el dominio (K/R2)

(Lyck et al., 1997). Recientemente se ha caracterizado en Lp-HSFA2 de tomate un
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motivo rico en leucina, situado en el extremo carboxilo terminal, que funciona

como una sefial de exportacion nuclear (NES) (Heerklotz et al., 2001).

La regidn carboxilo terminal es la menos conservada entre los HSFs y en ella
se encuentra el dominio de activacién. Segin la composicién de aminoacidos, los
dominios de activacion se clasifican en acidos, rico en glutaminas y ricos en
prolina (Tjian y Maniatis., 1994). La mayoria de HSFs de vertebrados, Drosophila y
plantas tienen dominios de activacién acidos con carga negativa y generalmente
también enriquecidos en residuos de prolina. La clase B vegetal representa una
excepcion ya que su dominio de activacion tiene carga positiva o neutra (revisado
en Nover et al.,, 1996). Todos los dominios de activacion de los HSFs estan
formados por unos motivos peptidicos cortos con un patréon caracteristico de
aminoacidos aromaticos, hidréfobicos y acidos, AHA (revisado en Nover y Scharf,
1997). Este patrén predice la formacion de hélices anfipaticas. Los motivos AHA
son los responsables del contacto con los componentes de la maquinaria basal de
transcripcion (Tjian y Maniatis., 1994). Se ha propuesto que estos contactos
contribuyen a la liberacidon de la ARN polimerasa pausasa. Asi, en Drosophila
melanogaster, la proteina de unién a la caja TATA (TBP, TATA Binding Protein)
interacciona con el HSF y con la ARN polimerasa 1l. La TBP pueden contribuir al
bloqueo de la ARN polimerasa Il. EI HSF libera a la polimerasa compitiendo con

ella por la unién a la TBP (Mason y Lis., 1997).

En plantas, el nimero de motivos AHA es variable, asi por ejemplo en
tomate, Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 contienen dos motivos AHA y Lp-HSFAS presenta
4 motivos AHA (Doring et al., 2000 y Barthi et al.,2000). En todos los motivos AHA
de estos tres HSFs de tomate, existe un residuo central de triptéfano esencial para
la activacion (Barthi et al., 2000 y Doring et al., 2000). Los estudios realizados con
los HSFs de tomate, Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2, mostraron que el contexto acidico
del dominio de activacion es esencial para la activacion por estos HSFs. Las
sustituciones de los residuos acidos del motivo AHA de Lp-HSFA2 por otros
residuos con carga negativa, no tuvo efecto en la activacion por Lp-HSFA2 de un

gen quimeérico con el promotor hsp17 de soja en experimentos de transactivacion
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en protoplastos. Unicamente el cambio de los residuos acidos a otros cargado
positivamente, abolié el potencial activador de Lp-HSFAZ2. Estos resultados
indicaban que la calidad de los residuos aromaticos e hidrofobicos deben ser
decisivas para el reconocimiento y la interaccién correcta con los componentes de
la maquinaria basal de transcripcion (Doring et al., 2000). Los diferencias en los
motivos AHA de los HSFs pudieran indicar interacciones especificas entre los

HSFs con diferentes factores transcripcionales generales (Barthi et al., 2000).

Diversidad de HSFs

En Saccharomyces cerevisae y en Drosophila melanogaster sélo se ha
identificado un unico HSF, mientras que en sistemas mientras que en animales
superiores y especialmente en plantas, varios HSFs han sido identificados. Por
ejemplo, en Arabidopsis se han identificado por el momento mas de 20 HSFs
distintos. Los HSFs vegetales han sido clasificados basandose en andlisis de
parsimonia de las secuencias de aminoéacidos de los dominios de unién y de los
dominios de oligomerizacién (Nover et al., 1996 y Barthi et al., 2000). De este
modo se han clasificado en 7 grupos multigénicos: cuatro de la clase A (A1, A2 A3
y A4) y tres de la clase B (B1, B2 y B3).

La gran diversidad de HSFs en los organismos complejos pudiera indicar la
especializacion de distintos HSFs en distintas sefiales de estrés y en su acién
conjunta con otros reguladores transcripcionales (revisado en Morimoto, 1998 y
Cotto y Morimoto, 1999). La especializacién funcional ha sido propuesta para
algunos HSFs animales y vegetales. Asi el HSF1 de ratén esta implicado en la
respuesta celular al choque térmico, de manera que los ratones deficientes en la
sintesis de HSF1 se desarrollan con normalidad hasta llegar a adultos, pero sus
genes de choque térmico no se inducen por calor, afectando la supervivencia del
raton a altas temperaturas (McMillan et al., 1998). El HSF2 se ha relacionado con
procesos de desarrollo ya que se activa durante la embriogénesis temprana y la
espermatogénesis en el raton (Mezger et al., 1994 y Sarge et al., 1994,

respectivamente). En plantas, se ha propuesto una especializacién funcional para
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el HSF3 de Arabidopsis thaliana basada en la termolerancia que presentan las

plantas que sobre-expresan ectépicamente el HSF3 pero no las que expresan el
HSF4 (Prandl et al., 1998).

La diversidad de HSFs en animales, se ve incrementada por procesamientos
alternativos (splicing) de algunos ARNm que dan lugar a isoformas distintas, como
es el caso del HSF1, el HSF2 y el HSF4 de ratén (Fiorenza et al., 1995, Goodson
et al., 1995 y Tanabe et al., 1999). Los niveles de expresién de cada isoforma
puede variar segun el tejido y cada isoforma de un mismo HSF pueden tener
diferentes actividades transcripcionales. Asi una isoforma del HSF4 actia como
represor de la transcripcion constitutiva de genes hsp y otra isoforma actua como
activador en la induccion por calor (Tanabe et al., 1999). Del mismo modo,
algunos HSFs vegetales de clase B no tienen capacidad de activacion
transcripcional aunque se unan a las secuecias con HSEs y se ha propuesto que
esto HSFs puedan funcionar reprimiendo la expresién de los genes hsp en

ausencia de estrés térmico (Czarnecka-Verner et al., 2000).

En plantas, la diversificacion de la expresion de los genes shsp puede
resultar ain mas compleja debido a la capacidad de oligomerizar entre distintos
HSFs de tomate de clase A. Esta caracteristica ha sido observada unicamente
entre los HSFs de clase A de tomate, probablemente debida a la presencia de una
insercion de 21 aminoacidos en su dominio de oligomerizaciéon que, como
comentamos anteriormente, sélo esta presente en esta clase de HSFs (Scharf et
al ., 1998 y Barthi et al., 2000).

Mecanismos de activacion reversible de los HSFs

La activacion de un HSF inducida por calor estd muy bien estudiada y
conservada en todos los organsimos. Los HSFs de Drosophila y de vertebrados
permanecen en estado monomérico en el nicleo y citoplasma en condiciones
normales de crecimiento. En esta forma inactiva del HSF como un mondmero, se

dan interacciones intramoleculares de las repeticiones hidrofébicas (HR-A/B) y
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(HR-C), por lo que el monémero es incapaz de unirse al ADN y activar la
transcripcion de genes hsp (revisado por Morimoto, 1998). Estas interacciones
intramoleculares de los HSFs son estabilizadas por la unién transitoria con
chaperonas como HSP70 y HSP90. Durante el chogue térmico, las interacciones
se rompen y el dominio de oligomerizacién (HR-A/B) interacciona con el dominio
de oligomerizacion (HR-A/B) de otro mondmero de HSF formanddse asi trimeros
activos de HSFs que son capaces de unirse al ADN (Wu, 1995, Shoffl et al.,
1998).

La activaciéon de los HSFs induce su unién al ADN vy la transcripcion de los
genes hsp. La alta acumulacién de proteinas HSP provocan la atenuacién de la
respuesta al choque térmico mediante la regulacion negativa de la actividad del
HSF. Algunas chaperonas como HSP70 y HSP90, se unen al trimero de HSF y
éste se disocia para dar lugar de nuevo al estado mondmerico inactivo (Cotto y
Morimoto, 1999, Shoffl et al., 1998) Otras proteinas llamadas proteinas de union al
HSF, HSFBP (Heat Shock Factor Binding Protein), han sido identificadas en
sistemas animales y también participan en la regulaciéon negativa de la actividad
del HSF uniéndose tanto al trimero de HSF como a las proteinas chaperonas
asociadas a él (Satyal et al., 1998). Un HSF in vitro es capaz de cambiar de
conformacion y unirese al ADN en un choque térmico, por lo que el propio HSF

pudiera actuar como un sensor directo del estrés térmico (Zhong et al., 1998).

Sin embargo, la unién al ADN no parece ser suficiente para la activacion
transcripcional de promotores shsp ya que por ejemplo en Saccharomyces
cerevisae, su unico HSF esta inactivo y unido constitutivamente al ADN (Sorger y
Pelham., 1988). La activacion de un HSF es un proceso muy complejo que puede
estar regulado en multiples pasos, antes y después de la unién a las secuencias
HSEs. Asi por ejemplo, la importacion nuclear representa un nivel en el que la
activacion transcripcional de un promotor por un HSF puede estar regulado. Una
de las interacciones funcionales observadas entre HSFs vegetales de clase A esta
relacionada precisamente con el importe nuclear. En plantas, mediante técnicas

inmunoldgicas usadas en protoplastos de tabaco transformados con un plasmido

18



l. Introduccidén

que expresa el ADNc de Lp-HSFAT1, se observé que en condiciones normales de
crecimiento, este HSF se distribuye entre el nucleo y el citoplasma. Tras un
choque térmico, la distribuciéon de Lp-HSFA1 se convierte en nuclear. La
impotacién al ntcleo de Lp-HSFA1 requiere la integridad de su dominio (K/R2).
Los mismos experimentos realizados con Lp-HSFA2 revelaron que este HSF
permanece en el citosol tanto en condiciones normales como en el choque térmico
(Lyck et al., 1997). En presencia de Lp-HSFA1 con el dominio (K/R2) funcional,
Lp-HSFA2 es importado eficientemente al ndcleo a temperaturas control y mas
acusadamente durante el choque térmico. El importe nuclear de Lp-HSFA2
asistido por Lp-HSFA1 también requiere la integridad del motivo (K/R2) de Lp-
HSFA2, ya que las mutaciones en este motivo impiden su importacion nuclear
incluso en presencia de Lp-HSFA1. (Scharf et al., 1998). El analisis de las
interacciones fisicas de ambos HSFs mediante el sistema del doble hibrido en
levaduras y experimentos de coinmunoprecipitacion, determinaron que tanto los
motivos (K/R2) como los dominios de oligomerizacién (HR-A/B) de ambos HSFs

son necesarios para dicha interaccion.

La importacion al nicleo también puede estar regulada por mecanismos
independiente del estrés térmico. En Drosophila, la expresién de proteinas HSP70
resulta en una mayor tolerancia al choque térmico, sin embargo, en los estadios
tempranos del desarrolio del embriéon donde existe una alta tasa de division
nuclear, la presencia de estas proteinas causan efectos negativos para el
crecimiento celular. Por ello, muchos otros organismos al igual que Drosophila han
desarrollado un mecanismo para restringir la transcripcion de los genes hsp70 en
las fases temprana de la embriogénesis. El bloqueo de la entrada nuclear del HSF
de Drosophila en estas etapas del desarrollo embrionario, incluso tras un choque
térmico, es la causa de dicha restriccidn transcripcional. En las etapas mas tardias
de la embriogénesis y en aquellos tipos celulares donde se induce la expresion de
los genes hsp70, el HSF entra en el ndcleo en ausencia de estrés. Por lo tanto, en
Drosophila, el transporte del HSF esta regulado por el estadio del desarrollo y por

el tipo celular y es independiente del estrés térmico (Wang et al., 1998).
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El estado de fosforilacion de los HSFs también puede modular su potencial
transcripcional. En células de mamiferos, tanto los tratamientos de choque térmico
como la exposicidn a substancias, tales como el salicilato sddico, induce en
ambos casos la formacién de trimeros activos del HSF1 que se unen a las
secuencias HSE. Sin embargo, los andlisis de transcripcion nuclear in vitro (run
on) mostraron que solo los HSFs inducidos por estrés térmico eran capaces de
activar la transcripcion del gen hsp70, mientras que los HSFs inducidos por
salicilato eran transcripcionalmente inertes. La comparacion en los patrones de
fosforilacion de ambas formas inducidas de HSFs revelaron que el HSF1 inducido
por calor presentaba un nivel de fosforilacion mayor que los HSFs inducidos por
salicilitatos. Estos estudios indicaron que la fosforilacién inducida por calor ocurre
posteriormente a la unién del trimero activo a las secuencias de ADN y que dicha
fosforilacion esta correlacionada con el potencial transcripcional del HSF (Cotto et
al., 1996). Otros estudios posteriores mostraron que al menos 4 residuos de serina
/treonina eran fosforilados en el HSF1 de humanos durante el choque térmico y
esta fosforilacion ademas de potenciar la actividad transcripcional del HSF, reduce
la tasa de disociacion del trimero después del choque térmico, prolongando la
actividad del HSF (Xia y Voelimy, 1997).

Se han descrito interacciones de los HSFs con distintos componentes de la
maquinaria basal de transcripcion tanto en sistemas animales como en vegetales.
Asi por ejemplo, el HSF1 de humanos interacciona con los factores TFIIA y TFIIB,
asi como con los factores asociados a la caja TATA, TAF,32 y TAF,55 (Yuan y
Gurley, 2000). Como comentamos anteriormente, la interacciéon entre el HSF de
Drosophila melanogaster y la proteina de unién a la caja TATA también ha sido
descrita ( Tata Binding Protein, TBP) (Mason y Lis, 1997). En plantas, el HSF1 de
Arabidopsis interacciona in vitro con la TBP (Reindl y Schoffl., 1998). Los
contactos entre los HSFs y los componentes de la maquinaria basal de
trnascripcion, pueden ser diferentes dependiendo de la conformacién que adopte
un HSF unido al ADN, segun la disposicién espacial de los pentanucleétidos en
las regiones con HSEs. Asi por ejemplo, en levaduras, su Unico HSF es capaz de

unirse, in vitro, con la misma afinidad al promotor CUP1 que a un promotor CUP1
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modificado en el que se ha aumentado el nimero de pentanucledtidos consenso
para la unién de los HSFs. Sin embargo, la expresion de un gen reporter
conducido por el promotor CUP1 modificado fue mucho mayor que la actividad del
reporter conducido por el promotor nativo CUP1 en la respuesta al calor. EI HSF
de levadura unido al promotor CUP1 mostré diferente sensibilidad a la digestion
por quimiotripsina que el HSF unido al promotor CUP1 modificado, indicando que
el HSF adoptan una conformacion distinta segun la secuencia de ADN a la que se
unen (Santoro et al., 1998). Por lo tanto, la arquitectura y la disposicion espacial
de los nucledtidos en las regiones con HSEs representan otro nivel de regulacion

transcripcional de los genes shsp.
Regulacién traduccional durante el choque térmico

Durante un choque térmico, la transcripcién de la mayoria de los genes se
detiene y los que han sido ya transcritos no son traducidos, aunque tampoco son
degradados. Por el contrario, el choque térmico induce la transcripcion de los
genes hsp y se estimula la sintesis de proteinas HSP (véase Duncan, 1996 y
Vaida et al., 1998). Por lo tanto, el aumento en las proteinas de choque térmico se
debe tanto a una mayor transcripciéon de sus ARNms como a una eficiente
traduccién de los mismos. La mayor traduccion del ARNm de los genes hsp
puediera deberse bien a una induccion especifica de la traduccion o a un escape
de la represion traducional a la que se ven sometidos el resto de la poblacion de
ARNm. La mayor abundancia de los transcritos de ARNm hsp, inducidos por calor,
podrian ser la causa del escape de la represién traduccional. Sin embargo, los
estudios realizados por Klemenz et al., demostraron que el aumento de los ARNm
transcritos a partir del promotor del gen hsp70 de Drosophila, en un choque
térmico, no eran suficientes para la traduccion de los ARNm y que la region 5°'UTR
del gen hsp70 eran necesarios para la traduccion preferencial (Klemenz et al,,
1985). En este trabajo se fusiond el gen de la alcohol hidrogenasa (Adh), que no
es inducido por calor, al promotor del gen hsp70 de Drosophila. La activacion
transcripcional del promotor como consecuencia de un choque térmico, resulté en

una alta acumulacion de los ARNm correspondientes al gen Adh. Sin embargo
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estos mensajeros no fueron traducidos. El mismo experimento realizado con una
fusion similar a la anterior, pero conteniendo la regién 5°'UTR del gen hsp70
resulté en una traduccion eficiente de los ARNm quiméricos. Otras observaciones
tanto en sistemas animales como en plantas indicaban la participacién de las
regiones 5°'UTR de los genes hsp para la traduccién selectiva de los ARNm
durante el choque térmico, pero se desconocia como actuaba la region 5°UTR
(Klemenz et al., 1985, McGarry y Lindsquist., 1985, Shoffl et al., 1989 y Pitto et al.,
1992). En la region 5°UTR del gen hsp70 de Drosophila, existen dos regiones
situadas en la mitad y en el extremo 5°que estan muy conservadas. La delecion de
ambas regiones resulta en una perdida de la traduccién en el choque térmico, sin
embargo, el mantenimiento de una de ellas permite la traduccién preferencial.
Estos resultados pudieran indicar la redundancia en la funcién de estos dos
motivos (Hultmark et al., 1986 y McGarry y Lindquist, 1985). La dependencia de
estas regiones para la traduccién preferencial sugiere la paticipacion de factores
en trans que interaccionarian con dichas secuencias delecionadas. Hasta hoy, no
hay ninguna evidencia que demuestre la unién especifica de factores nucleares a
los ARNm transcritos durante el calor (Hess y Duncan., 1994). En general, las
secuencias de las regiones UTR de los genes hsp son muy ricas en A-U (adenina
y uracilo). Esto hace las estructuras secundarias que se forman en el ARNm sean
muy inestables. Se ha propuesto que ésto pudiera ser una de las razones por la
que los ARNm sintetizados en el choque térmico sean traducidos de forma

eficiente. (Hess ef al., 1996).

La inhibicion global de la sintesis de proteinas durante un choque térmico
provoca cambios en el estado de fosforilacién de los factores generales de la
traduccion que son los que reconocen la caperuza que esta unida en el extremo 5°
de los ARNm (cap, m’GpppN). Asi por ejemplo, se ha observado que la
defosforilacion del factor elF-4E media el arresto traducional (Lampher y Panniers,
1991). De esta forma, la inactivacion del complejo de unién al cap inhibe la
traduccion de la mayoria de los ARNm celulares. Sin embargo, los ARNm hsp no
parecen requerir de la maquinaria de reconocimiento del cap para la traduccion.

Mas aun, la expresion de un ARN antisentido del factor elF-4E en células Hela,
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reduce la sintesis de proteinas a excepcion de proteinas como HSP90, HSP70,
HSP60 y HSP27, cuya sintesis no se ve afectada (Joshi-Barve et al., 1992). Los
ARN de origen viral tanto de plantas como de animales, no contiene cap y en el
inicio de la traduccién independiente del cap, los ribosomas se unen a regiones
internas del 5°UTR. alLa destruccién de los factores de iniciacion de la traduccion
es una estrategia que siguen los virus animales para bloquear la sintesis de
proteinas del hospedador y continuar la traducién de proteinas virales. Una
situacion similar es encontrada en los virus de plantas. Las regiones 5°'UTR de los
virus no contiene cap y los ribosomas se unen a regiones internas para el
comienzo de la traduccién. Los genes quiméricos conteniendo un motivo
identificado en el virus del mosaico del tabaco, el motivo Q, son traducidos
eficientemente durante el choque térmico (Gallie y Walbot, 1990). Otra secuencias
de virus vegetales que median la traduccién independiente del cap, han sido
identificadas (Turner et al., 1994, Carrington y Freed, 1990, Futterer y Hohn, 1991
y Zijlstra y Hohn, 1992).

Una evidencia de que la traduccién de los ARNm hsp pudiera ser similar a la
de los ARNm virales fue la insercién de las regiones 5’'UTR de las proteinas de
choque térmico BiP (proteina de unién a la cadena pesada de la inmunoglobulina)
y GRP (proteina regulada por glucosa) entre dos cistrones, demostrandose que la
traduccidn era iniciada internamente (Macejak y Sarnow, 1991). El sitio de unién
interno para los ribosomas en los polivirus es una secuencia complementaria al
ARNr 18S. Joshi y Nguyen, recopilaron las secuencias de 139 regiones 5'UTR de
genes hsp y analizaron tanto la longitud de estas regiones, como el contenido en
GC y la presencia de motivos complementarios a una region conservada del ARNr
18S. Ni la longitud ni el contenido en GC fueron claramente una caracteristica
exclusiva de genes hsp. La comparacién con regiones de secuencias presentes
en el ARNr 18S, revelo la existencia de numerosos motivos distintos en las
regiones 5°'UTR de los genes hsp. Esta variedad de motivos pudiera indicar que el
mecanismo de entrada del ribosoma podria ser especifico para cada gen o familia
de genes hsp. Algunos de estos motivos también fueron encontrados en regiones

5'UTR de algunos genes que no pertenecen a la familia hsp. Quizas la utilizacion
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de estos motivos como entrada interna del ribosoma requiera la presencia de
ARNm recién transcritos que no tengan el cap, es decir, de los ARNm recién
sintetizados en la respuesta al calor (Joshi Y Nguyen, 1995). En definitiva, los
aspectos estructurales de los ARNm hsp responsables para la traduccion
preferencial no estan atin muy claros y el modelo propuesto para el inicio de la

traduccion interna de estos ARNm requiere mas evidencias experimentales.

Objetivos y relevancia de esta tesis.

Los objetivos de esta tesis estan centrados principalmente en el estudio de la
regulacion de los genes Ha hsp17.7G4y Ha hsp17.6G1 durante la embriogénesis
zigotica. En el caso del gen Ha hsp17.7G4, intentamos definir los mecanismos de
regulacion, tanto transcripcionales como traducionales, durante el desarrollo
embrionario que difieren de la regulacién de la expresiéon de este gen en la
respuesta al calor. El estudio de la regulacion traducional del gen Ha hsp17.7G4
ha sido realizado mediante la obtencidén de plantas transgénicas portadoras de
distintos genes quiméricos. En este trabajo se ha optimizado un sistema de
expresion transitoria por bombardeo de microparticulas de oro cubiertas de ADN.
Este tipo de ensayo nos ha permitido complementar el estudio de la regulacién
transcripcional de la expresiéon de genes quiméricos con secuencias de
promotores de los genes Ha hsp17.7G4 y Ha hsp17.6G1, realizado previamente
en plantas transgeénicas de tabaco (Coca et al., 1996, Almoguera et al., 1998 y
Carranco et al., 1999).

Los factores transcripcionales ensayados en este trabajo (ABI3 y HSFs de
tomate) estan muy conservados entre las distintas especies vegetales. Dado que
en girasol estos factores aun no estan identificados, la utilizacién de factores
heterdlogos, previamente caracterizados de forma muy detallada, ha sido una

alternativa atil para el estudio de la regulacion transcripcional de estos genes.
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1. Materiales y Métodos

1. Material bioldgico.
1.1. Material vegetal.
1.1.1. Especies vegetales.

Se han empleado plantas de girasol (Helianthus annuus L. cv. Sunweed)
procedentes de semillas proporcionadas por Rhone-Poulenc Agrochimie. Para los
experimentos de transformacion de plantas se usaron discos de hojas obtenidos a
partir de brotes de tabaco (Nicotiana tabacum var. Xanthi). Los protoplastos fueron
obtenidos a partir de Nicotiana plumbaginifolia.

1.1.2. Esterilizacion de semillas.

Antes de la germinacidn, la superficie de las semillas tanto de girasol como de
tabaco se esterilizaron mediante lavados sucesivos en etanol al 70% (1 min.), en
hipoclorito sédico 2% con una gota de Tritdn X-100 (30 min.) y finalmente, varios
lavados en agua destilada estéril. Las semillas esterilizadas de tabaco silvestre se
colocaron en cajas Petri con medio MS (Murashige y Skoog, 1962), y las de las
plahtas transgénicas en medio MS + kanamicina 300 yg/mL (MSK). Se incubaron en
camaras de cultivo con iluminacién y temperatura controladas (16 h de luz, 25°C; 8 h
de oscuridad, 20°C).

Medio MS: 100 ml/l Macronutrientes MS x 10; 10 ml/l Micronutrientes MS x 100; 10 ml

Vitaminas MS x 100; 5 mil Solucién de hierro MS x 200; 30 g/l sacarosa; 0.1 g/l mio-

irgqfsito)l. Se ajusta el pH a 5.8 con NaOH 1 M. Para medios sélidos se anade 8 g/l agar
ifco).

g\nacronutrientes MS x 10: 16.5 g/l NH4NQO3; 19 g/l KNO3; 4.4 g/l CaClo-2H20; 3.7 g/l

MgSO4-7H20; 1.7 g/l KH2PO4.

Micronutrientes MS x 100: 0.62 g/l H3BO3; 2.23 g/l MnS04-4H20; 0.86 g/l ZnSO4-

4H20; 0.083 g/t KI; 0.025 g/l NapMoO4-2H20; 2.5 mgl CuS04-5H20; 2.5 mgh CoCl2-

6H20.

Vitaminas MS x 100: 0.1 g/l &cido nicotinico; 0.1 g/l piridoxina HCI; 0.02 g/l tiamina-HCL.
Solucion de hierro MS x 200: 7.46 g/l NagEDTA; 5.56 g/l FeSO4-7H20. El Na2EDTA se

disuelve en agua, se afade el FeSO4-7H20 y se calienta a 100°C durante 2 6 3 min.. Se
guarda en oscuridad a 4°C.

1.1.3. Cultivo in vitro.

La manipulacion del tejido vegetal en condiciones estériles se realizé en una
cabina de flujo de aire horizontal, con medios esterilizados por autoclave, y pinzas y
bisturies esterilizados por calor. El material vegetal se cultivd en camaras con ia
iluminacién y la temperatura controladas (véase 1.1.2). El cultivo in vitro ha sido
empleado para la propagacién vegetativa de plantas de tabaco, transformacion,
regeneracion y propagacion de las plantas transgénicas, estudios de la segregacion
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de la F1 de las plantas transgénicas en medio selectivo y estudios de respuesta en
germinulas a tratamientos con acido abscisico (ABA). El medio base utilizado fue
MS. Los medios se esterilizaron mediante autoclave a 120°C y 1 atmésfera de
sobrepresiéon durante 20 min.. Los antibidticos se afiadieron una vez enfriado el
medio a 50-55°C. Se utilizaron cajas Petri y contenedores Magenta (Sigma).

1.1.4. Cultivo de plantas.

Las plantas de girasol y tabaco se cultivaron en camaras con luz, temperatura y
humedad controladas. Se sometieron a un régimen de 16 h. de luz a 25°C y 8 h. de
oscuridad a 20°C, con una humedad relativa constante del 80%. Se cultivaron en
macetas en una mezcla 4:1 de turba y perlita. Las plantas transgénicas de tabaco
originales, obtenidas tras la transformacién de discos de hojas, se cultivaron en medio
MSK hasta su completo enraizamiento. Posteriormente se traspasaron a macetas
donde se cultivaron en las condiciones anteriormente descritas.

1.1.5. Tratamientos del material vegetal.
1.1.5.1. Tratamientos con acido abscisico.

Las semillas procedentes de las plantas transgénicas de tabaco, tras
esterilizarlas como se describe en el apartado 1.1.2, se germinaron en MSK.
Después de 15 dias, las germinulas resistentes a kanamicina se pasaron a placas
conteniendo MSK (germinulas control) o en medio 100 yM de ABA en MSK
(germinulas tratadas con ABA) durante 4 dias. Después del tratamiento, el material
fue congelado inmediatamente en N, liquido. Las muestras se guardaron a —80°C
hasta su procesamiento.

1.1.5.2. Tratamientos de estrés térmico.

Las plantas transgénicas de tabaco que se iban a someter a tratamientos de
choque térmico se cultivaron hasta alcanzar un tamafo de 15 a 20 cm. Al alcanzar
dicho tamario cada planta se corté en dos mitades, y ambas se cultivaron de forma
que regeneraron la raiz o el tallo perdido. De esta forma se obtuvieron dos plantas
clonicas: una de ellas se sometié al correspondiente tratamiento y la otra se utilizd
como control. Las plantas adultas de tabaco se regaron antes de empezar cada
tratamiento. Las plantas se sometieron a tratamientos de choque térmico de 42°C
durante 2 h. y media en camaras iluminadas y con una humedad relativa del 80%.
Inmediatamente tras el tratamiento, se recogieron muestras de tallo de la zona
proximal al meristemo apical y muestras de hojas y se congelaron en N,. Las
muestras se guardaron a —80°C hasta su procesamiento.
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1.2. Estirpes usadas.
Las estirpes empleadas en este trabajo son las siguientes:
1.2.1.Bacterias.

Escherichia colr.

-XL1-Blue cuyo genotipo es recA1 endA1 gyrA96 thi hsdR17 supE44 relA1
lac {F'proAB lacdlqg ZDM15Tn10(tetR)}. (Bullock et al., 1987). Esta estirpe se usé
para la transformacioén y la multiplicacién de plasmidos

-BL21(DES3), cuyo genotipo es hsdS gal (Aclts857 ind1 Sam7 nin5 LacUV5-
T7 genel (Studier et al,1986). La estirpe BL21(DE3) se usé para la obtencion de
proteinas recombinantes. Esta estirpe proporciona unos altos niveles de expresion
de genes clonados en vectores bajo el promotor del bacteriéfago T7. El gen de la
polimerasa de ARN del bacteriéfago T7 esta integrado en el cromosoma de esta
estirpe y su expresion es inducida por IPTG (Isopropiltio-B-D-galactésido).

Ambas bacterias se cultivaron en medio LB a 37°C. Para la seleccién de
bacterias portadoras de plédsmidos, el medio se suplementd con 50 mg/L de
ampicilina o 100 mg/L de kanamicina.

-Agrobacterium tumefaciens

LBA4404. Esta estirpe lleva el plasmido Cr (criptico), pAL4404 en el fondo
cromosomico C58-C9 (Hoekema et al., 1983).

La estirpe de A. tumefaciens LBA4404 se ha empleado para la transformacion
de discos de hoja de tabaco. Esta estirpe se cultivé a 28°C en medio YEP
suplementado con 250 mg/L de estreptomicina. Las bacterias transformantes se
seleccionaron en medio normal de cultivo suplementado con 100 mg/L de
kanamicina.

Medio LB: 10g/L bactotriptona, 5 g/L extracto de levadura y 10 g/L NaCl pH 7,0.
Medio YEP: 10g/L bactotriptona, 10 g/L extracto de levadura y 5 g/L NaCl pH 7,0.
Para preparar medio sélido se afiade (en ambos casos) 15 g/L de agar bacterioldgico.
IPTG: Se prepara una solucién 100mM en H,O destilada.

1.2.2. Levaduras.
Las estirpes de levaduras usadas en este trabajo son las siguientes:

-RSY4 ( haploide), derivada de la estirpe diploide RY10 y cuyo genotipo es
MAT a/a ade2/ade2, ade6, cani1/cani, his3, 11, 15/ his3, 11, 15, leu2-3, 112/ leu2-3,
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112, trp1-1/ trp1-1, ura3-1/ ura3-1) (Boscheinen et al.,1997). Esta estirpe tiene
delecionado el gen que codifica para el factor de transcripcion HSF1, Sc-HSF1. La
delecion se hizo introduciendo el plasmido pRS303 (His) que contenia fragmentos
5y 3’el gen HSF1 de Sacharomyces a ambos lados del gen de la histidina. La
recombinaciéon homdloga y la introduccion de esta casette en el locus hsf1 resulta en la
escision del 71.4% de la region codificante.

Antes de la disrupcion del gen Sc-hsf1, la estirpe es transformada con un
plasmido expresando el ADNc de Sc-hsfl y permitiendo asi la viavilidad de ka
levadura. El marcador de este plamido es uracilo, permitiendo la contraseleccion de
las estirpes que lo han perdido creciéndolas en medio con FOA, un analogo de
pirimidina. Antes de la contraseleccion, estas estirpes son tranformadas con los
plasmidos que expresan los HSFs de tomate. El crecimiento en FOA vy la viabilidad
de esta nueva estirpe dependra de si el HSF de tomate es capaz de reemplazar d
endogeno de Sacharomyces. (Boschein et al.,1997).

Esta estirpe se uso para el estudio de la transactivacién del promotor Ha
hsp17.6 G1 por distintos HSFs de tomate.

-HF7c, cuyo genotipo es MATa, ura3-52, his3-200, lys2-801, ade2-101, trp1-
901, leu2-3,112, gal4-542, gal80-538, LYS2::GAL1-HIS3, URA3:(GAL4 17-
mers),-CYC1-lacZ (Feilotter ef al., 1994) Esta estirpe fue usada para el estudio de la
interaccion fisica de ABI3 y Lp-HSFAT1.

FOA: Acido 5 fluoroacético. Las placas se preparan afiadiendo FOA a una concentracion
de 1Tmg/mL de medio.

2. Transformacion y obtencion de plantas transgénicas.
2.1. Preparacion de células competentes de A. tumefaciens.

Se ha seguido el protocolo de Holsters et al. (1978). Con una colonia de la
estirpe de A. tumefaciens apropiada se inoculan 5 mL de medio YEP y se incuba a
28°C durante la noche. Con 2 mL de este cultivo se inoculan 80 mL de medio, y se
cultiva a 28°C hasta D.O_ _=0.5-1. Se recogen las células por centrifugacion a 3000

gy 4°C durante 10 min. y se resuspenden en 1.6 mL de 20mM CacCl2 frio. Las

células se dispensan en alicuotas de 100 uL y se guardan a -80°C o se usan
inmediatamente.

2.1.1. Transformacion de A. tumefaciens.
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A 100 pL de células competentes se les afade al menos 1 yug de ADN
plasmidico, en un volumen menor de 10 uL, y se congelan en nitrégeno liquido. A
continuacion, se descongelan a 37°C durante 5 min., y se anade 1 mL de medio
YEP. Se incuban a 28°C con agitacion suave durante 3 h. y se extienden en cajas
Petri con el medio de seleccion apropiado.

2.1.2. Transformacion de plantas de tabaco via Agrobacterium
tumefaciens.

En este trabajo se han transformado plantas de tabaco con distintas fusiones
traducionales y transcripcionales del promotor del gen Ha hsp17.7G4 al gen que
codifica la B-glucuronidasa (gus). El método utilizado para transformar plantas de
tabaco fue el descrito por Horsch et al. (1985).

2.1.3. Preparacion de las células de A. tumefaciens.

Se inocula una colonia de A. fumefaciens portadora de la construccion a
introducir en plantas, en 50 mL de medio YEP suplementado con 100 ug/mL de
kanamicina y 100 pg/mL de estreptomicina. Se cultiva a 28°C durante 48 h. con
agitacion. Posteriormente, las células se centrifugan a 3.500 rpm durante 20 min. y se
resuspenden en 25 mL de medio MS sin antibidticos, y en condiciones de
esterilidad. De esta forma, las células estan preparadas para la transformacion.

Medio YEP: 5g/L de extracto de levadura, 10g/L. de NaCl y 10g/L de pectona.
2.1.4. Transformacion de discos de hoja de tabaco.

Se requieren plantas silvestres de tabaco crecidas in vitro en condiciones de

esterilidad. Las hojas de plantas jovenes (3-4 semanas) se cortan en trozos de 1 cm2
aproximadamente, eliminando el nervio central. Los discos de hojas se sumergen en
el cultivo de A. tumefaciens en medios MS preparado para la transformacion durante
5 min. Posteriormente, estos discos de hoja se colocan con el haz hacia arriba en
placas Petri con de medio MS y se incuban 5 dias en la cdmara de cultivo. El quinto
dia, los discos de hoja son traspasados a medio MS con antibidticos, 250 pyg/mL de
carbenicilina o cefotaxina (para eliminar las bacterias) y 50 pyg/mL de kanamicina (para
seleccionar brotes transgénicos). A los 15-20 dias empiezan a proliferar los callos y
posteriormente brotes de plantas (30 dias aproximadamente).

Medio MS: 100 mL/L Macronutrientes MS x10; 10 mL/L Micronutrientes MS x100; 10

mL Vitaminas MS x100; 5 mL/L Solucién de hierro MS x200; 30 g/L Sacarosa; 0.3 mg/L

Tiamina-HCI; 2 mg/L. 6-Benzil-aminopurina (6BA); 0.01mg/L acido naftaleno acético (NAA).

(sz ajl)Jsta el pH a 5.6 con NaOH 1M. Se ahade 0.1 g/L de Mio-Inositol y 10g /L agar
ifco).
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Reguladores de crecimiento: NAA y 6BA se preparan como soluciones
concentradas a 1 mg/mL, disolviendo las hormonas en un pequefio volumen de NaOH 1M
y anadiendo después agua hasta el volumen final.

2.1.5. Seleccion de transformantes: enraizamiento y propagacion.

Se cortan los brotes de plantas y se traspasan a contenedores Magenta con
medio de enraizamiento MS con kanamicina 100 pg/mL y carbenicilina 250 ug/mL.
Se consideran falsos transformantes aquellos incapaces de enraizar en medio
selectivo.

Las plantas se mantienen en cultivo in vitro en cadmaras hasta que alcanzan una
atura de 5-15 cm, momento en el que se traspasan a macetas con tiera,
acondicionandolas al cambio de humedad con bolsas de plastico, y cultivandolas en
una camara de cultivo hasta su desarrollo completo. - ~

3. Presencia y numero de copias del transgén.

Las plantas de tabaco fueron analizadas para comprobar si eran transgénicas y
determinar cuantas copias del transgén tenian integradas en su genomio.

3.1. Presencia.

Por razones que desconocemos, las plantas transgénicas que contienen el gen
quimerico con el promotor del gen Ha hsp17.G4, se expresan constitutivamente en
los tricomas de dichas plantas. Nos hemos servido de este fendmeno para detectar
tanto la presencia como la expresion del transgén. Asi, una vez traspasadas las
plantas a fierra, le cortamos un trozo de peciolo y analizamos histoquimicamente ka
acumulacion de la proteina GUS en los tricomas.

3.2. Numero de copias.

Las flores de las plantas transgénicas fueron autofecundadas. Se sembraron
unas 100 semillas de cada planta en medio MS con kanamicina (300 mg/L) después
de esterilizarlas. El recuento de los segregantes (F1) resistentes a kanamicina nos
permitié determinar si eran o no transformantes y el nimero de copias del transgén.

4. Analisis de la actividad GUS de las plantas transgénicas.

Se realizaron ensayos de la actividad GUS de las plantas transgénicas
obtenidas tanto histoquimicos, para localizar la actividad GUS, como fluorimétricos
para cuantificarla.

4.1. Deteccidén histoquimica de la actividad GUS.
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Este protocolo fue descrito inicialmente por Jefferson et al. (1987) y se basa en
la capacidad de la B-glucuronidasa para utilizar el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-
D-glucurénido (X-Gluc), que es incoloro, y transformarlo en dicloro-dibromoindigo
(CIBr-indigo), que es de color azul intenso e insoluble. Este compuesto final precipita
inmediatamente tras su formacién, lo que nos permite localizar dénde se ha dado la
reaccion. Hemos realizado ensayos histoquimicos de cortes de tallos para ver la
tincion de los tricomas. Todas las muestras se pusieron en tampén fosfato sédico 50
mM pH 7. A continuacion, se sustituyd este tampén por tampon de reaccion, se
infiltrd unos seg. con vacio y se incubd a 25°C en oscuridad durante 16 h. Una vez
transcurrido este tiempo se pard la reaccién y se fij6 la tincion del material. Para ello se
incubd el material durante 10 min. a temperatura ambiente en tampén de fijacion, 2
min. en etanol al 50%, y otros 2 min. en etanol al 70%. El material se conserva en
etanol al 70% durante meses sin cambios apreciables.

Tampoén de reaccion: 1 mM X-Gluc; 50 mM fosfato sodico pH 7; 10 mM EDTA; 0,1 mM
ferrocianida de potasio; 0,1 mM ferricianida de potasio; 0,1% tritdn X-100.

El X-Gluc se prepara en una solucién 10 mM en N'N’-dimetilformamida y se guarda a
-20°C. :

Tampon de fijacion: 10% formaldehido, 20% de etanol y 5% acido acético.

4.2. Cuantificacion de la actividad p-glucuronidasa (GUS) por
fluorimetria.

Este procedimiento descrito inicialmente por Jefferson et al. (1987) se basa en
la hidrolisis del substrato 4-metilumbeliferil B-D-glucurénido (MUG) por la enzima
GUS. Esta enzima transforma el MUG en &cido glucurénido y MU. El producto MU
es fluorescente, con un maximo de excitacion a 365 nm y un maximo de emisiéon a
455 nm y alcanza su maxima fluorescencia cuando el grupo hidroxilo esta ionizado. La
lectura del fluorimetro nos indica la cantidad de MU formado y, por lo tanto, la actividad
GUS presente en la muestra analizada.

4.2.1. Extraccion de proteinas.

El material, recolectado y congelado inmediatamente en nitrégeno liquido, se
guardd a -80°C hasta su procesamiento. El material se trituré en N2 liquido con un
mortero hasta convertirlo en un polvo fino y se homogeneizé con un volumen de
tampon de extraccion. Se eliminé el material insoluble centrifugando las muestras a
13.000 g durante 5 min. a temperatura ambiente y recogiendo el sobrenadante. Las
muestras se pueden conservar a 4°C 6 a -80°C durante periodos mas largos
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Tampdn de extraccion: 50 mM tampdn fosfato sédico pH 7; 10 mM EDTA pH 8; 0.1%
SDS; 10 mM 3-mercaptoetanol; 1% triton X-100.

4.2.2. Cuantificacion de las proteinas de los extractos.

La concentracion de proteinas de los extractos se determindé mediante el
método descrito por Bradford (1976).

4.2.3. Reacciones fluorimétricas.

Se mezclaron 5 uL de extracto de proteinas con 175 uL de tampdn de
extraccion y se preincubd hasta alcanzar los 37°C. La reaccion se inicid afiadiendo 20
uL de solucion 10 mM MUG disuelta en tampodn de extraccion y agitando. Las
reacciones se llevaron a cabo durante 30 min. a 37°C para cada muestra. Transcurrido
el tiempo de reaccion se afiadieron 0.8 ml de 0.2 M NaoCO3 para parar la reaccion.

4.2.4. Medidas fluorimétricas.

Las medidas fluorimétricas se tomaron con un fluorimetro TKO 100 (Hoefer
Scientific Instruments) que excita a una longitud de onda de 365 nm y lee a 455 nm.
Para cada medida se utiliz6 todo el producto de la reaccién fluorimétrica, diluyendo las
muestras en tampdn 0.2 M Na2CO3 en caso necesario.

Para saber la concentracién de MU correspondiente a la medida obtenida con el
fluorimetro se preparé una recta patrén diluyendo 0, 2, 10, 25, 50, 100, 150 y 200
nM de 4-MU en 0,8 ml de NapCO3 0,2 M y afiadiendo tampén de extraccion hasta
1 ml.

Nota: El producto 4-MU (Sigma) se disuelve en DMSO y se afiade NapCO3 0,2 M, hasta

alcanzar una concentracion 1 4M de 4-MU. Esta solucion se puede conservar 4°C en
oscuridad por unos dias. A partir de ella se prepara la recta patrén cada vez que se vayan
a medir muestras.

4.2.5. Calculo de la actividad B-glucuronidasa (GUS).
La actividad GUS se mide como pmoles 4-MU/ mg proteina x min..
5. Expresidn transitoria mediante el bombardeo de microparticulas.

Estos experimentos se han realizado basicamente segun se describe en Bobb
et al. (1995), optimizando las condiciones para el uso de embriones de girasol.

5.1. Formacion de agregados ADN-oro.
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Se ha seguido el método descrito por Chern et al. (1996), con algunas
modifcaciones.

5.1.1. Preparacion de las particulas de oro.

Unos 60 mg de particulas de oro de 1.6um de diametro, se lavan 3 veces con

1 mL de etanol 100%, sonicando 30 seg. tras cada lavado y centrifugando después
a 5000 g durante 20 seg. Se hace un dltimo lavado con 1 mL de H20 y se

centrifuga igual que antes. Se resuspende en H20 para obtener una concentracion
final 60 mg/mL y se mantiene guardado a 4°C.

5.1.2. Preparacion de los precipitados ADN-oro.

En este trabajo, en cada experimento de bombardeo se han realizado 5
disparos con cada precipitado ADN-oro. A continuacién se describe la preparacion
de precipitados ADN-oro suficientes para un experimento completo. Se agita la
suspension de oro durante varios min. en un vortex y se toman 40 uL que se
depositan en el fondo de un tubo eppendorf. El ADN se deposita en la pared del
tubo; se emplean 5 pg de plasmido efector (plasmido que expresa el
transactivador), 5 yg de plasmido reporter (plasmido que lleva el gen quimérico con
la fusion al gen gus) y 1 ug de plasmido de referencia (plasmido que expresa el gen
de la luciferasa de luciéraga, como control interno de la transformacion) para
embriones y 2ug de plasmido referencia en el caso de hojas. Todos los precipitados
de un mismo experimento llevan la misma cantidad de ADN plasmidico, igualando la
cantidad en algunos casos con plasmidos vacios.

Sobre el ADN se afiaden 50 pL de CaCl2 2,5 My 20 uL de espermidina 100
mM. A continuacidon se permite que se junten la mezcla anterior y el oro, y se agita
suavemente en el vortex durante 3 min.. Se mantiene en hielo durante 3 min. y se
centrifuga a 5.000 g durante 20 seg. El sedimento se resuspende en 65 uL de etanol
100%, se sonica tres veces durante 3 seg. cada vez, se ponen 10uL sobre cada
membrana (macrocarrier) y se deja secar bien el precipitado antes de bombardear.

5.2. Tratamiento del material previo al bombardeo.

5.2.1. Tratamiento de los embriones.

Se han empleado embriones de girasol de 17-20 dias post-antesis (dpa). La
superficie de las semillas se esteriliza como se describio en el apartado 1.1.2. Se
pelan en condiciones estériles y se cortan longitudinalmente separando los dos
cotiledones. Se colocan con la superficie cortada en contacto con el medio MS
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a 28°C y en oscuridad, y tras este tiempo se bombardean. Después del
bombardeo los embriones se incuban 24 h. a 28°C y oscuridad, tras lo cual se
procede al procesamiento de las muestras.

5.2.2. Tratamiento de las hojas.

Se han usado hojas jovenes de plantas de girasol. Se han esterilizado como se
describe en el apartado 1.1.2. Una vez esterilizadas, bajo la campana de flujo, las
hojas se cortan en cuadrados de 1cm?, evitando el nervio principal. Se colocan en
placas con el haz hacia arriba en medio de cultivo MS+sacarosa 2% y anadiendo las
hormonas; 6-benzylaminopurina (6BA) (1mg/L) y 1-naftalenoacético (NAA) (0.1
mg/L). A diferencia de los embriones, en hojas no usamos sorbitol y tanto el tiempo
de precultivo como de expresion es de 24 h.

5.3. Parametros para el bombardeo.

El bombardeo de particulas se llevé a cabo con el sistema Biolistic PDS-1000
He (Biorad). Las condiciones de bombardeo fueron: membrana de ruptura de 1550
psi para embriones y de 900 psi para las hojas, las particulas de oro son de 1,6 yum
de diametro, la distancia de la membrana de ruptura al macrocarier de 8 mm, la

distancia del macrocarrier a la rejilla de 6 mm, y la distancia al tejido a bombardear de 6
cm.

5.4. Procesamiento del material.

Los embriones y hojas bombardeados se tituran con nitrégeno liquido hasta
polvo fino. Se afaden 200 uL de tampdn de lisis (Luciferase Reporter Gene Assay
Kit, Boehringer Manheim) , se termina de homogeneizar con ayuda de un émbolo y
se centrifuga 7 min. a 13000 g. El sobrenadante se mantiene en hielo hasta su uso.

5.4.1. Medida de actividad luciferasa (LUC).

Los ensayos de actividad luciferasa se hicieron con 1yl de extracto diluido en
29 uL de tampdn de lisis de luciferasa, y mezclado con 65 ulL sustrato de luciferasa
(Luciferase Reporter Gene Assay Kit, Boehringer Manheim). La emisiéon de luz se
midi6 durante 10 seg. en un luminémetro TD-20/20 (Turner Designs).

5.4.2. Medida de actividad B-glucuronidasa (GUS).

Los ensayos de actividad B-glucuronidasa, se realizaron empleando 3 uL de
extracto en las condiciones que se describen en el apartado 4.2.3., durante una hora
para embriones y 3 h. para hojas.
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5.4.3. Normalizacion de las actividades GUS/LUC.

La actividad GUS normalizada es la medida de pmoles MU obtenida,
multiplicada por 10 en el caso de embriones y por 100 en el caso de hojas, y
dividida entre la medida de actividad luciferasa.

6. Expresion transitoria en protoplastos de tabaco.

6.1. Obtencion de protoplastos.

Se usaron plantas de tabaco de unos 3 meses crecidas in vitro. Todo el
proceso se lleva a cabo en condiciones de esterilidad bajo una campana de flujo.

6.1.1. Digestion de las hojas de tabaco

Se cortan varias hojas de la planta y se colocan sobre una caja Petri de vidrio
que contiene solucion de enzimatica . Se colocan con el haz hacia arriba. Con un
bisturi se hacen pequefios cortes a lo largo de la hoja. Se les da la vuelta y se incuba
la placa o/n en oscuridad y a temperatura ambiente. Para obtener un millon de
protoplastos se necesita aproximadamente 4 hojas y 10mL de solucién enzimatica.

Solucion enzimatica: Se prepara en solucion K3S; 0.25% Celulasa R10 (DUCHEFA),
0.10% Macerozima R10 ( DUCHEFA), se estiriliza por filtracién y se guarda a —20°C.
Solucion K3S: 136.9g sacarosa, 10mL solucién de macronutrientes MS 100x, 10mL de
solucién de micronutrientes MS 100x, 5mL de solucién de hierro 200x, 10mL de 0.5M de
MES, pH 5.7, NAA (5.37uM), 6BA ( 0.89uM), tiamina (29.65uM), piridoxina (8.12uM) y
écgo nicotinico (8.12uM). (véase 1.1.1). Anadir H,O hasta un litro, autoclavar y guardar a
4°C,

6.1.2. Aislamiento de protoplastos.

Tras la incubacidn se mueve ligeramente la placa Petri para separar los
protoplastos del esqueleto de la hoja. Se pasan a través de un colador a tubos
estériles de 10mL. Se centrifugan 7 min. a 23°C y a 500 r.p.m. Los protoplastos se
quedan formando un anillo arriba del tubo. Se recogen los protoplastos con una
pipeta Pasteur y se colocan en un tubo que contiene 9mL de solucién de lavado
W5. Se vuelven a centrifugar 10 min. a 600 r.p.m. Se retira el sobrenadante y se
resuspenden suavemente los protoplastos en 1mL de solucion K3M.

Para contar el nimero de protoplastos obtenidos, se hace una dilucion 1:5 de
protoplastos (10uL protoplastos + 40ul. K3M). Se cuentan al microscopio el nimero
de protoplastos presentes en una celdilla formada por 16 cuadrados de una camara
Fuchs-Rosenthal, y usando la siguiente férmula:
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Ne protoplastos totales= n? protoplasots contados x factor de dilucién ( 5) x 10000 x
0.5 (profundidad de la camara).

Solucién de lavado W5: 18.4g deCaCl, 9g de NaCl, 0.4g de KC, 1g de glucosa 'y 1mL
de 0.5M de MES pH5.8. Adadir H,0 hasta un litro y guardar a 4°C.

Solucién K3M: Esta solucion lleva la misma composicidon que la solucion K3S (véase
6.1.1.) afadiéndole 73g/L de Manitol y 30g/L de sacarosa en lugar de 136.9g/L.

6.1.3. Transformacidon de los protoplastos.

En un tubo eppendorff se mezclan los ADNs plasmidicos a transformar. En
este trabajo se usé 4ug de plasmido reporter, y 1ug de plasmido efector. A
continuacion se afaden 50uL de protoplastos (35000-50000 protoplastos). Se
anade 100 uL de 25%PEG 6000. Se mueven bien para mezclar el PEG con los
protoplastos y el ADN. Se dejan 20 min. A continuacién se para la transformacion
afiadiendo 900uL de K3M. Se deja o/n en camara de cultivo de plantas con ciclo de
luz y humedad controlados (véase 1.1.4.).

25%PEG 6000: 5g PEG6000, 1.64g de manitol y 0.47g de Ca(NQ;), x 4H,0. Adadir H,Od
hasta 20mL. Esterilizar por filtracién y guardar a —20°C.

6.1.4. Extraccion de proteinas y medida de la actividad GUS.

Se centrifugan los protoplastos 5 min. a 15000 r.p.m. Se retira el sobrenadante
y se resuspenden los protoplastos en 50ul de tampdn de reaccion (véase 4.1). Se
congelan inmediatamente en N, liquido. Se descongelan las muestras y se agitan en
vortex. Se centrifugan 5 min a 4°C a 15000 r.p.m. En una placa microtiter de 96
pocillos, se ponen 25uL del lisado de protoplastos y 25uL de 1mM de MUG. Se
incuba a 37°C. Para todos los experimentos de protoplastos en este trabajo, ka
actividad 3-glucuronidasa se midié a los 30 min. Las medidas fluorimétricas se hicieron
en un lector de placas microtiter FLUOstar (BMG Lab Technologies GmbH,
Offenburg, Germany). Las unidades relativas de GUS se corresponden con las dada
en el lumindmetro, asumiendo que la cantidad de protoplastos viables en un mismo
experimento son iguales en todas las muestras.

6.1.5. Test de viabilidad de protoplastos.

La viabilidad de los protoplastos se hace tifiendo con trypan blue. Los
protoplastos viables son impermeables a este colorante y por tanto no se tifien.

Cuando se obtienen los protoplastos, se ponen en un tubo ependorff un
ndmero conocido de éstos en solucién K3M. Tras el proceso de transformacion y
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expresion transitoria, se afladen 50uL trypan blue al 0.5%. Se cuentan en la camara
Fuchs-Rosenthal y se calcula el % de viabilidad segun la ecuacion:

Y%yviabilidad = n® de protoplastos no tefidos/ n® de protoplastos totales x 100.

Alrededor del 85-90% de protoplastos siguen viables después del
tratamiento.

7. Analisis estadistico de los datos.

Las distribuciones de los valores de actividad GUS determinados tanto para las
plantas transgénicas como para los ensayos de expresion transitoria fueron
comparadas mediante un andlisis de varianza (ANOVA) usando el programa
Statview v4.1 (Abacus Concepts, Inc.). Los datos fueron transformados
logaritmicamente para obtener distribuciones normalizadas (Nap et al, 1993). La
normalidad de las distribuciones transformadas fue analizada usando el test de
Shapiro-Wilk, asumiendo la normalidad para un valor P> 0.94, siendo P el estadistico
Shapiro-Wilk. Adicionalmente, la distribucién de los valores residuales del ANOVA
se examing para verificar su normalidad y la homogeneidad de las varianzas. Usando
el test de Student-Newman-Keuls, se realizaron comparaciones multiples a posteriori
del efecto de cada gen quimérico en el total de la varianza observada. El nivel de
significacion considerado fue P=0.05.

8. Transformacion de E. coli.

8.1. Preparacion de células competentes de E. coli. Método del RbCI.

Este método fue descrito por Hanahan (1983).

Con una colonia de la estirpe apropiada, se inoculan 5 mL de medio ¥ y se
cultiva a 37°C hasta alcanzar una D.O600nm de 0,3. Con este precultivo, se inoculan
100 mL de medio ¥, precalentado a 37°C, y se incuba con agitacion vigorosa (300-
350 rpm) hasta que laD.O,  _sea 0.5. Se recogen las células centrifugando a 2.500
g durante 5 min. a 4°C. El sedimento se resuspende en 30 mL de solucién TFB1
fria y se centrifuga como antes. Las células son finalmente resuspendidas con

suavidad en 4 mL de solucion TFB2 fria y dispensadas en alicuotas de 0,2 mL que
se congelan a -80°C hasta su uso.
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Solucién TFB1: 100 mM RbCI, 50 mM MnCl2, 30 mM acetato potasico, 10 mM CaCi2,
15% glicerol. El pH se ajusta con precision a pH 5,8 con &cido acético 0,2 M. Se esteriliza
por filtracion y se guarda a -20°C.

Soluciéon TFB2: 10 mM MOPS pH 7,0, 10 mM RbCl, 75 mM CaClg, 15% dlicerol. Se
esteriliza por filtracion y se guarda a -20°C.

Medio ¥: 2% bactotriptona, 0,5% extracto de levadura, 15 mM MgSQO4, 10 mM KCI. Se
ajusta el pH a 7,6 con KOH.

8.1.2. Transformacion.

A 200 uL de células competentes se les ahaden, aproximadamente, 10 ng de
ADN, en un volumen menor de 20uL, y se mantienen 20 min. en hielo, 90 seg. a
42°C y se retornan inmediatamente a hielo. A continuacion, se afiade 1 mL de medio
LB, se incuba a 37°C durante 1 hora y se extiende en cajas Petri con el medio de
seleccion apropiado.

9.Transformacion de levaduras.
9.1. Preparacion de células competentes de levaduras.

El método usado para la preparacién de células competentes de levaduras es
el descrito por Gietz et al.,1992.

Se inocula una colonia en medio rico, YPD, 0 medio minimo suplimentado con
aa’s, SD +aa’s, segun si hay que seleccionar algun plasmido que ya contenga la
estirpe. Se crece a 30°C o/n en YPD o 24h en SD. Se requiere unos 10mL de
cultivo/transformacion. Cuando las células estan a D.Og,,,,=1, se centrifugan a 5000
r.p.m. durante 2 min. Se retira el sobrenadante y se lavan las células dos veces con
H,Od estéril. Se lavan una vez con TE/LiAc . Se centrifugan a 5000 r.p.m. durante 5
min. Se retira el sobrenadante y se resuspenden en 1mL de 1x TE/LiAc estéril.

YPD: 10g/L extracto de levadura, 20g/L de pectona y 20g/L de glucosa. Autoclavar.

SD: 1,7g/L yeast nirogen base(Difco), 5g/L (NH,),SO, y 20g/L glucosa. Para medios
solidos, afadir 20g/L agar. Autoclavar.

Solucion de aminoacidos 10x: Isoleucina (300mg/L), Valina (1500mg/L), Adenosina
(200mg/L), Arginina (200mg/L), Lisina ( 300mg/L), Metionina ( 200mg/L) Fenilalanina
(500mg/L), Treonina ( 2000mg/L), Tirosina (300mg/L), Histidina (200mg/L), Uracio
(200mg/L), Leucina ( 300mg/L) y triptdfano (400mg/L).

10xTE/LiAc: 0,1M Tri-HCI LiAc pH7.5, 10mM EDTA pH7.5y 1M.

9.2 Transformacion de levaduras competentes.

En tubos ependorff se afaden 500ng del ADN plasmidico a transformar y
50ug de ADN carrier. Se ahaden 100uL de células competentes a cada tubo y se
mezcla bien. Se afade 600 yL de PEG/LiAc estéril. Se agita en vortex para
mezclar bien. Se incuba a 30°C en agitacion durante 30 min. A continuacion se anade
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70uL de DMSO y se mezcla bien. Se da un choque térmico de 15 min a 42°C. Se
enfria en hielo durante 5 min. Se centrifugan las células 30 seg. a 8000 r.p.m. Se tira
el sobrenadante y se ahade 500uL de YPD. Se incuban las células durante una hora
y media a 30°C en agitacion. Este periodo de recuperacion aumenta
considerablemente la eficiencia de transformacion. Por ultimo se centrifugan las células
y se resuspenden en TE. Se siembran en las placas SD con los aminoacidos
correspondientes. Las placas se incuban a 30°C de 2-4 dias.

PEG/LiAc: 50%PEG, 1x LiAc, 1x TE.

ADN carrier: Se prepara una solucién conteniendo 5mg/ml (Boehringer Mannheim) en
H,O. Sonicar en frio hasta que la viscosidad de la solucién desaparece. Guardar a —20°C.
10x TE: 0.1mM Tris-HCl y 10mM EDTA pH7.5

10. Ensayos de actividad B-galactosidasa (-gal)

En este trabajo se ha medido actividad p-galactosidasa en los experimentos de
transactivacion en levaduras del promotor del gen Ha hsp17.6G1 por HSFs de
tomate. Es este caso, el gen quimérico esta formado por la region con HSE (Heat
- Shock Element) del promotor del gen Ha hsp17.6G1 fusionado transcripcionalmente
al gen reporter LacZ de E.coli. (véase 27.). La transactivacion del promotor del gen
Ha hsp17.6G1 por los HSFs resulta en la transcripcion del gen LacZ y posterior
traduccion de la enzima B-galactosidasa, capaz de hidrolizar compuestos
cromogeénicos que producen color cuando son hidrolizados. El sustrato usado es el
orto-nitrofenil-B-D-galactésido (ONPG), y el producto es el orto-nitrofenol, que
absorbe a una longitud de onda de 420nm.

10.1. Crecimiento y preparacion de las células.

Se inocula la célula en medio SD+aa’s correspondientes a 30°C hasta que el
cultivo esté en fase estacionaria, aproximadamente a una D.Og,,.=3. A partir de este
indculo, se inocula en medio rico, YPD a una D.O,= 0.2 y se deja creciendo a 30°C
hasta alcanzar una D.Ogy,,,= 0.6. Entre 0.5 y 0.8 la actividad enzimatica B-
galactosidasa es lineal. En este punto es importante conocer la D.Ogyn.
exactamente. Se recogen las células centrifugando a 8000 r.p.m. durante 10 min. a
4°C. Se tira el sobrenadante y se congelan inmediatamente en N, liquido.

10.2. Medicién de la actividad B-galactosidasa ($-gal).

Se descongelan las células y se le afiade 800uL. de tampon Z/SDS, se agita
en vortex y se le aflade 20uL de cloroformo, se agita de nuevo y se incuba a 28°C
durante 5 min. A continuacion se le afade el sustrato, 160uL. de ONPG y se deja
incubando a 28°C hasta que se desarrolle el color amarillo. Se anota el tiempo que ha
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transcurrido. Se para la reaccion afadiendo 800yl de Na,CO, 1M y se agita en
vortex. Se mide la D.O. en el espectrofotometro a 420nm. Las unidades relativas de
B-galactosidasa vienen dada por la formula:

Unidades relativas de B-gal= D.O,,,, X 1000/ D.Ogy,, X tiempo ( min.).

Tampon Z/SDS: 1MTris-HCI pH8, 0.1M Tampon fosfato sédico pH 7.5, 1M de MgCl,,
0.002% SDS 0.5% y 0.5% de 3-mercaptoetanol. Esto ultimo se anade justo antes de usar.
0.1M Tampon fosfato sédico ph7.5: 0.1MNa,HPO,x2H,0 y 0.1M Na,H,PO,x2H,0.
ONPG: 200mg ONPG (Serva), 0.1M fosfato sédico pH7.5, 1M MgCl, y 0.5% de 83-
mercaptoetanol. Guardar a 4°C y en oscuridad.

11. Purificacidon y analisis de ADN.
11.1 Minipreparaciones de ADN plasmidico bacteriano.

Se ha seguido el método de extraccion por lisis alcalina descrito en Sambrook
et al. (1989).

11.2. Purificacion de ADN plasmidico para experimentos de expresion
transitoria.

Para los experimentos de expresion transitoria, es necesario obtener una alta
cantidad y cualidad de ADN plasmidico. Para ello se ha empleado el Quantum
Prep™ Plasmid Midiprep Kit (Biorad), siguiendo las indicaciones del fabricante.

11.3. Cuantificacion del ADN.

La concentracion del ADN en solucién se estimé por su absorbancia a 260nm,

asumiendo que D.O,, =1 equivale a 50 ug/ml de ADN. Para verificar la

concentracion del ADN se realizé una comparacion en geles de agarosa con muestras
de ADN de concentracion conocida.

11.4. Electroforesis de ADN en geles de agarosa.
Se ha realizado segun se describe en Sambrook et al., 1989.
11.5. Extraccion de fragmentos de ADN de geles de agarosa.

Se han usado varios kits comerciales para la recuperacion de fragmentos de
ADN de geles de agarosa: "Geneclean®™ (BIO101, EE.UU.), "Agarosa Gel DNA
Extraction Kit* (Boehringer Mannheim, GmbH) y "GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit* (Pharmacia Biotech GmbH). Con los distintos kits comerciales se han
seguido las indicaciones de los fabricantes.
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12. Manipulacion enzimatica de ADN.
En general se siguieron los protocolos descritos por Sambrook et al., (1989).
12.1. Digestion del ADN con enzimas de restriccion.

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccion se realizaron siempre en
los tampones y las condiciones recomendadas por los fabricantes. Las
manipulaciones posteriores de los productos de la digestion se realizaron tras
fenolizar y precipitar el ADN afiadiendo acetato sédico hasta 0,3 M y 2-3 volumenes
de etanol e incubando a -20°C durante 30 min.. Tras centrifugar durante 15 min. a
13000 g en una microcentrifuga, se lavé el sedimento con etanol al 70%, se seco y
se resuspendié en TE.

12.2. Defosforilacion de los extremos 5' del ADN.

Mediante este procedimiento se eliminan los grupos fosfatos en los extremos
5' de los plasmidos que utilizamos como vectores de clonacion, con el objetivo de
evitar su religacion. Después de precipitar el ADN digerido con la enzima de
restriccion adecuada y resuspender en 1 mM Tris-HCI pH 8,3 se afadio 1/10 del
volumen de tampdén 10x para fosfatasa alcalina (Boehringer Mannheim). A
continuacién, se afadid 1-2 unidades de enzima de fosfatasa alcalina y se incubd a
37°C durante 30 min. La fosfatasa alcalina se inactivé afadiendo EDTA hasta 5 mM e
incubando a 75°C durante 10 min. Posteriormente, se realizd una extraccion del ADN
con un volumen de fenol:cloroformo:lAA (25:24:1) y tras precipitar se resuspendio
en TE.

12.3. Generacion de extremos romos de ADN.

Estos métodos se utilizan para permitir la posterior ligacion de fragmentos de
ADN generados con distintas enzimas de restriccion, que producen extremos
incompatibles. Para hacer romos los extremos 5' protuberantes de ADN se rellend
con la enzima Klenow (Sambrook et al., 1989). Para los extremos 3' protuberantes
se usé la ADN polimerasa del bacteriofago T4, que posee una fuerte actividad
exonucleasa 3'->5' sobre el ADN monocatenario (Sambrook et al., 1989).

12.4. Ligacion de moléculas de ADN.

El ADN se digirié previamente con las enzimas de restriccion adecuadas y los
extremos 5' del vector se desfosforilaron en los casos necesarios.
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La mezcla de reaccion contiene tampon de ligacion 1x, 1 unidad de ADN ligasa
del bacteriéfago T4 y los fragmentos de ADN a ligar, en un volumen maximo de 20
uL. La relacion molar del inserto respecto al vector fue de 2:1. Las ligaciones de
extremos cohesivos se incuban a 16°C durante 5 h.; para las de extremos romos se
incuban a temperatura ambiente durante 1-2 h.. Pasado este tiempo, se
transformaron células competentes de E. coli con la mezcla de ligacion sin
modificaciones adicionales.

13. Purificacion y analisis de ARN.
13.1. Preparacion de ARN total.

Las preparaciones de ARN total a partir de tejidos vegetales y embrionarios se
realizaron segun se describe en Hall et al. (1978), con ligeras modificaciones.

El material se tritura en nitrégeno liquido hasta convertirlo en polvo fino y se le
anade tampoén de extraccion (300 /100 mg de material de partida) a 100°C vy
proteinasa K hasta 0,5 mg/mL. La mezcla se incuba 1 hora a 37°C y agitacion suave.
Se anade KCI hasta una concentracion final 50 mM, se agita suavemente y se incuba
15 min. en hielo para que precipite el SDS. Se centrifuga 15 min. a 13.000 rpm. Al
sobrenadante se le afade LiCl hasta una concentracion final 2 M y se incuba a 4°C &
menos 2 h., precipitando asi el ARN de forma selectiva. Tras centrifugar 20 min. a
13.000 rpm el sedimento primero se lava con LiCl 2M y después se resuspende en
acetato sddico 0.2M, retirando el material insoluble mediante centrifugacién. Se hace
una extraccion con un volumen de fenol:.cloroformo:alcohol 1AA (25:24:1) y se
precipita anadiendo a la fase acuosa 2,5 volimenes de etanol. Finalmente el
sedimento se disuelve en HoO-DEPC estéril y se guarda a -80°C hasta su uso.

DS Tampon de extraccion: 200 mM Tris-HCI pH 9,0, 400 mM NaCl, 25 mM EDTA, 1%
DS.

Nota: Es importante evitar la contaminacién con ARNasas, para ello todas las soluciones
contienen 0,1% DEPC, el material de plastico se autoclava dos veces y se utilizan guantes
en todas las manipulaciones.

13.2. Cuantificacion de ARN.

La concentracién de ARN en soluciones se estima a partir de la absorbancia a
260 nm, asumiendo que D.O,, =1 equivale a 40 pg/mL ARN. Para verificar la

concentracion, las muestras de ARN se comparan en geles de agarosa con otras
muestras de concentracién conocida.

13.3. Electroforesis desnaturalizante de ARN.
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El andlisis de ARN por electroforesis se realizd en geles de agarosa en
presencia de formaldehido, segtin se describe en Sambrook et al. (1989).

14. Proteccidn frente a la digestion con ARNasa A.

Esta técnica permite detectar, dentro de una poblacién compleja de ARNSs,
aquel cuya secuencia es idéntica a la de la ribosonda empleada, pudiendo discernir
entre desapareamientos incluso de un solo nucleétido en los hibridos ARN/ARN. Un
extracto de ARN total se hibrida con una ribosonda radiactiva. Posteriormente, la
mezcla resultante de la hibridacién se trata con ARNasa A, enzima que digiere
unicamente ARN de cadena sencilla, por lo que sélo el hibrido perfecto queda
protegido de la accién enzimatica. Es importante poner a punto las condiciones de
hibridacién, de tal forma que siempre haya exceso de sonda y la temperatura de
hibridacion sea la adecuada, para estar seguros de que la hibridacién ha tenido lugar.
Igualmente es necesario asegurarse de que la digestion con la ARNasa A es total,
para ello se prueban distintos tiempos de digestién, siempre con exceso de enzima.

Este procedimiento se ha usado en este trabajo para comprobar el patron de
acumulaciéon de los ARNms quiméricos a partir del promotor del gen Ha hsp1.7.7G4.

14.1. Preparacion de la ribosonda.
14.1.1. Transcripcién in vitro.

La obtencién de ribosondas se consigue con la transcripcion in vitro de un ADN
en presencia de un ribonucledtido marcado radiactivamente, generalmente [032P}-
CTP. Para ello, el ADN se clona en el plasmido pBluescript SK*. El sitio de clonacion
multiple en pSK+, esta flanqueado por dos secuencias promotoras, T3 y T7. La
ARN polimerasa del bacteriéfago T3 transcribe a partir del promotor T3 una de las
cadenas del ADN, y la ARN polimerasa del bacteriéfago T7 transcribe la cadena
complementaria a partir del promotor T7. En este trabajo se ha usado la polimerasa
del bacteridéfago T3 para transcribr las ribosondas del gen Ha hsp17.7G4 y del gen
de la neomicina fosfotransferasa NPTII. Los vectores usados en cada caso son:
pSK+:G4 Hindll(+93)-SnaBl, que lleva clonado desde la posicion +93 del
promotor Ha hsp17.7G4 hasta el unico sitio SnaBl del gen gus; pSK+:NPTI
Pstl(+177)-Sphl(+534).

14.1.1.1. Linearizacion del plasmido.
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El plasmido debe linearizarse con un enzima que corte en el exiremo del
fragmento que pretendemos marcar, para que la transcripcion se interrumpa en ese
punto, de lo contrario se transcribiria todo el plasmido.

El plasmido se lineariza digiriendo con el enzima adecuada. En el caso del
plamido que lleva subclonado el fragmento del gen G4, se linearizé con el enzima
Xhol y para el plasmido que lleva el fragmento del gen NPTI, la enzima EcoRl. Se
hace una extraccion con un volumen de fenol:cloroformo:lAA (25:24:1). Se precipita
con 0.1 volumen de acetato sédico 3M y 2 volumenes de etanol absoluto, se seca
y se resuspende en HoO-DEPC hasta una concentracién 0,3 pg/uL.

14.1.1.2. Reaccidn de transcripcion.

En un tubo eppendorf se mezclan a temperatura ambiente y en orden:

6,5 uL H2O-DEPC.

2 uL de tampdn de transcripcion 10x (Boehringer Mannheim).

2 uL de DTT 0,1M.

1 ul (24 U) de inhibidor de ARNasas (RNase guard®, Pharmacia).
2 pyL de una mezcla 10mM ATP, 10 mM GTP y 10mM UTP.

1 uL de una solucion 0,2 mM CTP.

2 uL de plasmido linearizado (0,6 ug de ADN).

2.5 uCi de [a32P]-CTP (25 uCi).

1 pb (10U/uL) de la ARN polimerasa adecuada (T3).

La reaccién de transcripcion se lleva a cabo a 37°C durante una hora. A
continuacion se anade 1 pyg de ADNasa (libre de ARNasas) y se incuba a 37°C
durante 30 min. para eliminar el ADN. La reaccién se interrumpe afadiendo 2 ulL
EDTA 0,5M pH 8 y 77 uL TEN.

TEN: 10mM Tris-HCI pH8, 1mM EDTA pH8 y 100mM NaCl

14.1.2. Eliminacion de los nucleédtidos no incorporados.
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Para separar los nucleétidos no incorporados, la mezcla de reaccion se pasa por
una columna Sephadex G-50 previamente equilibrada en TEN. (véase 19.1.2). La
sonda se precipita afadiendo 20 yg de ARNt de levadura, acetato sodico hasta
0,3M y 2 volumenes de etanol absoluto. Se incuba durante 30 min. a -20°C. Se
centrifuga a 13.000 r.p.m. durante 15 min. y a 4°C. Se seca y se resuspende en 30
uL de FBL.

FBL: 9.7 mL formamida; 0.1 mL SDS 10%; 0.1 mL Tris-HCI 1M pH 7; 1mg/mL
xilencianol; 1 mg/mL azul de bromofenol.

14.1.3. Purificacion de la sonda.

Los fragmentos marcados se separan por tamafio mediante electroforesis en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida. Se purifica el fragmento marcado del
tamario apropiado de todos aquellos de menor tamafio (debido a la interrupcion de la
transcripcion o a la degradacién de la sonda), o de mayor tamafo (debido a la
transcripcién completa del plasmido por no haber una completa linearizacion del
mismo). Los geles se montan sobre dos placas de vidrio de 20x18 cm con
separadores de 1 mm de grosor. Inmediatamente antes de cargara en el gel, la
sonda se calienta a 85°C durante 3 min. Se deposita toda la sonda en el pocillo. La
electroforesis se efectila a 250 V. La electroforesis se interrumpe en funcion del
tamanio de la sonda. Una vez finalizada la electroforesis, se separa una de las placas,
se envuelve el gel con plastico y se autorradiografia durante 4 min. Para orientar
correctamente la pelicula autorradiografica, se colocan asimétricamente sobre el
plastico tres trozos de cinta adhesiva y se agujerean con un punzon tanto la pelicula
como la cinta. Una vez localizada sobre la autorradiografia la banda de tamaro
adecuado, se hacen coincidir las marcas de la pelicula con las de la cinta y se agujerea
alrededor de la banda. Se recorta la zona agujereada del gel y se trocea con un
bisturi.

La sonda se eluye en 380 wlL de una solucién 2M acetato amoénico / 0,1 %
SDS durante toda la noche con agitacion a 37°C. Tras eliminar la acrilamida mediante
pulsos de centrifugacion, la sonda se precipita afiadiendo 30 yg de ARNt y 900 uL
de etanol absoluto e incubando a -20°C durante 30 min. Se centrifuga 15 min. a
13.000 g. Se lava con etanol 70% y se deja secar al vacio. Se resuspende en 25-
30 uL de solucion de hibridacion y se cuantifica 1 uL de la sonda eluida en un
contador de centelleo.

Geles desnaturalizantes de poliacrilamida: 4% 6%

Urea 20g 20g
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TBE x5 8 mL 8 mL
A/B (38%acrilamida:2%bisacrilamida) 4 mL 6 mL
H2O 12 mL 12 mL

Calentar a 45°C para disolver

Persulfato aménico 10% 0.2 mL 0.2mL
Desgasificar vy filtrar

TEMED 20 uL 20 uL

Solucién de hibridacion: 8 mL de formamida, 1 mL de NaCl 4M, 0.1 mL EDTA 0.1My 0.4
mL PIPES 1M pH 6.7. Guardar a 4°C.

14.2. Hibridaciones.

Se mezclan 10 ug de ARN total con 2x10° c.p.m. de sonda y 27 uL de
solucion de hibridacion, se completa con HoO-DEPC hasta 60 pL. Para desnaturalizar
el ARN se calienta la muestra a 85°C durante 5 min.. Las hibridaciones descritas en
este trabajo se han realizado durante 16 h. a 48°C. Como control de hibridaciones
inespecificas, se hibridan las ribosondas con ARNt.

14.3. Digestiones con ARNasa A.

Se afiaden 300 yL de tampoén de digestion a la hibridacién y se incuba a
30°C el tiempo digestion oportuno. En este trabajo se ha usado un tiempo de
digestion de 30 min. A continuacién, se para la reaccién afiadiendo 20 yL de SDS
10% y 5 uL de proteinasa K (10 mg/mL) e incubando a 37°C durante 15 min. Se
anaden 3 yL de ARNt (10 mg/mL) a cada muestra. Se hace una extraccidon con
fenol:cloroformo:lIAA (25:24:1) para eliminar todas las proteinas. El hibrido se
precipita con 2 volumenes de etanol absoluto durante 30 min. a -70°C. Se centrifuga
15 min. en una microcentrifuga. Finalmente se lava con etanol absoluto, se seca y se
resuspende en 30 uL de FBL.

Tampodn de digestion: 75 yg/mL ARNasa A; 10 mM Tris-HCI pH7,5; 5 mM EDTA pH 8;
300 mM NaCl. Se prepara inmediatamente antes de su uso.

14.4. Electroforesis.

El fragmento protegido se resuelve en geles desnaturalizantes de poliacrilamida
iguales al gel preparativo para purificar la sonda. Como marcadores de peso
molecular puede cargarse la sonda y las escaleras de fragmentos de ADN
pBR322/Hpa Il o pSK*/Hpall marcadas con 32P. Después de la electroforesis el
gel se coloca sobre papel Whatman 3MM, se seca y se autorradiografia.
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La intensidad de las bandas fueron cuantificadas por andlisis de densitometria a
partir de fotografias digitales. Estas fotografias fueron adquiridas a 600 dpi de
resolucion a partir de las autoradiografias usando un scanner UMAX y el programa
Adobe Photoshop. La densitometria fue hecha con el programa Kodak EDAS 2.0.

14.4.1. Marcaje de y pBluescriptSK+*/Hpall con [032P]-dCTP.

Se digieren 3 ug de plasmido pBluescriptSK+ con Hpa ll. Se liberan
fragmentos de tamano conocido. El extremo 3'protuberante de estos fragmentos se
rellena por la accién del fragmento Klenow de la ADN polimerasa | de E.coli, usando

como nucledtidos dGTP y [a32P]-dCTP. Asi todos los fragmentos quedan marcados
radiactivamente.

Reaccion: 10 yL pBluescriptSK*/Hpall (1 pg), 6 uL HoO, 1uL tampdén 10x, 1uL dGTP

2mM, 1uL [0-32P]-dCTP (10 wCi), 1 uL Klenow Boehringer (2U). Incubar 15 min. a
temperatura ambiente. Inactivar la enzima incubando la mezcla a 65°C durante 20 min.
Eliminar los nucledtidos no incorporados pasando la mezcla de reaccion a través de una
minicolumna de Sephadex G-50.

15. Obtencidn de proteinas en E.coli.

La estirpe usada para la obtencion de proteinas recombinates es BL21(DE3)
cuyas caracteristicas se describen en 1.2.1. Se han expresado los genes que
codifican para las proteinas ABI3 y Lp-HSFA1.

15.1. Vectores usados de expresion en E.coli.

Los vectores usados son pRSETA (Invitrogen) para ABI3 y pET (Novagen)
para Lp-HSFA1. Ambos vectores llevan la secuencia de reconocimento de los
ribosomas (Shine-Dalgano), un ATG seguido de una secuencia que codifica para 6
histidinas y por ultimo un sitio de multiple clonaje donde se clona en fase el ADNc
correpondiente ambas proteinas.

15.2. Transformacion, crecimiento, y condiciones para la expresion.
15.2.1. Expresion de ABI3 y ABI3AN.

La proteina ABI3 es muy insoluble en E.coli por lo que se optimizé las
condiciones para su éxpresién. Fue imposible expresar el ADNc completo y se hizo
una delecion en el extremo 5°del ADNc, resutando en una proteina truncada en su
extremo aminoterminal, (ABI3AN).

Se transforma la estirpe BL21(DES3) con el plasmido pRSETA::ABI3AN segun
8.1.2. A partir de la mezcla de transformacion se inocula directamente 50ul. de esa
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mezcla en 500mL de LB+Amp. Se deja crecer o/n a 37°C. A la mafnana siguiente,
cuando el cultivo esta a una D.Oy,,, de 0.4 se anade IPTG a una concentracion de
0.4mM. Se deja el cultivo crecer a 37°C y se recogen las células a dos tiempos
distintos, 1y 2h, centrifugando durante 15 min. a 5000 r.p.m. Se tira el sobrenadante
y se congelan las células a —-80°C o/n.

Las células se rompen en un mortero afadiendo alimina (Sigma). La lisis de
células se hace evidente por la formacién de una masa mucosa. Se recoge el lisado
con tampdn de lisis con urea. Estas condiciones desnaturalizantes, potencian ka
solubilidad de las proteinas. Se centrifuga para decantar la alimina y recoger el
sobrenadante.

Tampon de lisis con urea: 50mM NaH,PO, pH8, 10mM Tris-HCI| pH8, 100mM NaCl y 8M
de urea.

15.2.2. Expresion de Lp-HSFA1.

Se transforma la estirpe BL21(DES) con el plasmido pET8HN. Se plaquea en
LB+Amp e incuba a 37°C. Se inocula una colonia fresca en 5mL de LB+Amp, se
deja o/n en agitacion a 37°C. A la mafiana siguiente se inoculan los 5mL en 500mL
de LB+Amp. Se deja crecer en agitacion hasta una D.Oq,,,,=0.2. A continuacién, se
ahade IPTG hasta una concentracién de 0.4mM. Dejar crecer a 37°2C en agitacion
durante 3h. Se centrifuga para recoger las células 15 min a 5000 r.p.m. Se retira el
sobrenadante y se congelan las células a —80°C. Se rompen las células en un
mortero anadiendo alumina (Sigma) y se recoge el lisado con tampén de lisis. Se
centriguga para decantar la alimina y recoger el sobrenadante.

Tampon de lisis: : 50mM NaH,PO, pH8, 10mM Tris-HCI pH8, 100mM NaCl.

15.2.3. Purificacion de proteinas por columna de afinidad.

Basicamente se siguié las especificaciones de Clontech. Los extractos
proteicos que contenian las proteinas recombinantes fusionadas a la cola de histidinas
(procedentes de 15.2.1 y 15.2.2), fueron pasadas a través de una columna de resina
con iones Ni #, (TALON™de Clontech). Este método se basa en la interaccién entre
metales de transicion electropositivos, como el Co*,Ni**., Cu**. y Zn*, y residuos
de histidinas.

En una jeringulila de 1mL con el extremo inferior sellado con lana de vidrio, se
anade la resina. Se centrifuga la columna a 700g durante 2 min. para retirar el EtOH en
el que va la resina. Se afade 2-3 volumenes del tampén de lisis para equilibrar la
columna. Se centrifuga de nuevo a 700g. A continuacién se van pasando por ella los
extractos de proteinas y se deja caer por gravedad. Se lava la columna con 3
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volumenes de tampdn de lavado dejando que caiga por gravedad. Por ultimo se
eluye la proteina anadiendo 1mL de 100mM de EDTA pH8, y se recoge en un tubo
ependorff colocado al final de la jeringuila.

Tampon de lavado: : 50mM NaH,PO, pH7, 100mM NacCl.

15.2.4. Renaturalizacién de proteinas por didlisis.

La proteina ABI3 fue extraida con tampdn que lleva urea. Estas condiciones
desnaturalizan las proteinas, haciendo que pierdan su conformacion original y por
tanto su funcion bioldgica. Dializando contra un tampon que no lieve urea, se consigue
que la proteina adopte de nuevo su estructura terciaria. Para la didlisis es necesario
preparar la tripa. Se corta un trozo de tripa de unos 5 cm. Se hierve en una solucion
con bicarbonato sédico al 2% y 1mM de EDTA pH8 durante 10 min. A continuacion
se lava bien la tripa con H,O destilada. Se vuelve a hervir en 1TmM de EDTA pH 8
durante 10 min. Se lava de nuevo con H,O destilada. Hay que manipular siempre
con guantes y evitar que la tripa se seque. Se anuda un extremo de la tripa y se
rellena por el otro con la elucion de la proteina. Se anuda el otro extremo y se mete b
tripa en un vaso de precipitado con tampén PBS. Se deja o/n a 4°C agitandose en
un agitador magnético.

PBS: 8 g/L NaCl, 0.2 g/L KClI, 1.44 g/L NaH,PO, , 0.24 G/L KH,PO, Ajustar a pH7.2 y
autoclavar. Guardar a 42C.

16. Obtencion de proteinas en Saccharomyces cerevisiae.

Los extractos de proteinas con Lp-HSFA1 o Lp-HSFA2 se obtuvieron a partir
de la estirpe RSY4 conteniendo en cada caso el pldsmido que expresa el HSF
correspondiente (Boschein et al.,1997). Para la obtencién de los extractos proteicos
con cada HSF se siguié el mismo protocolo. Se inocula una colonia de la estirpe
RSY4 en 50mL de YPD y se incuba en agitacién a 30°C o/n. Se deja crecer hasta
que el cultivo alcance una DOg,,,,= 1-1.5. Se recogen las células centrifugando a
5000 r.p.m a 4°C 15 min. Se retira el sobrenadante y a continuacion se lavan las
células con 50 mL de H,Od estéri. Se vuelve a centrifugar en las condiciones
anteriores y se resuspenden las células en 1mL de H,Od estéril. Las células se
pasan a un tubo eppendorf. Se centrifugan y se fira el sobrenadante. El sedimento
de células se congela en N, liquido. Se afade 600uL de tampdén H, se agita en
vértex y se aflade bolas de vidrio hasta el menisco. Se agita en vortex a 4°C 30
min. A continuacion se afiade 60uL de NaCl 5M y se deja en hielo 20 min. Se
centrifuga a 15000 r.p.m. 15 min a 4°C. Las proteinas se cuantifican por el método
de Bradford (1976). Se alicuotan y guardan a -80°C.
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Tampon H: 25mM de HEPES (N-2 hidroximetil piperazina-N{2) etano acido sulfénico), pH
7.5, 10% de glicerol, 1mN de EDTA, 50mM de NaCl, 0.5% de -mercaptoetanol y cocktail
de proteasas Complete, EDTA-free (ROCHE).

17. Andlisis de proteinas.
17.1 Electroforesis de proteinas.

Una vez obtenidos los extractos de proteinas, fueron analizados en minigeles
de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE), segun Laemmli (1970). Para
ello se us6 una cubeta de electroforesis de proteinas de Bio-Rad. La separacion de
proteinas se hace en un sistema discontinuo con un gel de empagquetamiento y un
gel de separacion. Las muestras se diluyen en tampdén Laemmli 1x. Se hierven 3
min. inmediatamente antes de cargarlas. Como marcadores de peso molecular se
us6 una mezcla de proteinas pretefiidas de Bio-Rad. La electroforesis se realizé a
voltaje constante (200V) hasta que el azul de bromofrenol alcanza el borde del gel.

Tampon Laemmli 2x: 1256mM Tris-HCI pH6.8, 2% SDS, 5% [-mercaptoetanol, 20%
glicerol, 0.1% de azul de bromofenol.

Gel de empaquetamiento: 125mM Tris-HC! pH6.8, 0.1% SDS, 5% A/B ( Solucién 30%
acrilamida, 0.2% bisacrilamida), 0.05% APS (persulfato amonico) y 0.1% TEMED.

Gel de separacién: 375mM Tris-HCI Ph8.8, 0.1% SDS, A/B (30/0.2) del porcentaje
deseado, 0.05% APS y 0.05% TEMED.

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

17.2. Tincidn de proteinas.

Las proteinas separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida se
detectan por fincion con azul de Coomasie. Inmediatamente después de ka
electroforesis, los geles se sumergen durante 30 min. en una solucion de azul de
Coomasie (Coomasie brilliant blue R-250), al 0.05% en 50% de metanol y 10% de
acido acético. Posteriormente se destifien en 5% de metanol, 7% de acido acético,
hasta que el fondo del gel pierde el color azul.

18.Analisis de Western.

Este método fue descrito inicialmente por Towbin (1979) y se basa en h
especificidad de unién antigeno-anticuerpo. Permite la deteccién de proteinas
especificas mediante el uso de anticuerpos generados frente a éstas. Los extractos
proteicos se resuelven por electroforesis en geles de poliacrilamida como se
describe en 17.1. A continuacién se transfieren a membranas de nitrocelulosa. En
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este trabajo se han hecho andlisis de Western de extractos proteicos de levaduras ,
protoplastos y E.coli.

Levaduras: Se recogen las células centrifugando a 5000 rpm durante 5 min. y
se retira el sobrenadante. Se le afade 100uL de tampdn Laemmli 1x con azul de
bromofenol por cada 0.1 D.O,,,,, que tuviese el cultivo original de donde proceden.
De esta manera se intenta igualar la concentracion de proteinas entre los distintos
cultivos. Se hierven las muestras 5 min. a 100°C y se cargan 10uL de cada una en un
gel de poliacrilamida al 12%.

Protoplastos y E.coli. A los extractos de proteicos a partir de protoplastos o
de E.coli se aiade un volumen de tampoén Laemmli 2x con azul de bromofenol. Se
cargan 5 6 10uL de cada una en un gel de poliacrilamida al 12%.

18.1. Transferencia de proteinas a membranas.

La transferencia de proteinas se realizé en un fuente de transferencia de Bio-
Rad. Tras la electroforesis, el gel se sumerge en tampén de transferencia durante
15 min. a temperatura ambiente para equilibrarlo. Se colocan en el lado del anodo 3
papeles de filtro (Whatman 3MM) del tamafo del gel empapados en tampon de
transferencia. Sobre los papeles se coloca una membrana de nitrocelulosa del mismo
tamafio y humedecida en tampoén. Encima se coloca el gel, seguido de otros tres
papeles de filtros humedecidos. La transferencia se hace a 100V durante 2 h. Las
proteinas transferidas se visualizan en el filtro incubandolo durante 15 min. en una
solucidn de Ponceau S y destifiendo en H,O destilada. El filtro puede guardarse seco
a 4°C hasta procesarse.

Tampon de transferencia: 25mM Tris, 194mM glicina y 20% metanol.
18.2. Inmunodeteccion.

El filtro se bloquea en una solucién de tampén TBST+5%de leche en polvo
desnatada (Sveltesse) durante 2h en agitacion. A continuacion se retira el tampon y
se afiade el anticuerpo a la dilucién apropiada, diluido en el mismo tampon con leche
en polvo fresca. En este trabajo se han usado los siguientes anticuerpos policlonales
a las diluciones sefaladas: anti-HSA1: 1/5000, anti-HSFA2: 1/10000 y anti-HSFB1:
1/1000 (Lyck et al.1997). Todos estos anticuerpos fueron cedidos amablemente por
el Dr. Lutz Nover, U. de J.W. Goethe, Frankfurt, Alemania.

Tras la incubacion con el anticuerpo durante 2 h. a temperatura ambiente u o/n a
4°C vy en agitacion, los filtros se lavan 3 veces en tampdén TBST dejandolos en
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agitacion 5 min. en cada lavado. A continuacion los filtros se incuban con los
anticuerpos secundarios. En este trabajo el anticuerpo secundario usado es anti-
conejo IgG ( Bio-Rad) y la dilucién usada es de 1/10000 en TBST+5% de leche en
polvo desnatada. Se incuba durante 1h a temperatura ambiente en agitacion. Por
altimo, se vuelven a lavar los filtros en TBST como anteriormente y se procede a la
deteccion usando el sistema ECL (Pierce) y siguiendo las intrucciones del fabricante.
Se hacen varias exposiciones en autorradigrafia a distintos tiempos de exposicion.

TBST: 20mM Tris, 137mM NaCl, Ajustar el ph a 7.6 y anadir Tween-20 (Sigma) a una
concentracion final de 0.1%.

19. Experimentos de retardo en gel.

Estos experimentos se basan en la interaccibn ADN-proteinas. La union
especifica de las proteinas a ADN resulta en un complejo de mayor peso molecular
gue producen un retardo en la movilidad del ADN en geles de acrilamida o agarosa.

19.1 Sondas usadas.
En este trabajo se han usado las siguientes sondas:

Sonda del promotor Ha hsp17.7G4: G4HSE

La region comprendida entre la posicion (—136) hasta la (—18) del promotor Ha
hsp17.7G4 fue amplificada por PCR. El producto resulta en un fragmento de 120 pb
que contiene la regidon con HSEs del promotor del gen Ha hsp17.7G4. Los oligos
usados para dicha amplificacion son los siguientes:

Oligo 1: 5"GCCTCTTTTCAAACCTCTG 3.
Oligo2: 5 TGGGGGTGGGCATTTA 3.

El programa usado para la PCR fue:

1 ciclo: 95°C 10 min.
25 ciclos: 95°C 1 min, 54°C 30 seg, 72°C 30seqg.
1 ciclo: 72°C 10 min.

E!l producto de PCR se corrié en un gel de agarosa al 1.5% y se purificé segun
se describe en 11.5.

Sonda a partir de un HSE sintético: (oliHSE).
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Se han usado oligonucledtidos de un HSE sintético que contine 5
pentanucleétidos consenso para la unidén de los HSFs (oliHSE), contiguos y de
orientacion alterna, nGAAn 6 nTTC, (Hibel y Shoeffl, 1994). Los nucledtidos mas
criticos para la unién de los HSFs en los pentanucleétidos consenso, son las guaninas
y citosinas que estan indicadas en negrita en la sonda oliHSE. Las sustituciones en
dichos nucledtidos en la sonda oliHSEmut también estan indicadas en negrita.

oliIHSEWT (+): tcgaggatcctaGAAgcTTCcaGAAgcT TCtaGAAgcagatc
OliHSEWT(-): cctaggatCTTcgAAGgtCTTcgAAGatCT Tegtctagagcet

oliHSEmut(+): tcgaggatcctatAAgcTTacatAAgeT TatatAAgcagatc
oliHSEmut(-): cctaggataT TcgAAtgtaT TcgAAtataT Tcgtctagagct

El emparejamiento de ambas cadenas se hizo mezclando en un tubo
ependorff, 1ug de cada oligonucleétido e hirviendo durante 10 min. a 100°C. Luego
se dejo6 enfriar a temperatura ambiente al menos 2 h.

Sonda G1HSE

A partir del vector binario G1(RI-Sty)::GUS::nos, (véase 23.3), se amplifico k
region con HSE del promotor desde la posicién -110 hasta la -81. Para k|
amplificacién por PCR se usaron los siguientes olinucledtidos, usados también para
crear los sitios para la enzima de restriccion Sal | a ambos lados de la regién con HSE,
(véase 27)

Sall1: TAATAATCCGTcGACAAAAAAGC
Sal2: GGATATTGICgACGTAGTAG

La T® de hibridacion usada fue de 50°C y el resto de ciclos fue similar a los
descritos anteriormente para las demas sondas. El producto de la PCR es un

fragmento de 88 pb y fue separado en un gel de agarosa al 2% y posteriormente
purificado.

19.1.1. Marcaje de las sondas.

Las sondas fueron marcadas con y-ATP%* usando la polinucleétido kinasa de T4
(Boehringer). Las reacciones se hicieron en tubos ependorff afadiendo: 2uL de
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tampon de la polinucledtido kinasa 10x (Boehringer), 50ng del ADN a marcar en cada
caso, 2uL de y-ATP*(20uCi), 0.5 unidades de la enzima polinucledtido kinasa y
H,O hasta un volumen de 20uL.. Las reacciones se incubaron a 37°C durante 30 min.
A continuacion se anadié 200yl de TE.

19.1.2. Purificacion de las sondas mediante cromatografia en
minicolumnas de Sephadex.

Las minicolumnas se montan en jeringas de insulina de 1 mL de volumen,
selladas en su extremo inferior con lana de vidrio. El Sephadex G-25 (Pharmacia
Biotech) debe estar previamente hidratado, en una proporcién de 10g de Sephadex
por 160 mL de agua bidestilada, y a continuacion se esteriliza por autoclave. Las
jeringas se rellenan con el Sephadex G-25 hidratado y se empaquetan por
centrifugacion a 1000 G durante 3 min. Seguidamente las minicolumnas se equilibran
en la misma solucidn en la que estan resuspendidos los &cidos nucleicos a purificar,
normalmente 200 L de TE y se vuelven a centrifugar. Finalmente se pasa la solucién
de 4&cidos nucleicos a través de la minicolumna centrifugando en las mismas
condiciones y recogiendo la sonda en un tubo ependorff.

19.2 Ensayos de unioén in vitro.

Las reacciones de unidn in vitro en este trabajo se hicieron en un volumen final
de 12-14uL. En tubos ependorff, se van afadiendo segun el orden siguiente:

1. La sonda marcada. Se marcéd una cantidad equimolar de cada sonda y
finalmente se eluyd tras la purificaciéon en un volumen de 200uL de TE.

2. Tampon de reaccidn: 6ul/ reaccion.
3. 1.5uL poli(dl-dC) (1.2ug/ul) (Pharmacia Biotech Inc.).

4. Las proteinas de interés en el ensayo, bien sean purificadas o extractos
proteicos con la proteina expresada.

Para los experimentos de competicion positiva, en cada caso se usé un exceso
molar de 50 veces de la sonda oliHSE sin marcar radioactivamente. Para la

competicion negativa se usé el mismo exceso molar del oligo oliHSEmut (véase
19.1).

Las reacciones de unidn in vitro se incuban a 20°C durante 30 min. A
continuacion se para la reaccion anadiendo tampon de carga para ADN.

Tampdn de reaccion: 10 mM Hepes pH 7,9; 1,5 mM MgClo; 0,05 mM EDTA; 120 mM
NaCl y 6% de glicerol
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19.2.1 Tratamientos con deoxicolato sddico previos al ensayo de
union in vitro de Lp-HSFA1 a la sonda G4HSE

Los tratamientos con deoxicolato sédico (DOC) fueron hechos segin Shen y
Gigot (1997). Previamente a la adicion de la sonda, los extractos de proteinas fueron
incubados con 0.5% de DOC durante 20 min. a 42C. A continuacion, el DOC fue
neutralizado con 1%Nonidet P40 (NP40). Por dlitimo se afnadié la sonda marcada
para iniciar el ensayo de unidn como se describié anteriormente. Para controlar el
efecto del DOC, una de las reacciones se incubéd afiadiendo el DOC y el NP40
simultaneamente antes de la adiccion de la sonda.

19.3. Resolucion en gel de agarosa.

Después de parar las reacciones de unién in vitro, los complejos proteina-ADN
se resuelven en un gel al 2% de agarosa MetaPhor (FMC BioProducts) en el caso
de la sonda oliHSE y de 1.2% de agarosa SeaKen Le (FMC BioProducts) para las
demas sondas en TBE x 0,5, sin bromuro de etidio. La electroforesis se realizé en
tampon TBE x 0,5 a 80 V hasta que el azul de bromofenol habia avanzado 4,5 cm.
El gen se seco entre papel de filtro durante 1 hora y en un secador de geles durante
otra hora. Una vez seco se expuso en una pelicula autorradiografica.

20. Experimentos de doble hibrido.

Estos experimentos detectan la interaccion fisica de dos proteinas. (Fields y
Song, 1989) El factor de transcripcién GAL4 contiene 2 dominios modulares que son
separables fisicamente. Uno es el dominio de union, capaz de reconocer secuencias
especificas en los promotores a los que regula y otro es el dominio de activacion,
que contacta con la maquinaria de inicio de la transcripcion. Ambos dominios son
requeridos para la funcionalidad de GAL4, pero pueden ser ensamblados in vivo a
partir de ambos dominios separados.

En este trabajo se ha usado el kit MATCHMAKER Two-Hybrid System de
Clontech. En este sistema, las secuencias que codifican los dos dominios del
activador GAL4 estan clonados en dos vectores distintos. En cada uno de estos
vectores se clona cada proteina de interés resultando en dos proteinas de fusion; una
de ellas fusionadas al dominio de uniéon de GAL4 y la otra al dominio de activacion. La
interaccion fisica de ambas proteinas, resultara en un activador GAL4 funcional y
capaz de activar genes reporters que vayan conducidos por promotores con sitios
de unidn para dicho activador. Normalmente se usan dos genes reporters, el gen de

la histidina y el gen LacZ. Esto permite un doble andlisis en el estudio de la
interaccion.
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La estirpe usada debe tener al menos tres auxotrofias. Dos ellas podran ser
complementadas con los dos vectores donde estan clonados los genes para cada
proteina de fusion. La tercera auxotrofia es la de histidina, pudiendo ser
complementada solo en el caso en el que el activador GAL4 se funcional y para ello
dependera de la interaccion fisica de las dos proteinas a estudiar.

20.1. Vectores y estirpes usados.
Los vectores usados son:

pGAD424 (Clontech): Lleva el dominio de activacion del activador GAL4 y el
marcador de seleccidn es Leucina.

PGBT9 (Clontech): Lleva el dominio de union del activador GAL4 y su
marcador se seleccion es Triptdfano.

El ADNc de ABI3 y de Lp-HSFA1 fueron clonados en ambos vectores (véase
26.1y 26.2.). La estirpe HF7c fue transformada con ambos vectores seleccionando
en medio SD-Leu-Trp. Cuando aparecieron las colonias se cogieron dos
transformantes independientes de cada transformacién y se crecieron en zig-zag en
placas frescas del mismo medio. Se dejo crecer a 30°C dos dias. A partir de esas
placas se hicieron réplicas en terciopelo a placas con medio SD-Leu-Trp-His, en
placas SD-Leu-Trp y por ultimo en placas con medio YPD. Se dejo crecer a 30°C
Para controlar que el crecimiento sin histidina fuese dependiente de la presencia de
ambas proteinas de fusién se transformaron dos estirpes con el vector vacio
pGAD424. Cada una de ellas fue transformada en un caso con el vector pGBT9-
ABI3 y en otro caso con el vector pGBT9-Lp-HSFA1.

Como control negativo, se transformé la estirpe con ambos vectores vacios.
Como control positivo, se transformé la estirpe con el vector pGAL4 (Stratagene)
que llevaba clonado el ADNc completo del activador transcripcional GAL4. Esta
estirpe también fue transformada con el vector pGBT9 vacio.

21. Mutagénesis dirigida mediante PCR.

La mutagénesis se ha llevado a cabo usando 2 ¢ 3 oligonucleétidos, segun el
caso. En todos ellos, uno de los oligonucledtidos contiene la/s mutacion/es que se
quiere introducir. El producto de PCR se corre en un gel de agarosa, se purifica del
gel y se clona en el vector correspondiente.

21.1.Mutagénesis de las regiones con HSEs del promotor Ha
hsp17.7G4.
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En este trabajo se han construido dos mutantes en las regiones con HSEs del
promotor del gen Ha hsp17.7G4. En ambos casos se ha seguido el método del
“megaprimer" descrito por Chen y Przybyla (1994). En este método se usan dos
oligonucledtidos (P1 y P2) que flanquean el sitio que se quiere mutar, y un tercer
oligonucledtido que es el que contiene las mutaciones que se van a introducir. Se
realizan dos reacciones de PCR. En la primera se emplean el oligonucledtido que
introduce las mutaciones (M) y uno de los que flanquean el sitio a mutar (P1). El
producto de esta PCR es un "megaprimer”, que junto con el otro oligonucledtido que
flanquea el sitio a mutar (P2), se emplea en la segunda reaccién de PCR.

Para todas las amplificaciones se utilizé la Pfu ADN polimerasa (Stratagene),
Esta polimerasa tiene una tasa de error muy baja y no tiene actividad transferasa
terminal.

21.1.1. Obtencién del Mutante F.

Se han mutado los nucledtidos mas criticos para la unién de los HSFs a la region
HSE distal del promotor del gen Ha hsp17.7G4. El ADN molde para la reaccién de
PCR fue el vector pSK+::G4(Clal-Hindlll), que contiene el fragmento de 312pb
desde la posicion (-395) donde esta el sitio de restriccion para la enzima Clal hasta la
posicion (-84) que contiene el sitio para la enzima de restriccion Hindlll clonado en el
pSK+.

Los oligonucledtidos usados para la 12 reaccion de PCR en la que se introduce
las mutaciones ( en minuscula y negrita) son:

MutF: 5°"GTTTGGAGACaTTGGAAAGTaTTTATAGG 3’
KS: 5"CGAGGTCGACGGTATCG 3’

El programa usado para la PCR fue:

1 ciclo: 95°C 10 min.

25 ciclos: 952C 1 min, 54°C 30 seg, 72°C 30seg.

1 ciclo:72°C 10 min.

El producto de esta PCR es un fragmento de 313 pb y fue usado como

oligonucledtido (megaprimer) en la segunda amplificacién.

22 reaccion de PCR,; los oligonucledtidos usados fueron, el producto de la 12
PCR vy el oligonucledtido T3 cuya secuencia es :

T3: 5" ATTAACCCTCACTAAAG 3.
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El programa usado para la PCR fue:

1 ciclo: 95°C 10 min.
25 ciclos: 95°C 1 min, 48°C 30 seg, 72°C 30seg.
1 ciclo:72°C 10 min.

El producto de la PCR es un fragmento de 420 pb. Se corre en un gel de
agarosa a 2%, se purifica. Este fragmento contiene la mutacion deseada y sitios de
restriccion para las enzimas Clal y Hindlll a ambos lados.

21.1.2. Obtencion del Mutante P.

Se siguid la misma estrategia que en el apartado anterior. Las sustituciones en
el mutante P crean y mejoran los pentanucledtidos consensos para la unién de los
HSFs, ajustando la secuencia al consenso aGAA ¢ cTTC. Se maodificé ambas
regiones con HSEs del gen Ha hsp17.7G4 en dos pasos. En ambos casos se usé
como ADN molde el vector pSK+::G4 mutA Clal((-395)-Hdll(+93) (Almoguera et
al, 1998).

La sintesis del megaprimer para el HSE proximal se hizo usando los siguientes
oligonucledtidos:

MUTP distal: 5'-ATATCCATTTCTagAAc*CTTCAAGACAATC-3'
SK: 5'TCTAGAACTAGTGGATC 3’

Nota: Esta c* se introdujo para mutar el sitio de Hindlll y facilitar su posterior clonacién.

La temperatura de hibridacion usada para esta reaccion fue de 45°C. El
megaprimer de 236pb se usé para la segunda reaccion de PCR junto con el
oligonucledtido KS ( véase 21.1.1), usando una temperatura de hibridacion de 53°C.
El producto de PCR de 550pb, se corre en un gel de agarosa al 1.5% vy se purifica.
Se digiere con Clal y Hindlll y se clona en un vector pSK+ digerido tambien con
ambas enzimas. Asi, este vector contiene desde la region (—395) hasta la (+93) del
promotor G4 con las mutaciones en el HSE proximal y se usard de molde para la
mutagénesis del HSE distal.

Para mutar el HSE distal se usé la misma estrategia y los siguientes
oligonucledtidos para la sintesis del megaprimer:

MUTP proximal: 5'-TCAAACCTCTaGAACCTTcCAGAAATATC-3'
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SK: (anteriormente descrito).

La temperatura de hibridacion fue de 45°C. El megaprimer de 266pb se uso
para la segunda reaccion de PCR junto con el oligonucledtido KS usando una
temperatura de hibridacion de 53°C. El producto de PCR de 550pb, se corre en un
gel de agarosa al 1.5% y se purifica. Este fragmento contiene la region con HSEs del
gen Ha hsp17.7G4 con las modificaciones introducidas y dos sitios para las enzimas
de restriccion Clal y Hindlll en ambos extremos.

21.2. Mutagénesis de la region 5° UTR del gen Ha hsp17.7G4.

Se hicieron 4 mutantes sustituyendo en cada uno de ellos 10 nucledtidos
consecutivos en la region 5°UTR del gen Ha hsp17.G4, desde la posicion +25 hasta
la +65. Los cambios introducidos conservaban el % de A-T de la secuencia original.
En los tres primeros mutantes, el cambio de secuencia generaba un sitio de restriccion
para el enzima EcoRl.

Los oligonucledtidos que introducian las 10 mutaciones (en minuscula), estaban
flanqueados en ambos extremos por 15 nucledtidos que hibridaban completamente
con la secuencia original, siendo por tanto la longitud de cada oligo de 40 nucledtidos
totales.

MUT I: 5"CTTCACAACATTGAAgaattcacacCATCATTCATAAACA 3’
MUT [1:5" TTGAAAGCAAGCATTataagaattcAAACACCCCAACAAA 3’
MUT IIl: 5°GCATTCATCATTCATtcaggaattcACAAAAATATTAAGT 3°
MUT IV: 5" TTCATAAACACCCCAtattcttatctAAGTTACCAACCAT 37

En los cuatro mutantes se siguid la misma estrategia para la mutagésis: Como
ADN molde para la reaccién de PCR se uso el vector pSK+::G4 Hindlll(-84)-
Hindlll(+93), que tiene clonado un fragmento de Hindlll de 175pb de la regién
5°UTR del gen Ha hsp17.7G4, conteniendo la secuencia que se va a mutar.

Para la 12 PCR se uso el oligonucleétido que introduce las mutaciones y el T3,
descrito anteriormente. La T? de hibridaciéon usada fue de 45°C. El producto de la
PCR de 186pb (megaprimer), fue usado en la 22 reaccion de PCR junto con el
oligonucledtido KS, descrito anteriromente. La T2 de hibridacion en este caso fue de
542C y el producto de la PCR de 296pb fue purificado en un gel de agarosa al 2%.
Estos fragmentos contienen las sustituciones en cada uno de ellos y los sitios para la
enzima de restriccion Hindlll en los extremos.
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21.3. Mutagésis en el promotor CaMV35S .

Mediante mutagénesis por PCR, se introdujo un sitio para la enzima de
restricciéon Xbal en el promotor CaMV35s en la posicion (—46). EI ADN molde para la
reaccion de PCR usado es el vector pBS:: GUS(-). Este vector deriva del pSK+ en
el que se clond un fragmento de EcoRI-Hindlll del vector pBi121 (Jefferson et al,
1987), conteniendo el promotor completo CaMV, el gen gus y el terminador de
nopalina sintetasa (nos).

La reaccion de PCR se hizo con el oligonucleétido que introducia dos cambios
(en minuscula) creando el sitio de restriccion y el oligo GUSIIL, que hibrida en la regién
codificante del gen gus.

CaMV Xbal(-46): 5’ ACTATCCTTCtCtAGAC 3~

GUSII: 5’ ACGCGCTTTCCCACCAACGCTG 3°

La T2 de hibridacion usada fue de 54°C. Se purificé el producto de la PCR y
sse digiri6 con Xbal y Bsml (sitio de restriccion en el gen gus). Se cloné este
fragmento en el vector pBS::GUS(-) digerido con Xbal y Bsmi. Una vez clonado, se
sacO de este vector el fragmento Xbal-Hindlll que contienia el promotor CaMV
desde la posicion (—46), el gen gusy el terminador nos. Esta cassette se cloné en el

vector pUC19 (Amersham Pharmacia) digerido con Xbal-Hindlll obteniéndose el
vector CaMV(-46)::GUS::nos

21.4. Mutagénesis de la region con HSE del promotor Ha hsp17.6 G1.

Se mutaron secuencialmente los nucledtido mas criticos para la unién de los
HSFs en la regién con HSE del gen Ha hsp17.6G1, obteniéndose un total de 4
mutantes (véase Fig.25). Se conservaron los cambios hechos en el mutante
completo del HSE del promotor Ha hsp17.6G1, descrito previamente en Carranco
et al.,1999. Los cambios fueron G por t (guanina por timina) y C por a (citosina por
adenina).

En las cuatro mutagénesis se siguid la misma estrategia. Usando como moide el
vector SK+(-1486)G1::GUS::nos procedente de la misma construccion en el vector
binario pBl 101(Carranco et al.,1999), se hicieron las reacciones de PCR usando
cada oligonucledtido que introducia los cambios y el oligonucledtido G1oli 1:
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Mut1: 5° AAAAAAGCTTATTCTCTATCTGTaCAGATAAG 3°
Mut2: 5° AAAAAAGCTTATTCTCTATCTGTCCATATAAGTAC 3°

Mut3.5'AAAAAAGCTTATTCTCTATCTGTCCAGATAAGTACALAATATT
TC 3°

Mut5:5°AAAAAAGCTTATTCTCTATCTGTCCAGATAAGTACAGAATAT
TTCAtAACACTAC 3’

G1 oli1: 5’ATGGGTCGAATATGTTG 3°

La T2 de hibridacién para la reaccion de PCR fue de 46°C. El producto de la
PCR de 222pb se purificé en gel de agarosa al 2%. Cada fragmento contenia una
modificacion en la regién con HSE del gen Ha hsp17.6G1 y los sitios de restriccion
para la enzima Hindlll en ambos extremos.

22. Vectores binarios para transformacion estable de plantas de
tabaco.

22.1. Genes quiméricos A2.2 y ABgl Il.

La fusion transcripcional ABgl Il procede de una delecion interma de la region
codificante del gen Ha hsp17.7G4. La fusion transcripcional A2.2 procede de una
delecién de la regién S5transcrita no traducida del gen Ha hsp17.7G4. Ambas
fusiones fueran hechas inicialmente en nuestro laboratorio a partir de la construccion (-
1132)G4::GUS::nos en el plasmido binario pBI101.1.

22.2. Genes quiméricos G4mutl-mutlV

Las amplificaciones por PCR que contenian las mutaciones en la region 5°'UTR
procedentes de 21.2 fueron digeridas con la enzima de restriccion Hindlll y cada
fragmento de 175 pb resultante de la digestion fue sustituido por el fragmento Hindlll
en la construccion del plasmido binario (-1132)G4::GUS::nos (Almoguera et
al.,1998). De esta manera se obtuvieron 4 plasmidos binarios que contenian los
genes quiméricos a partir del promotor Ha hsp17.7G4::GUS con la region 5°'UTR
modificada, mut I, mut [l y mut IV.

23. Plasmidos reporters para expresion transitoria.

23.1. Genes quiméricos GAWT y derivados con modificaciones en la
region con HSEs.
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Para los experiemntos de expresion transitoria, se usan genes quiméricos
clonados en vectores de pequeio tamafo. De esta forma, a partir de los vectores
binarios (—1132)G4::GUS::nos y los mutantes B y E usados en Almoguera et al.
(1998), se clonaron los fragmentos Sall-EcoRl de 3.5 Kb que contenian la casette
G4::GUS::nos en el vector pSK+ con las regiones con HSEs nativas y modificadas,
dando lugar a los genes quiméricos G4WT, G4mutB y G4mutF.

Los productos de la PCR obtenidos en 21.1.1 y 21.1.2 conteniendo las
modificaciones introducidas en el mutante F y P, respectivamente, fueron digeridos
con las enzimas Clal y Hindlll. Este fragmento fue sustituido por el fragmento Clal-
Hindlll del vector SK+(-1132)G4::GUS::nos, dando lugar a los genes quiméricos
G4mutF y G4mutB.

23.2. Genes quiméricos G4WT(-46) y G4mutE(-46).

A partir de los plasmidos con los genes quiméricos G4WT y G4mutE descritos
anteriormente en 23.1, se amplificé por PCR la regiéon con HSEs de cada gen
quimérico usando los siguientes oligonucledtidos:

G4-1: 5’GCCTCTTTTCAAACCTCTG 3’

G4-2: 5'GGGAAGAAGICtAGAGTAAGTA 37

El oligonulcedtido G4-2, introduce 3 sustituciones de nucleétidos para crear un
sitio de restriccion para la enzima Xbal que esta subrayado. La T2 de hibridacion fue
de 50°C y el producto de la PCR se digiere con Xbal y se clona en el vector
CaMV(-46)::GUS::nos (véase 21.3), dando lugar a los genes quiméricos G4(-46) y
G4mutE(-46).

23.3. Genes quiméricos G1WT y derivados con mutaciones en la
region con HSE.

A partir del plasmido binario (—1486) G1::GUS::nos descrito en Carranco et al.,
1999, se clono un fragmento Xho-EcoRI de 3.9 Kb en el vector pSK+ conteniendo la
secuencia del promotor desde la posicién —1486 fusionado al gen gus. Se clond la
vérsion silvestre del HSE,G1WT vy la mutada, G1mut0. Los productos de la PCR
conteniendo las sustituciones en la regién con HSE del gen Ha hsp17.6G1
obtenidos en 21.4 fueron digeridos con la enzima de restriccion Hindlll y cada
fragmento de 175pb resultante de la digestion fue sustituido por el fragmento Hindlll-

Hindlll en el vector GIWT, dando lugar a los genes quiméricos mut1, mut2, mut3 y
mut5.
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El gen quimérico G1mutP procede del gen quimérico G1WT, en el que se
modificd la regidon con HSE, de manera que se crea un pentanucledtido consenso
para la union del los HSFs (véase Fig.25). Este gen quimérico fue previamente
construido en el laboratorio.

23.4. Ha ds10G1.

Este vector se describe en Prieto-Dapena et al.,1999.
24. Plasmidos efectores.

24.1. Heat Shock Factors (HSFs) y derivados.

Los plasmidos de expresidon en plantas que llevan clonados los genes de
HSFs de tomate Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2, Lp-HSFA1AC393 y Lp-HSFA1M3 se
describen en Treuter et al., 1993, Scharf et al.,1998 y Lyck et al, 1997. El vector de
expresion es el pRT101 (Topfer et al,1997). Todos estos plasmidos fueron
cedidos amablemente por el Dr. Lutz Nover, U. de J.W. Goethe, Frankfurt, Alemania.

24.2. p35S::ABIS3.

Este plasmido se construyé sustituyendo el ADNc de PvALF1 clonado en
pJIT82 (Bobb et al,1995), por el ADNc de ABI3. El ADNc de PvALF1 fue
escindido digiriendo el vector con Hindlll, romizado con klenow y digerido
posteriormente con EcoRI. Asi, el vector pJIT queda abierto teniendo un extremo
romo y otro compatible con EcoRl. EIl ADNc de ABI3 fue obtenido a partir del
plasmido pcabi3-4F (Giraudat et al.,1992), digiriendo con Xbal y romizando con
klenow y posteriormente con EcoRI. El ADNc de ABI3 fue clonado en plJT.

24.3. p35S::ABI3AN

El plasmido efector que expresa una versién aminoterminal truncada de ABI3,
fue construido insertando un fragmento EcoRV-Smal de 1372pb en el sitio de
BamHI romizado con klenow del vector pRT103 (Topfer et al.,1987) en la orientacién
adecuada. La expresion de este ADNc resulta en una proteina ABI3 que tiene
delecionada 366 aa’s en su extremo aminoterminal.

25. Vectores para expresion en bacterias.
25.1. Subclonacion de Lp-HSFA1 en vector de expresion en E.coli

El vector pET8HN se describe en Lyck et al., 1997.
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25.2. Subclonacion de ABI3 y ABI3AN en vector de expresion en E.coli

Para la expresion de ABI3 y ABI3AN se usé el vector pRSET (Invitrogen). En
ambos casos, los fragmentos procedentes del gen ABI3 se clonaron en el sitio Pvull
del vector pRSETA en la orientacion y fase de lectura adecuada. Para la expresion
del ADNc completo de ABI3 se clon6é un fragmento Hpal-EcoRV de 2.6Kb. La
proteina de fusidon generada es de 88.8 KDa. Para la expresion de la version
aminoterminal truncada de ABI3, ABI3AN, se cloné un fragmento EcoRV-Smal de
1372pb, cuya expresion da lugar a una proteina de fusion de tan sélo 396 aa’s.

26. Vestores de expresion en levaduras.
26.1. Subclonaciéon de ABI3AN en vector de expresion para levaduras

Para los experimentos de doble hibrido se cloné el fragmento Sall-Smal de
1339pb del ADNc de ABI3 en los sitios Sall-Smal de los vectores pGAD424 vy
pBGT9 (Clontech) en la fase de lectura adecuada.

26.2. Subclonaciéon de Lp-HSFA1 en vector de expresion para
levaduras.

Para los experimentos de doble hibrido, se cloné el ADNc de Lp-HSFAT en
los sitios EcoRI de los vectores pGAD424 y pGBT9. El fragmento EcoRl de
1619pb que contenia el ADNc de Lp-HSFA1 se obtuvo a partir del plasmido
efector de Lp-HSFA1.

27. Construccion de fusiones del promotor de Ha hsp17.6G1 con el
gen LacZ.

En los experimentos de transactivacion en levaduras se usé el plasmido
reporter pZJ (Slater y Craig, 1987). Este plasmido contiene un promotor minimo
Cyct que conduce la expresidn del gen reporter de la f—glucoronidasa. La activacion
del gen reporter se basa en la ganancia de funcién del promotor minimo CyC1 por
las secuencias clonadas aguas arriba, en este caso, secuencias del promotor Ha
hsp17.6G1.

A partir de los genes quiméricos G1WT, G1P, G1mut0 mutt, mut2, mut3 y
mut5 se amplificaron mediante reacciones de PCR usando los oligonucleétidos Sald
y Sal2, descritos previamente en 19.1, los fragmentos de 88 pb que contenian las
distintas versiones de la region con HSE del gen Ha hsp17.6G1. Estos fragmentos
fueron digeridos con la enzima de restriccion Sall, dando lugar a un fragmento de
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64pb. Cada fragmento fue clonado en el sitios de Xhol del vector pZJ, dando lugar a
las distintas fusiones con el gen LacZ.

28. Secuenciacion.

Tanto las mutaciones hechas por PCR como las construcciones en las que se
generan proteinas de fusion, se secuenciaron posteriormente para su comprobacion.

28.1. Reacciones de secuenciacion.

Las reacciones se realizaron por el método originalmente descrito por Sanger et
al. (1982), que se basa en el uso de dideoxinucleétidos para producir paradas al azar
en una reaccion de polimerizacion de ADN.

Se utilizé el kit de secuenciacion de USB (Sequenase version 2.0) y se

seguieron los protocolos del fabricante. Los oligonucledtidos se marcaron con a33p-
dATP (Amersham). Los cebadores usados flanqueaban cerca de la zona a
secuenciar. El apareamiento cebador/ADN molde en las reacciones sobre ADN de
doble cadena se realizé segun Hsiao (1991). EIl ADN molde se obtiene por el
método de lisis alcalina (Sambrook et al, 1989), se limpia por cromatografia en
columnas de Sephadex G-50, se precipita y se resuspende en 10-15 yL de TE. Se
usan 5 uL de ADN por reaccion de secuenciacion, que se desnaturaliza con NaOH
1N en presencia del cebador. Posteriormente, se neutraliza la solucién con HCI 1N,
produciéndose el apareamiento del cebador al plasmido.

28.2. Electroforesis.

Los productos de la reaccion de secuenciacion se resolvieron en geles 8M de
urea en tampon TBE conteniendo acrilamida al 6%, para lecturas de secuencia cercana
al cebador, y al 4% para lejanas. El gel se monta entre dos placas de vidrio de
20x50 cm con un gradiente de grosor de 0,2 a 0,4 mm. Las placas se lavan
cuidadosamente, se fratan con alcohol y la placa “con orejas” se trata ademas con
Repel-silane (Pharmacia Biotech). Los pocillos se formaron con peines de “dientes
de tiburén” de 0,2 mm de grosor.

La electroforesis se efectia a 2750 V, usando tampén TBE 1x, como
electrolito. El reparto homogéneo del calor se consigue mediante una chapa de
aluminio adosada a la placa posterior de vidrio. Para controlar la migracién de los
fragmentos generados en la reaccién de secuenciaciéon, se adicionan los colorantes
azul de bromofenol y xilencianol que migran respectivamente con fragmentos de 45
y 170 pb en un gel al 4%, y de 26 y 106 pb en un gel al 6%. Terminada la
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electroforesis, la placa con orejas se separay el gel se adsorbe a una hoja de papel
Whatman 3MM. A continuacion el gel se fija en una solucién 10% é&cido acético, 10%
de metanol, durante 30 min. a temperatura ambiente. Posteriormente se seca y se
expone a pelicula autorradiografica.

TBE x5: 445 mM Tris, 445 mM &cido bdrico, 10 mM EDTA.
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Capitulo 1. Regulacion traduccional de
genes quiméricos con el promotor de Ha

hspl7.7G4 durante el desarrollo embrionario

1.1. Participacion de la regiéon 5'UTR en el control de la expresién de

los genes quiméricos con el promotor Ha hsp17.7G4

En la respuesta al calor existe, tanto en plantas como en animales, una
traduccién preferencial y una mayor estabilidad de los ARNm que aseguran la
presencia de las proteinas necesarias para la tolerancia a dicho estrés termico.
Las regiones 5y 3" UTR (UnTranslated Region; transcritas y no traducidas) de
estos ARNm parecen ser las responsables de esta discriminacion, aunque las
secuencias concretas en cis implicadas se desconocen hasta ahora (Duncan et
al., 1994, Pitto et al., 1992, Schoffl et al., 1989).

Estudiamos la participacion de la regiéon 5’'UTR en la expresion del gen Ha
hsp17.7G4 en tejidos vegetativos durante el estrés térmico. Para ello, en nuestro
laboratorio, se hicieron dos deleciones internas a partir de la construccion (-
1132)G4::GUS::nos (Coca et al.,, 1996) dando lugar a las construcciones A2.2 y
ABgl Il. En la Fig.2 se detallan las secuencias presentes en dichas
construcciones. A2.2 posee una delecién del 5°'UTR que elimina 54 pb de dicha
regién. ABgl 1l contiene toda la regiéon 5°UTR y dos sustituciones de nucledtidos
en el primer codén de la proteina HSP17.7 (G4). Estas sustituciones crean un
sitio de restriccidn para la enzima Bgl Ii que fue usado para delecionar la region
codificante de HSP17.7 (G4) presente en la construccion de partida. Por tanto, las
nuevas construcciones A2.2 y ABgl Il son dos fusiones transcripcionales con el

gen reporter gus.

Obtuvimos plantas de tabaco mediante transformacion usando

Agrobacterium tumefaciens, tanto con la fusion transcripcional A2.2 como con
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ABg! Il, ambas en el vector binario pBI101 (véase Materiales y Métodos, 2). La
presencia y expresion de cada transgén en las plantas obtenidas se analizd
inicialmente estudiando la acumulacién de la proteina GUS en los tricomas

mediante ensayos histoquimicos (Coca et al., 1996 y Almoguera et al., 1998).

(-1132)G4::GUS::nos

g ATG aattGGGTGGTCAGTCCCTTATG
GAWT X +79 +163 _-t
ABglll = AgaTCcccGGGTGGTCAGTCCCTTATG

+1 +83 Cmem="

-

A2.2 [ FtGGGTGGTCAGTCCCTTALG
+1 +25

Fig.2. Mapa de la fusiéon traduccional (-1132)G4::GUS::nos (G4WT) y de las nuevas
fusiones transcripcionales analizadas: A2.2 y ABgl Il. La fusién (-1132)G4::GUS::nos
(G4WT) contiene 1132 pb aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcion del gen Ha
hsp17.7G4. Este sitio estd indicado con una flecha. Las regiones con los HSEs proximal
() y distal (llI) estan indicadas con cajas grises. Abajo se representan las secuencias
comprendidas entre dicho inicio de la transcripcion y el primer codon de la proteina GUS
(ATG). También se indica el primer codon de la proteina HSP17.7 (ATG +79, en negrita).
Las flechas verticales indican el extremo 3 de las secuencias de Ha hsp17.7G4
presentes tanto en la fusidon traduccional de partida (WT), como en las fusiones
transcripcionales A2.2 y ABgl Il. Los mapas de estas nuevas fusiones se detallan mas
abajo. En cada fusién se muestran las secuencias de nucledtidos del vector pBl 101.1,
situadas antes del codon de iniciacién de la proteina GUS (ATG). Las diferencias de
secuencia entre las distintas fusiones (incluyendo las substituciones de nucleétidos
introducidas en ABgl ll) se indican con mindscula.

Seleccionamos semillas de 5 plantas transgénicas de cada construccion. A
partir de las germinulas procedentes de estas semillas se hicieron experimentos
de choque térmico. El material procesado se usé tanto para el ensayo de
actividad GUS como para la extraccién de ARN total. De estas mismas

germinulas se obtuvieron plantas adultas que crecieron en condiciones
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controladas de luz y humedad. Se recolectaron embriones a los 24 y 28 dpa (dias
después de la antesis). Se mezclaron muestras de embriones de cada edad
procedentes de las cinco plantas de cada construccién, tomando la precaucion de
tomar cantidades equivalentes de embriones de cada planta. De esta forma,
obtuvimos una sola muestra de embriones correspondiente a cada construccion y
edad. Este material se usé tanto para los ensayos de actividad GUS como para la

extracciéon de ARN total.

Los experimentos de proteccion frente a la digestion con ARNasa A se
hicieron a partir de los ARN obtenidos de las germinulas control y sometidas a
choque térmico y de los embriones de las plantas transgénicas de tabaco. Las
ribosondas sintetizadas a partir de las cadenas no codificantes de los genes Ha
hsp17.7G4 y NPTIl se describen en Materiales y Métodos (véase 14.1.1). Los
ensayos fluorimétricos de actividad GUS en germinulas y en embriones se
hicieron segun se describe en Materiales y Métodos (véase 4.2). En la Fig. 3 se
muestra una tabla con los resultados de la cuantificacidn, para cada construccion,
de los ARNm quiméricos y la actividad GUS de las germinulas (panei A) y de los
embriones (panel B). Los datos correspondientes a la acumulacién de ARNm
provienen de los experimentos de proteccién frente a ARNasa A de las

germinulas (panel A) y de los embriones (panel B) que se muestran en la Fig.4.

A) B)
GUS C GUS HS ARNm* GUS HS*GUS HS® GUS ARNm* GUS* GUS*
/ARNm* ARNm*
ABgin| 204 16213 100 100  x1 2793 100 100 x1 | aBglll
a22 | 124 2959 404 18 x0.04 247 287 9.1 x0.3] a22

Fig.3. Cuantificacion y normalizacion de la expresion de los genes quiméricos A2.2
y ABgl Il en germinulas en respuesta a choque térmico, y en embriones en
ausencia de estrés exdgeno. (A) Se muestran las actividades GUS de las germinulas
en condiciones control (GUS C) y sometidas a choque térmico (GUS HS), y (B) los
valores promedio de dicha actividad obtenidos en dos experimentos independientes,

69



l1l. Resultados

realizados con los embriones de 24 y 28 dpa de las plantas transgénicas con las
construcciones ABgl Il y A2.2 (GUS). Estos valores se expresan como pmoles MU/mg.
prot. x min. La acumulacion de los ARNm quiméricos de cada construccién se cuantifico
mediante densitometria a partir de los resultados de los experimentos de proteccion
frente a ARNasa A mostrados en la Fig.4. Los valores obtenidos se normalizaron
respecto al ARNm del gen NPTIlI (véase Materiales y Métodos, 14.2). Los valores
relativos de actividad GUS y acumulacion de ARNm para el gen quimérico A2.2
(respectivamente, GUS* o GUS HS* y ARNm*), se obtuvieron comparandolos con los
valores correspondientes a la construccién MBgl il, a los que se les asigné
arbitrariamente un valor de 100 en todos los casos. En las germinulas, las actividades
GUS comparadas corresponden a las muestras sometidas a choque térmico (GUS HS*).
En el panel B, los valores de ARNm* corresponden al promedio normalizado obtenido en
los dos experimentos realizados en embriones. La expresiéon de los distintos genes
quiméricos se cuantific6 mediante el cociente entre la actividad GUS y la acumulacion de
ARNm normalizada, usando los valores relativos obtenidos en cada caso: GUS
HS*’ARNm* en germinulas y GUS*/ARNmM* en embriones. Los resultados mas relevantes
se indican en negrita.

La induccidn, en respuesta al choque térmico, de la actividad GUS de las
germinulas portadoras de la construcciéon ABgll, (cociente entre los valores GUS
HS y GUS C) fue de 79.5 veces, mientras que dicha induccion fue de tan sélo
23.8 veces en las germinulas con la construcciéon A2.2, (Fig.3 panel A). Sin
embargo, los niveles de acumulacion del ARNm quimérico de la construccién
ABgl Il, (ARNm*), fueron menores que los de la construccion A2.2. La expresion
de cada gen quimérico fue normalizada como se detalla en el pie de Fig.3, de
manera que la relacion GUS HS*/ARNm* reflejaria la sintesis de proteina GUS a
partir de cada construccion. Asi, en las germinulas sometidas a choque térmico,
observamos que dicha sintesis fue para la construccion ABgl Il aproximadamente
25 veces mayor que la de A2.2 (Fig.3 panel A). Esta diferencia en la sintesis de la
proteina GUS fue confirmada por analisis western de los extractos proteicos
respectivos, usando anticuerpos comerciales frente a la proteina GUS (datos no
mostrados). Estos resultados indican que la delecion efectuada en el 5’'UTR del
gen Ha hsp17.7G4 tienen un efecto negativo sobre la traduccién de los ARNm
quiméricos de la construccion A2.2; y que, por lo tanto, dicha region participaria
potenciando la traduccion del gen Ha hsp17.7 G4 en situaciones de choque

térmico.
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Del mismo modo, cuantificamos la expresion de los genes quiméricos ABgl I
y A2.2 en los embriones de las plantas transgénicas (Fig.3 panel B). En este
caso, la acumulacién de los ARNm quiméricos de la construccion A2.2 (ARN*) fue
menor que la de los de ABgl Il. La menor acumulacién en A2.2, pudiera ser
debida tanto a efecto(s) transcripcionales, como post-transcripcionales (que
afecte(n) por ejemplo a la estabilidad de los mensajeros). Ademés de esta menor
acumulacion, la relaciéon (GUS*/ARNmM*) para la construcciéon A2.2 indico que sus
mensajeros no se traducian tan eficientemente como los de ABgl! Il, reduciéndose

la sintesis de la proteina GUS hasta aproximadamente un 33% (Fig.3 panel B).

_ 1 2
S N —
A (13} ‘é B E" N%, Ng
= o CHSCHS = nwa 99 9 <
713 Jomwem 713
E o
489 [ hsp 17.7G4 489
hsp 17.7G4
—
w04 [ ™® 404
o NPT I NPT
38 | - 308

Fig.4. Acumulacién de los ARNm quiméricos de las fusiones A2.2 y ABgl Il en
germinulas sometidas a choque térmico, y en embriones en ausencia de estrés
exdgeno. (A) Se muestran los resultados de la proteccién frente a la digestién con
ARNasa A usando el ARN total de las germinulas sometidas a choque térmico (HS) o sin
tratar (C), y para los distintos genes quiméricos. (B) Resultados de los dos experimentos
independientes de proteccion (respectivamente 1 y 2) realizados con las muestras de
ARN de los embriones de 24 y 28 dpa. El tamafio de los fragmentos protegidos tras la
digestion de las hibridaciones con la ribosonda procedente del gen Ha hsp17.7 G4 es de
394 pb. En la parte inferior de los Paneles A y B se muestran los fragmentos protegidos,
en este caso de 357 pb, que se observan usando las mismas muestras con la ribosonda
del gen NPT ll. Otros carriles: (M), marcador de peso molecular (véase Materiales y
Métodos 14.2.2); (S), ribosondas sin digerir; (ARNt), hibridaciones de las ribosondas con
ARNt.
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Por tanto, con el andlisis de las deleciones ABgl Il y A2.2 hemos acotado
una region del 5°'UTR que participa en la regulacion traduccional del gen
quimeérico con el promotor Ha hsp17.7G4 tanto en la respuesta al calor como
durante el desarrollo embrionario zigético, en este caso a temperaturas normales
de crecimiento. Las secuencias implicadas en dicha regulacion, acotadas por la
delecién A2.2, estdn comprendidas entre las posiciones +25 y +79 a partir del

inicio de la transcripcion de Ha hsp17.7G4.

1.2. Anadlisis de la expresion durante el desarrollo embrionario de genes

quiméricos mutantes en la region 5’'UTR deHa hsp17.7G4

Mediante mutagénesis dirigida de la regién 5°'UTR, realizamos un analisis
mas exhaustivo de las secuencias implicadas en la regulacién traduccional de la
expresion del gen quimérico con el promotor gen Ha hsp17.7 G4 durante la
repuesta al calor y en el desarrollo embrionario. Todos los trabajos previos en los
que se habia analizado la expresidén del gen Ha hsp17.7G4 en plantas
transgénicas de tabaco, se habian hecho usando distintos genes quiméricos
derivados de la construccion (-1132)G4::GUS::nos (Coca et al.,1996 y Aimoguera
et al.,1998). Esta construccion es una fusién traduccional (véase Fig.2) que se
expresa durante la embriogénesis zigdtica a temperatura ambiente, y en tejidos
vegetativos en respuesta tanto al choque térmico como a la hormona &acido
abscisico (ABA, véase la Introduccion). Por tanto, conociendo el patron de
expresion de esta fusidén en plantas transgénicas de tabaco, decidimos usarla
para estudiar el papel de las secuencias 5'UTR acotadas anteriormente mediante
deleciones. De este modo, a partir de la construccion con el 5 UTR “silvestre” (-
1132)G4::GUS::nos, a la que denominamos G4WT, mutagenizamos dicha region,
desde la posicion +25 (donde acaba la construccién A2.2) hasta la posicion +65.
Obtuvimos 4 mutantes, denominados |-IV. En cada mutante se sustituyeron 10
nucledtidos consecutivos (Fig. 5A). Asi obtuvimos nuevas fusiones
traduccionales que contenian las mismas secuencias que la construccion de

partida (G4WT), excepto los cambios introducidos en el 5'UTR. Los distintos
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ARNm quiméricos difieren, por lo tanto, Gnicamente en dichos cambios; mientras
que las proteinas GUS codificadas por las construcciones mutantes son
exactamente iguales a la de la construccion silvestre.

La secuencia de nucledtidos del 5’'UTR de Ha hsp17.7G4es muyricaen Ay
T, lo que hace que las estructuras secundarias que pudieran formarse en el
ARNm sean muy poco estables. Por ello, tomamos la precaucion de mantener el
contenido en A+T en las sustituciones hechas en los cuatro mutantes. También
analizamos la secuencia de los ARNm quimeéricos, de los distintos mutantes y del
silvestre, mediante el programa FOLDRNA del Genetics Computer Group de la
Universidad de Wisconsin (Devereux et al., 1984). Las posibles estructuras

secundarias y su estabilidad fueron muy similares (datos no mostrados).

Los genes quiméricos correspondientes a los cuatro mutantes fueron
clonados en el vector pBl101.1 para la obtencién de plantas transgénicas
mediante la transformacién con Agrobacterium (véase Materiales y Métodos,
22.2.). No obtuvimos un numero suficiente de plantas transgénicas para el
mutante I y por tanto no fue posibie su estudio exhaustivo. Proseguimos el
analisis de los otros tres mutantes. Para ello, recolectamos embriones de distintas
edades a lo largo del desarrollo embrionario procedentes de 10 plantas de cada
construccion. A partir de este material se analizd la actividad GUS y el resto se
guardé a -80°C para la obtencidn de ARN. En la Fig. 5B, se indican las
actividades GUS de cada construccidén obtenidas a partir de los embriones
recoiectados desde 16dpa hasta 28dpa.

Alos 12 y 16dpa, todos los mutantes presentaron unos niveles de actividad
GUS estadisticamente similares a los del silvestre (comparaciones estadisticas
no mostradas). Por tanto, ninguna de las modificaciones realizadas en los
mutantes afectaron la expresion del gen Ha hsp 17.7G4 en fases relativamente

tempranas de la embriogénesis zigdtica.
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Fig.5(A) Secuencia del 5UTR del gen Ha hsp17.7G4 y modificaciones
introducidas en los mutantes I-IV. Se muestra la secuencia de nucleétidos del
gen Ha hsp17.7G4, desde el inicio de la transcripcion, indicado con una flecha,
hasta la posicion +65 (5'UTR G4WT). Bajo esta secuencia se indican las 10
sustituciones introducidas en cada mutante. La posicién del primer nucleétido
modificado en cada mutante se sefiala con una barra vertical. se. También se
indica el limite de la delecion 2.2 (A2.2) en la posicion +25. (B) Valores de
actividad GUS durante el desarrolio embrionario en plantas transgénicas
con los distintos genes quiméricos analizados. Se representan las medias de
los valores obtenidos con muestras de 10 plantas distintas para cada
construccién. Las barras representan el error estandar. Los asteriscos indican las
diferencias significativas observadas mencionadas en el texto.
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En otras etapas mas tardias, (a los 24 y 28dpa), la actividad GUS observada
con el mutante | tampoco fue significativamente distinta a la del WT (24dpa:
F=0.130, P=0.7187; 28dpa: F=0.03, P=0.863). Este dato indica que la region
afectada por las modificaciones del mutante | no participa en la regulacion de la
expresiéon del gen quimérico durante el desarrollo embrionario. EI mutante 111
presenté en cambio niveles de actividad GUS aparentemente menores que los
del silvestre. Sin embargo, el analisis estadistico de los datos revel6 que dichos
valores no eran significativamente distintos, ni a 24, ni a 28dpa (F=1.089,
P=2.979 y F=1.499, P=0.2223, respectivamente). Finalmente, la misma
comparacion con el mutante IV, resulté en una disminucién significativa de la
actividad GUS respecto a la del gen silvestre, tanto a 24 como a 28dpa.
(F=12.026, P=0.0006 y F=4.877, P=0.0284, respectivamente). Este resultado
indica que la regién del 5°UTR modificada en este mutante participa la regulacion
de la expresion durante las fases tardias de la embriogénesis, al menos en los
genes quiméricos y quizas en el propio gen Ha hsp17.7G4. Dado que la proteina
GUS codificada por todos los genes quiméricos analizados es idéntica, podemos
descartar una regulacién post-traduccional diferencial como explicacion de los

resultados observados.

1.3. Acumulacién de ARNm quiméricos mutantes en la regién 5'UTR de

Ha hsp17.7G4 en embriones de plantas transgénicas

Para investigar la causa de la disminucién de la actividad GUS observada
con el mutante IV (Fig.5B), estudiamos los niveles de acumulaciéon de los ARNm
quiméricos en aquellos estadios de la embriogénesis en los que diferia del
silvestre, es decir a 24 y 28dpa. Se extrajo ARN total a partir de los embriones
recolectados de las plantas transgénicas respectivas. Para obtener una mayor
cantidad de ARN, y puesto que los niveles alcanzados a ambas edades no
diferian significativamente para cada construccién (Fig.5B), se mezclaron los
embriones de ambas edades y de las 10 plantas de una misma construccion,;
tomando la precaucion de tomar cantidades de embriones equivalentes de cada

planta. De esta forma, obtuvimos una séla muestra de embriones para cada
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construccion. A cada muestra se le midio la actividad GUS para compararla con
el nivel de acumulacion del ARNm quimérico correspondiente. Esto dltimo se
determiné mediante un experimento de proteccion frente a la digestion con
ARNasa A. Las hibridaciones de los ARN totales obtenidos a partir de las
muestras anteriormente descritas se hicieron con las ribosondas sintetizadas a
partir de las cadenas no codificantes de los genes Ha hsp17.7G4 y NPT I,
afadiendo ambas ribosondas a la vez en este experimento. Los fragmentos
protegidos que se detectan con ambas sondas son de distinto tamafo y

facilmente distinguibles.

En la Fig. 6A se muestran una tabla con los resultados de la cuantificacién
de los ARNm quiméricos y de la actividad GUS en las muestras de embriones de
las plantas transgénicas de tabaco. Los datos de acumulacion de ARNm
corresponden al experimento de proteccion frente a ARNasa A presentado en la
Fig 6B. La actividad GUS medida en mezcla de embriones de 24 y 28 dpa
(también en la Fig 6A) fue similar a los valores obtenidos anteriormente
procesando los embriones independientemente por edad y planta (Fig. 5B). Esto

confirma la validez del procedimiento de muestreo usado.

GUS*/

=
GUS ARNm* GUS ARNMt o = _ = >
o Z2 E 5 § 5
n < = = =
WT 12746 100 100 1X
713pb
MUT1 | 11686 70 916 13X
489pb
s e wwip (%
MUTIH 5907 69 463 07X - ) 404pb
Mutiv | 2@t 115 182 015X ﬁ 328pb

Fig.6 (A) Cuantificacion y normalizacion de la expresion en embriones de las
plantas transgénicas con los genes quiméricos mutantes en el 5’'UTR. Los niveles
de acumulacion de los ARNm quiméricos de cada construccién fueron cuantificados y
normalizados, respecto al ARNm del gen NPTII, por analisis densitométrico (véase
Materiales y Métodos, 14.2). Los valores normalizados de actividad GUS (GUS*) y de
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acumulacion de ARNm (ARNm*) de los genes quiméricos mut |, mut Il y mut IV se
obtuvieron por comparacion con los respectivos de la construccion G4WT, a los que se
asignd arbitrariamente un valor de 100. La expresion de los distintos genes quiméricos
se cuantificé mediante el cociente entre la actividad GUS y la acumulacion de ARNm
normalizada. Los resultados mas relevantes se indican en negrita (B) Datos
experimentales correspondientes a los valores del panel A. Se muestra la proteccién
frente a la digestion con ARNasa observada con el ARN total de los embriones de 24 y
28dpa. El tamano de los fragmentos protegidos fue de 476 pb (*), tras la digestion con la
ribosonda procedente del gen Ha hsp17.7 G4 , y de 357 pb (**) con la ribosonda
procedente del gen NPT li. Otros carriles: (M), marcador de peso molecular (véase
Materiales y Métodos, 14.2.2); (SG4), ribosonda sintetizada a partir del gen Ha
hsp17.7G4 sin digerir ; (SNPTII), ribosonda sintetizada a partir del gen NPTII sin digerir;
(ARN), hibridaciones de la ribosonda con ARNt.

Asi, el mutante | alcanzé unos niveles de actividad GUS similares a los del
silvestre; mientras que en el mutante lll y, mas drasticamente, en el mutante IV la
actividad GUS se redujo. En cambio, los niveles normalizados de ARNm
quiméricos no fueron muy diferentes entre los mutantes y el silvestre; tan sdélo
observamos una pequefa disminucién en los niveles de los mutantes | y Ill. Estos
pequefos cambios no se corresponden completamente con los valores de la
actividad GUS normalizada, lo que se refleja en el cociente entre ambos valores
(Fig B6A). Asi, la actividad GUS normalizada en el mutante Il fue menor que la del

silvestre y por tanto también lo fue dicho cociente.

El efecto mas drastico lo observamos con el mutante IV. En este mutante, la
acumulacion de ARNm quimérico fue similar a la del silvestre. Sin embargo, dada
la disminucién en su actividad GUS, el cociente entre ambos valores
normalizados fue unas 7 veces menor que la del silvestre (Fig. 6A). Por tanto, las
sustituciones introducidas en este mutante no parecen disminuir la transcripcion
ni la estabilidad del ARNm quimérico, sino que reducirian su traduccion eficiente
durante la embriogénesis tardia a temperaturas normales de crecimiento. Asi
estos resultados indican la existencia de una regulacién traduccional embrionaria
del gen quimérico con el promotor Ha hsp17.7G4, en las que las secuencias
reguladoras implicadas estan en la region del 5’UTR que contiene las mutaciones

en el mutante 1V, es decir desde la posicion +56 hasta la posicion +65 (Fig. 5A).
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1.4 Respuesta al acido abscisico de los genes quiméricos mutantes en

la regién 5" UTR de Ha hsp17.7G4 en germinulas de plantas transgénicas

Como comentamos anteriormente, la fusion G4AWT se expresa no solo
durante la embriogénesis zigdtica a temperatura ambiente sino también en tejidos
vegetativos en respuesta al choque térmico o al acido abscisico (ABA) (Coca et
al.,1996). Dado este patron de expresion, nos preguntamos si las secuencias
implicadas en la regulacién traduccional durante las fases tardias del desarrollo
embrionario (Fig. 5A) también participan en otras condiciones. Por ello
investigamos el efecto de las mutaciones en la regién 5’'UTR en la respuesta al

acido abscisico de los genes quiméricos en germinulas.

Se germinaron semillas procedentes de todas las plantas transgénicas
analizadas durante el desarrollo embrionario (Fig.5B). A los 15 dias tras la
inhibicién (dpi, dias post-imbibicion) en medio MSK, las germinulas se
traspasaron a placas Petri con medio MSK fresco (germinulas control), o a placas
con MSK+ 100uM de ABA (ABA, germinulas tratadas). A los 4 dias tras el
tratamiento, las germinulas se recogieron y procesaron para los ensayos
fluorimétricos de actividad GUS. En la Fig. 7 se muestran los resultados
obtenidos. Las germinulas tratadas con ABA del mutante | presentaron unos
niveles de actividad GUS mayores que las del silvestre (F=9.867, P=0.0024). Sin
embargo, la comparacién de los niveles de induccién de este mutante y los del
silvestre no reveld una diferencia significativa entre dichos valores (F=0.34,
P=0.55). Igualmente, tampoco fue diferente del silvestre la induccion alcanzada
por el mutante Ill (F=2.35, P=0.13).

El resultado mas relevante de este experimento fue el obtenido con el mutante IV.
La actividad GUS de las germinulas con este mutante fue similar a la obtenida
por €l silvestre, tanto en control como en respuesta a ABA (Control: F=0.99,
P=0.322; ABA: F=2.16, P=0.14); siendo por tanto también similares los niveles de

induccion de ambos.
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Fig.7. Respuesta al acido abscisico (ABA) en germinulas con los genes quiméricos
mutantes en el 5'UTR de Ha hsp17.7G4. Se representa la media de las actividades
GUS, correspondiente a germinulas sin tratar (control) o tratadas con acido abscisico
(+ABA). Se utilizaron muestras procedentes de 10 plantas transgénicas distintas con
cada construccion. De cada planta se analizaron aproximadamente 25 germinulas.
Todas las medidas fluorimétricas se hicieron por duplicado y las barras representan su
error estandar. Abajo, se indican los niveles de induccién definidos como la razén entre
las actividades medias obtenidas con las germinulas tratadas con ABA y las
correspondientes a las germinulas sin tratar para cada gen quimérico (es decir:
ABA/Control).

En consecuencia, el efecto negativo sobre la expresidn del gen quimeérico
que habiamos observado con el mutante IV durante las fases tardias de la
embriogénesis, no se produjo en las germinulas en respuesta al ABA. Estos
resultados indican que las secuencias presentes en la regién 5'UTR, desde la
posicion +56 hasta la +65, participan en la regulacion traduccional de la expresién
del gen Ha hsp17.7G4 durante el desarrollo embrionario zigético, pero no asi en
la regulacién de la expresion de dicho gen en respuesta al ABA en tejidos

vegetativos.
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1.5. Respuesta al choque térmico de los genes quiméricos mutantes en

la region 5 UTR de Ha hsp17.7G4 en plantas transgénicas

Mediante el analisis de deleciones de la regién 5°'UTR del gen Ha
hsp17.7G4 realizado previamente (véase Fig.3, paneles A y B), habiamos
acotado una region que participa en la regulacion traduccional de los genes
quiméricos, tanto en la respuesta al calor en tejidos vegetativos como a
temperaturas normales de crecimiento en las fases tardias de la embriogénesis
(Fig.3, panel A y B). El analisis mediante mutagénesis de parte de la regién
acotada nos ha permitido identificar secuencias implicadas en la regulacion
traduccional durante el desarrollo embrionario (Fig. 6A). Investigamos si estas
mismas secuencias también participan en la regulaciéon durante la respuesta al

choque térmico.

De cada construccién seleccionamos 5 de las 10 plantas transgénicas que
previamente habian sido analizadas durante el desarrollo embrionario y en
respuesta al ABA en germinulas (véase Figs.5B y 7). De las semillas de cada una
de estas 5 plantas se obtuvieron y seleccionaron 2 germinulas descendientes
distintas (es decir un total de 10 descendientes por cada construccién). Estas
dieron lugar a plantas adultas que se cuitivaron en condiciones controladas de
luz, temperatura y humedad. Las plantas fueron sometidas a choque térmico

segun se describe en Materiales y Métodos (véase 1.1.5.2.).

Los ensayos de actividad GUS se hicieron a partir de extractos de proteinas
del tallo, donde previamente se habia observado, con la fusién G4WT, la
induccion por calor de niveles substanciales de actividad GUS (Coca et al., 1996).
Ya que el mutante | no tuvo efecto alguno durante el desarrollo, no estudiamos su

expresion en la respuesta al calor.
Como se observa en la Fig.8, ninguno de los dos genes quiméricos mutantes

analizados se vio afectado en su respuesta al calor. Asi, el mutante IV presentd

unos niveles de actividad GUS similares a los del silvestre, tanto en condiciones
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control (F=1.74, P=0.19) como tras el choque térmico (F=2.48, P=0.122). Por lo
tanto, la traduccion durante la respuesta al calor y en el desarrollo embrionario
(véase Fig.3), parecen no estar reguladas por las mismas secuencias del 5’'UTR

(véase la Discusion).

o fER L
I §
Smom e

Fig.8. Respuesta al choque térmico de los genes quiméricos mutantes en el 5'UTR
de Ha hsp17.7G4. La actividad GUS se midié en extractos de proteinas del tallo de
plantas transgénicas sometidas a choque térmico (HS) o sin tratar (Control). Se
representa la media de los valores obtenidos con la muestras cuyo tamafo vy
composicion se detalla en el apartado de resultados (1.5). Las barras representan el
error estandar. Abajo, se indican los niveles de induccién, definidos como la razén entre
las actividades medias obtenidas en las plantas sometidas a choque térmico y las
correspondientes a las plantas sin tratar para cada gen quimérico (es decir: HS/Control).
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Capitulo 2. Regulacién transcripcional de
genes quiméricos con el promotor Ha

hspl17.7G4

2.1. Transactivacion, por Lp-HSFA1, de genes quiméricos en embriones

de girasol

El analisis de los genes quiméricos con mutaciones en las regiones con
HSEs del gen Ha hsp17.7G4 en plantas transgénicas de tabaco habia revelado
previamente la funcionalidad de estas regiones en la expresion de los genes
quiméricos durante las fases tardias del desarrollo embrionario (Almoguera et
al.,1998). Hemos estudiado la implicacion de HSFs, en dicha expresién, mediante
experimentos de expresion transitoria tras el bombardeo de microparticulas de
oro cubiertas de ADN. Esta técnica se describe en Materiales y Métodos (5).

Hemos usado la construccion quimeérica (-1132) G4::GUS::nos (silvestre,
G4WT) (véase Fig.1) y distintas versiones mutadas de las regiones HSEs como
plamidos reporters (véase Materiales y Métodos, 23.1). En la Fig.9 se
representan las fusiones traduCcionales usadas, indicando las secuencias de las
regiones HSEs del promotor Ha hsp17.7G4 y los cambios de nucledtidos

realizados en cada mutante.

En la Fig.10A, se muestran las actividades obtenidas en embriones de
girasol bombardeados con las distintas construcciones quimeéricas. Tanto las
mutaciones en la region HSE proximal (G4mutB) como en ia regiéon HSE distal
(G4mutF), o en ambas regiones (G4mutE), redujeron significativamente la
actividad GUS en embriones comparadas con las actividades obtenidas con el
silvestre. (G4mutB, F=30.53, P=0.0001; G4mutF, F= 37.3, P= 0.0001; G4mutE,
F= 37.7, P= 0.0001). EI mutante G4P, cuyas substituciones de secuencia
mejorarian los sitios de unién para los HSFs (Barros et al.,1992), presenté unos

niveles de actividad GUS significativamente mayores que los del silvestre.
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(diferencia de unas 5 veces: F= 207, P= 0.0001). Estos resultados confirman la
implicacion de las regiones HSEs en la regulacién de la expresién del gen
quimérico G4WT, e indican la existencia de HSFs endogenos en los embriones de

girasol utilizados en nuestros ensayos

1T I

WT  CTCTGGAACCTTTCAGAAATATCCATATCCATTTCTTCAAGCTTCAAGACAATCCTAGAAATTAC

mutA 1Tt TaC
mutB ITt Tat tAA
mutF tAA tAA
mutE tAA tAA 1Tt Tat tAA
mutP aéAA U_c_ aéAA |

—

-1132

Fig.9. Fusiones traduccionales de los genes quiméricos con secuencias del
promotor Ha hsp17.7G4. Se indica la secuencia de nucleétidos del promotor Ha
hsp17.7G4, desde la posicion (—121) hasta la posicién (-57). Esta zona comprende la
region con los HSEs (il y 1), sefialados con corchetes. Las secuencias consenso -GAA y
TTC- del nacleo de las repeticiones para la unién de los HSFs estan subrayadas. Los
nucleotidos mas criticos para dicha unién, (G 6 C) se sefialan con un punto arriba. Abajo
se representa un esquema de la fusion traduccionai del gen quimérico (-
1132)G4::GUS::nos, (G4WT). El sitio de inicio de la transcripcion se representa con una
flecha. Los distintos mutantes, (G4mutA, G4mutB, G4mutF, G4mutE y G4mutP), fueron
construidos a partir de dicha fusion traduccional, introduciendo en cada caso las
sustituciones de nucledtidos, indicadas en minisculas.

A continuacion, analizamos la transactivacion de cada construccion (la
original y los distintos mutantes) usando un plasmido efector que expresa
constitutivamente el ADNc de un HSF de tomate (Lp-HSFA1, véase Materiales y
Métodos 24.1). El bombardeo con dicho plasmido produjo la activacion
transcripcional dei gen quimérico original G4WT (Fig.9B). Asi, observamos una
induccion significativa (F=539.72, P=0.0001) de 19.7 veces sobre los niveles

basales obtenidos con la misma construcién en ausencia del plasmido efector (-).
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Fig.10 (A) Actividad de los distintos genes quiméricos con secuencias del
promotor Ha hsp17.7G4 tras el bombardeo de embriones de girasol. Se indican las
‘medias de las actividades GUS normalizadas con las actividades luciferasa (LUC). Las
barras representan los errores estandar de las medias correspondientes a 5
experimentos independientes con 5 disparos cada uno. Abajo se indican los distintos
genes quimeéricos ensayados: WT, G4 silvestre; B, G4mutB; F, G4mutF; E, G4mut Ey P,
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G4mut P. Los asteriscos indican las diferencias significativas, respecto a la actividad de
WT, explicadas en el texto. (B). Transactivacién por Lp-HSFA1. Los genes quiméricos
se ensayaron con (+Lp-HSFA1), o sin (-), un pladsmido efector que expresa
constitutivamente el HSFA1 de tomate. El nimero de experimentos realizados con cada
gen quimérico vario entre 4 (para G4mutB+Lp-HSFA1) y 13 (para G4WT+Lp-HSFAT1),
efectuandose en todos los casos 5 disparos por cada experimento. El nivel de induccion
indicado en la parte inferior de la figura, viene dado como la razén entre las actividades
normalizadas obtenidas tras el bombardeo con y sin el plasmido efector. Como se detalla
en el texto, todas las diferencias observadas entre los niveles de induccion fueron

estadisticamente significativas, a excepcion del mutante E. Resto de los simbolos como
en A,

Las mutaciones tanto en la regiéon HSE proximal (G4mutB) como en la
region HSE distal (G4mutF), redujeron, aunque no abolieron, la transactivacion
por Lp-HSFA1, indicando la contribucion funcional relativa de cada region. Asi, en
el caso de mutante G4mutF, la induccién fue de 14.4 veces y para el mutante
G4mutB de 4.4 veces. Estos resultados indican una mayor contribucion de la
region HSE proximal a la activaciéon transcripcional del gen Ha hsp17.7G4 en
embriones de girasol, lo que confirma observaciones previas, con los mismos
genes mutantes, en plantas transgénicas de tabaco (Coca et al., 1996 y
Almoguera et al.,1998). Las actividades basales obtenidas con cada construccion
en ausencia del plasmido efector, son minimas frente a las obtenidas en su
presencia. En estas ultimas condiciones de ensayo podemos observar que la
suma de las actividades obtenidas con los dos mutantes (G4mutB y G4mutF) es
significativamente menor que la obtenida con el silvestre (F=5.02,P=0.028). Este
resultado sugiere la existencia de una cierta cooperatividad, entre las dos
regiones con HSEs, para la activacion transcripcional del gen quimérico G4WT en

embriones.

El mutante G4mutE, es el mas afectado en la unién in vitro de HSF1
humano y en la expresion del gen quimérico correspondiente durante la
desecacioén de los embriones en plantas transgénicas de tabaco (Almoguera et al,
1998). Este mutante resulté nulo para la transactivacion por Lp-HSFA1 . Por otro
lado, los altos niveles basales (-) obtenidos en el mutante G4mutP, resultaron en
una menor induccién transcripcional por Lp-HSFA1 que el silvestre, siendo ésta

de tan sd6lo unas 3.9 veces (Fig. 10B).
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Estos resultados confirman que el promotor Ha hsp17.7G4 pudiera estar
regulado transcripcionalmente por HSFs. El uso de la técnica de expresion
transitoria tras el bombardeo con distintos plasmidos, nos facilita el estudio de la
regulacion de este gen en un sistema homdlogo, complementando y ampliando
los analisis que se habian realizado hasta el momento en plantas transgénicas de

tabaco con genes quiméricos conteniendo secuencias del promotor de dicho gen.

2.2. Transactivaciéon por ABI3 del gen quimérico GAWT en embriones

de girasol

Algunas observaciones del laboratorio de E. Vierling, (U. Arizona, Tucson),
indicaban la posible implicacién de genes reguladores embrionarios en la
activacion de promotores sHSP de plantas. Estas observaciones incluian el
efecto de mutantes en el gen ABI3, un factor transcripcional de Arabidopsis
thaliana (Giraudat et al.,1992). Existen genes ortélogos a ABI3 clonados en otras
especies vegetales. Los mutantes en dichos genes son insensibles al acido
abscisico en semillas y estan afectados en la expresion génica de varios
programas del desarrollo embrionario. Asi, uno de los efectos que presenta el
mutante nulo de Arabidopsis abi3-6, es la ausencia de las sHSPs expresadas
normalmente en semillas (HSP17.4 y HSP17.6), sin afectar en cambio a la
acumulacion de dichas proteinas en tejidos vegetativos en respuesta al calor
(Wehmeyer et al., 1996).

Por ello, investigamos si ABI3 era capaz de activar transcripcionalmente al
promotor del gen Ha hsp17.7G4 en embriones de girasol. Para ello usamos un
plasmido efector que expresa constitutivamente ABI3 (pues contiene su ADNc).
El bombardeo de embriones de girasol con dicho plasmido, resulté en una
induccion transcripcional del gen quimérico G4WT de 5.3 veces (Fig.11). La
actividad GUS obtenida en presencia de ABI3 fue significativamente mayor que la
obtenida en ausencia del efector (-) (F=254.26,P=0.0001). La activacion
transcripcional mediada por ABI3 fue dependiente de la integridad de ambas

regiones con HSEs, principalmente de la proximal. Esto se deduce de las
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actividades inducidas por ABI3 obtenidas en los mutantes B y F. Asi, la induccion
en el mutante G4mutB fue de tan sélo 2.7 veces y significativamente menor a la
induccién obtenida en la construccion silvestre (F=11.99, P=0.0007); mientras
que la induccion del mutante G4mutF fue de 4.4 veces, mas similar a la del
silvestre, (F=0.83, P=0.36).
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Fig.11. Transactivacion por ABI3 de los distintos genes quiméricos con secuencias
del promotor Ha hsp17.7G4 en embriones de girasol. Se muestran los valores medios
de actividad GUS normalizada con LUC, correspondientes a 5 experimentos
independientes con 5 disparos cada uno. Los embriones fueron bombardeados con los
distintos genes quiméricos, con (+ABI3) o sin (-), un plasmido efector que expresa
constitutivamente ABI3. El nivel de induccidn y el resto de los simbolos se explican en el
pie de la Figura 9. La significacidn estadistica de las diferencias observadas se detalla en
el texto.

El mutante G4mutE mostré una induccién por ABI3 mucho menor que la del
silvestre pero significativamente mayor a la obtenida en ausencia del plasmido
efector (F=34.21, P=0.0001). Esta minima activacién en el mutante G4mutE,
cuyas regiones HSEs no son funcionales, podria ser comparable a la obtenida
con otros factores de transcripcién, como el c-Myc, en promotores carentes de

secuencias de union para dichos factores (Kanei-Ishii et al.,1994).
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2.3. Sinergismo en la activacion transcripcional del gen G4WT por Lp-
HSFA1 y ABI3

Los resultados de la transactivacién con Lp-HSFA1 y ABI3, indicaban que
cada uno de estos factores requerian las mismas secuencias en ¢is en el gen
quimérico G4WT. Es decir, los mutantes en las regiones con HSEs (proximal o
distal) se comportaron de forma similar en la transactivacién, tanto por Lp-HSFA1
como por ABI3 (Fig.10 By Fig.11).

Para investigar una posible interaccion funcional entre ambos factores,
bombardeamos embriones de girasol con las distintas construcciones quiméricas
y los plamidos efectores Lp-HSFA1 y ABI3. EI cobombardeo con ambos
plasmidos efectores resultd en una actividad GUS, del gen quimérico G4WT,
significativamente mayor que la suma de las actividades obtenidas

bombardeando con cada factor por separado (F=12.88, P=0.0004) (Fig.12).
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Fig.12. Efecto sinergistico de ABI3 y Lp-HSFA1 en la activacidn transcripcional de
los distintos genes quiméricos, con secuencias de Ha hsp17.7G4, en embriones de
girasol. Se representan las sumas de las actividades GUS normalizadas con LUC,
obtenidas tras el bombardeo de los distintos genes quiméricos con los plasmidos
efectores Lp-HSFA1 (valores mostrados anteriormente por separado en la Fig.10A) y
ABI3 (valores mostrados anteriormente por separado en la Fig.11). Los valores de estas
sumas se comparan con las medidas de las actividades obtenidas tras el bombardeo de
ambos plasmidos efectores a la vez (Cobombardeo). Se han realizado 4 experimentos
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independientes de cobombardeo para los genes quiméricos G4mutB (B), G4mutF (F) y
G4mutE (E) y 8 experimentos para la construccion silvestre (WT); con 5 disparos por
experimento en todos los casos. En la parte inferior de la figura, se indican los distintos
genes quiméricos ensayados en cada caso. El asterisco indica la significacion estadistica
de la diferencia observada, sé6lo para el gen silvestre, entre las actividades obtenidas con
la suma y el cobombardeo. Resto de los simbolos como se explica en el pie de la Figura
10.

Sin embargo, este efecto sinergistico de ABI3 y Lp-HSFA1 no fue observado
con la construccién quimérica del mutante G4mutF ni con la del mutante G4mutB.
En estos mutantes, los niveles de actividad GUS tras el bombardeo conjunto con
ambos plasmidos efectores fueron similares a los obtenidos tras el bombardeo
unicamente con el plasmido efector Lp-HSFA1 (respectivamente para cada
mutante, F=2.26, P=0.135; y F=2.46, P=0.1196). Por tanto, el efecto sinergistico
fue dependiente de la integridad de ambas regiones con HSEs del promotor Ha
hsp17.7G4. Este resultado sugiere la necesidad de interacciones cooperativas
entre los HSFs unidos tanto a la regiéon proximal como a la distal. Asi, un posible
papel para los factores del tipo ABI3 seria ayudar a, o mantener, las interacciones
cooperativas entre los HSFs unidos a dichas secuencias. Esta hipétesis también
explicaria por qué el mutante GAmutP no es transactivado eficientemente por
ABI3 (Fig. 11). Las mutaciones introducidas en este mutante, facilitarian la union

de los HSFs a los HSEs haciendo, por tanto, superfiuo el papel de ABIS3.

El mutante E, cuya caracterizacion previa demostré ser nulo para la
transactivacion por Lp-HSFA1, no presentd una induccion significativa tras el
bombardeo con ambos plasmidos efectores (F=1.18, P=0.97). Este resultado
confirma que en ausencia de HSEs funcionales, ABI3 no es capaz de activar mas

alla de unas 2 veces sobre el nivel basal obtenido sin efector (Fig.11).

Los resultados mostrados aqui son la primera evidencia de una interaccion
funcional entre un factor del tipo ABI3 y un HSF. Esto aporta un nuevo ejemplo a
los conocidos, hasta ahora muy escasos, para las interacciones de cada uno de

estos factores con otros factores transcripcionales.
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2.4. ABI3 potencia la unién in vitro de Lp-HSFA1 a los HSEs del
promotor Ha hsp17.7G4 y a un HSE sintético

Estudios previos habian demostrado la capacidad de VP1, el ortélogo de
ABI3 en maiz, para potenciar la unién in vitro del factor de transcripcion EmBP-1
al promotor del gen Em (Hill et al.,1996). Para investigar el mecanismo de
activacion de ABI3 mediado por HSFs, realizamos ensayos de unién de in vitro.
Usamos proteinas recombinantes de ABI3 y Lp-HSFA1, junto con fragmentos de

ADN procedentes del promotor del gen Ha hsp17.7G4.

Para la obtencién de proteinas recombinantes Lp-HSFA1 y ABI3, clonamos
los ADNc correspondientes en vectores de expresién para E.coli fusionados a 6
residuos de histidina para facilitar su posterior purificacion (véase Materiales y
Métodos 25.1 y 25.2).

ABI ABIBAN
A B
M C th &n C 1h 2n M ABBAN
111 KD wmm [
. 111 KD ==
48 KD e [ — 446kDa
48 KD ane
37KD |,
37KD e
28 KD
f 28 KD

Fig.13 (A) Expresion de las proteinas recombinantes ABI3 y ABI3AN en E.coli. Se
muestran, separados electroforéticamente en un gel de poliacrilamida, los extractos
proteicos de E.coli con las proteinas recombinantes ABI3 y ABI3AN. (M): marcador de
proteinas de bajo peso molecular (BioRad), (C): extractos de proteinas de E.coli a partir
de un cultivo sin inducir por IPTG. (1h): extractos de proteinas de E.coli obtenidos tras 1h
de induccién del cultivo por IPTG. (2h): extractos de proteinas de E.coli obtenidos tras 2h
de induccién del cultivo por IPTG. (véase Materiales y Métodos 13.2.1). La escasa
produccion de la proteina completa ABI3 no permitié detectarla. La banda
correspondiente a ABI3AN y su peso molecular se sefalan en el margen derecho. (B)
Purificacion de ABI3AN por columna de afinidad. Los extractos proteicos de E.coli con
la proteina recombinante ABI3AN fusionada a 6 residuos de histidina, fueron pasados a
través de una columna de resina con iones Ni 2*. La proteina, eluida de la columna con
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EDTA 100mM, se separ6é en un gel de poliacrilamida. Dicha proteina tiene un peso
molecular de 44.6 KDa. Simbolos como en A.

La proteina completa de ABI3 resultdé muy insoluble, y no la conseguimos
obtener cantidades suficientes (Fig.13A). Por ello, hicimos una delecion del ADNc
de ABI3, para obtener la proteina ABISAN, de 336 aminoéacidos, que esta
truncada en su extremo aminoterminal. Esta nueva proteina contiene el dominio
B2, responsable del efecto de VP1 con el factor de transcripcion EmBP-1
mencionado anteriormente (Hill et al.,1996). Para los ensayos de unidn in vitro,
usamos tanto extractos de E.coli con la proteina ABI3AN (Fig.13A), como la

propia proteina purificada por columna de afinidad (Fig.13B).

Lp-HSFA1 fue expresado de forma similar a partir de su ADNc y su producto

purificado por columna de afinidad (véase Materiales y Métodos 15.2.2) (Fig.14).

111 KD ==

77 KD
— 67.2 kDa

48 KD e

37 KD =}

28 KD e

Fig.14. Expresidén en E. coli de Lp-HSFA1, y purificacion por columna de afinidad.
Los extractos proteicos, con la proteina recombinante Lp-HSFA1 fusionada a 6 residuos
de histidina, fueron pasados a través de una columna de resina con iones Ni ?*. La
proteina eluida con EDTA 100mM, se separd en un gel de poliacrilamida. Dicha proteina
tiene un peso molecular de 67.2 KDa. (1): extractos de proteinas de E.coli a partir de un
cultivo sin inducir por IPTG. (2): extractos de proteinas de E.coli obtenidos tras 1h de
induccion del cultivo por IPTG. (3) Elucién de la columna conteniendo la proteina de
fusion 6His-Lp-HSFA1. (M): marcador de proteinas de bajo peso molecular (BioRad).

En las Fig.15A y 15B se muestran estos experimentos de union in vitro. En
estos experimentos, la unién de proteinas al ADN provoca una movilidad menor
del ADN durante la electroforesis. El complejo retardado en el gel con respecto al
ADN desnudo indica la interaccién proteina-ADN. En la Fig. 15A, usamos como

sonda el fragmento del promotor del gen Ha hsp17.7G4 desde la posicién —136

92



1. Resultados

hasta la —18. Esta sonda (HSEG4) contiene las regiones proximal y distal con los
HSEs de este gen. En la Fig. 15B, usamos como sonda un oligonucleotido

sintético con otras secuencias HSE (oliHSE) (véase Materiales y Métodos 14.2).

Titulamos la cantidad de Lp-HSFA1 recombinante, de manera que
determinaros la cantidad 6ptima para detectar una unién eficiente del Lp-HSFA1
a cada sonda (Figs. 15A y B: carril2), asi como la cantidad sub-6ptima, con la que
el complejo retardado apenas se detecta. (Figs. 15A y B: carril3). Usando estas
ultimas condiciones, ensayamos el efecto de la proteina ABI3AN. La adicion de
extractos de E.coli con ABI3AN, en ausencia de Lp-HSFA1, tanto a la sonda
oliHSE como a la sonda HSEG4, no produjo ningin complejo detectable.

(Fig.15B: carril11 y datos no mostrados para HSEG4).

Cuando afiadimos extractos de E.coli con ABISAN a la mezcla de reaccion,
usando Lp-HSFA1 en las condiciones sub-6ptimas de retardo, volvemos a
detectar el complejo correspondiente a Lp-HSFA1 unido a la sonda (Figs. 15A:
carril 4, y 15B: carril 5). Dicho complejo es el resultado de uniones proteina::ADN
especificas para las secuencias de los HSEs, como se observa en los
experimentos de competicién con sondas especificas o inespecificas sin marcar
(Fig. 15A: carriles 5y 6, y Fig 15B: carriles 6 y 7). Este resultado indica que, al
menos in vitro, ABISAN facilita la union de los HSFs a los HSEs. Esto podria
explicar, al menos en parte, la induccién del gen quimérico G4WT por ABI3 en los

ensayos de expresion transitoria en embriones (Fig. 11).

Los complejos detectados en las reacciones con y sin ABI3AN, no difieren
en su movilidad (comparar Fig 15A: carriles 2 y 4 y Fig 15B: carriles 2 y 5). Este
resultado indica que el posible complejo ternario Lp-HSFA1::ABISAN::ADN, no
seria lo suficientemente estable para detectarse en las condiciones
experimentales usadas; por lo que dicho complejo ternario se disociaria durante
la electroforesis en el gel. Esta misma explicacion se ha propuesto, para el
complejo ternario VP1::EmBP1::Em-ADN, en Hill et al. (19986).
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Fig.15. Ensayos de union in vitro de Lp-HSFA1 a los HSEs del promotor Ha
hsp17.7G4 y a secuencias HSE sintéticas en un oligonucleotido (oliHSE). Las
condiciones para las reacciones de unién in vitro se detallan en Materiales y Métodos
(véase 14.2). Todas las reacciones contienen 0.13 ng de las sondas G4HSE (panel A), o
oliHSE (panel B), ambas marcadas radioactivamente. La adicién (+), o no (-), de otros
componentes se indican debajo de cada carril. Para Lp-HSFA1 (HSF), el simbolo (%)
significa la adicidn de 500 ng de la proteina recombinante purificada (paneles Ay B) , y el
simbolo (+) la de 50 ng (panel A), o 5 ng (panel B) de dicha proteina. Para ABISAN
(ABI3): (+), 0.66 ng de proteina purificada ABISAN (panel A), o 1ug (panel B) de
extractos proteicos de E.coli con ABI3AN. Para los experimentos de competicion, se
indica la adicién de un exceso molar, de 50 veces, de oligonucleotidos sintéticos, sin
marcar radioactivamente, con secuencias ajustadas al consenso de HSE (oHSE), o con
sustituciones alejadas de dicho consenso (OHSEm). En los carriles 7-9 (panel A) y
carriles 8-10 (panel B) se anadid, sustituyendo a la proteina ABI3AN, la misma cantidad
de BSA, de extractos de E.coli transformada con el vector de expresién pRSETC o de
poli-lisina (respectivamente en cada caso). Los tratamientos con DOC (panel B) se
hicieron antes de la adicién de la sonda de ADN. ElI DOC afiadido fue neutralizado con
NP40 antes de comenzar la reaccion de unién. En el carril 12, el DOC y el NP40 se
afadieron simultaneamente (+').

La secuencia de la sonda oliHSE carece de sitios de uniéon para otros
factores distintos a los HSFs. Por ello, el efecto de ABISAN en los ensayos de
union in vitro usando esta sonda, sugiere que ABI3AN no se une directamente al
ADN, sino que lo haria a través de Lp-HSFA1. Para investigar la posible
interaccion fisica entre ambos factores transcripcionales usamos deoxicolato
sédico en las reacciones de unién in vitro con la sonda oliHSE (DOC, véase

Materiales y Métodos 19.2.1). El DOC es un detergente capaz de romper
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interacciones ionicas entre proteinas (Shen y Gigot, 1997) Los tratamientos con
DOC no afectaron a la uniéon de Lp-HSFA1 al ADN en las reacciones que
contenian cantidades 6ptimas de este factor (Fig. 158, carril 2). Sin embargo, la
preincubacion con DOC de los extractos de proteina con ABI3SAN y Lp-HSFA1
evitd la potenciacion de la unién a la sonda de Lp-HSFA1 mediada por ABI3AN.
(Fig 15B: comparar carriles 4 y 5). La neutralizacién del DOC, afadiendo
simultaneamente Nodidet P40 (NP40) a la reaccién de union, abolié
completamente el efecto del DOC (Fig. 15B: carril 12). Los resultados de estos
experimentos sugieren una posible interaccién fisica, al menos in vitro, entre
ABI3AN y Lp-HSFA1. Esta interaccion fisica entre ambos factores seria muy
débil, ya que la concentracion de DOC usada en nuestros experimentos son
condiciones no disociantes para otras interacciones proteicas estudiadas

previamente por otros autores (Baeuerle y Baltimore, 1988).

2.5. Efecto de la proteina truncada ABI3AN y requerimiento del dominio

de activacion de Lp-HSFA1 para la transactivacion del gen quimérico G4AWT

El factor ABI3 de Arabidopsis y el factor VP1 de maiz son ortélogos, [por lo
que sus secuencias de aminoacidos son muy similares]. Los analisis funcionales
realizados con el factor VP1 (McCarthy et al.,1991) revelaron la presencia de un
dominio de activacién situado en la regién aminoterminal. En los ensayos de
unidn in vitro hemos usado la proteina ABI3AN, truncada en su extremo
aminoterminal. Esta proteina tiene delecionado este posible dominio de
activacion, asi como otra regién adyacente que no esta conservada entre las
proteinas de esta familia. Aun asi, ABI3AN fue capaz de potenciar la unién de Lp
HSFA1 a los HSEs del promotor Ha hsp17.7G4 in vitro (Fig 15). Investigamos si
esta potenciacion puede explicar la activacién transcripcional del gen quimérico
G4WT observada in vivo con ABI3 (Fig. 11). Para ello, hicimos experimentos de
expresion transitoria estudiando la capacidad de transactivacion de la proteina
ABI3AN en embriones de girasol. Los resultados de estos experimentos
mostraron que la actividad GUS obtenida tras el bombardeo con el plasmido

efector de ABI3AN fue similar a la obtenida tras el bombardeo en ausencia de
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dicho plasmido (Fig.15, F=1.577, P=0.210). Es decir ABI3AN no fue capaz de
transactivar al gen quimérico. Este resultado indica que la potenciacion de la
union de HSFs a los HSEs pudiera ser necesaria, pero no es suficiente para

explicar la transactivacion por ABIS3.
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Fig.16. Efecto de la proteina truncada ABI3AN, y requerimiento del dominio de
activacion de Lp-HSFA1 para la transactivacion en embriones de girasol. Se
muestran las medias de las actividades B-glucuronidasa normalizadas con luciferasa
(GUS/LUC) obtenidas. Los embriones fueron bombardeados con el gen G4WT sin
plasmido efector (-) o con el/los plasmido/s efector/es que se indican en la parte inferior.
El nimero de experimentos realizados con cada plasmido efector varia entre 4 (para
ABI3AN) y 13 (para Lp-HSFA1), siendo en todos los casos 5 disparos los efectuados en
cada experimento. Los asteriscos (*) indican las diferencias estadisticamente
significativas entre las actividades alcanzadas en las siguientes comparaciones: Lp-
HSFA1AC frente a Lp-HSFA1, ABI3AN frente a ABI3, ABI3+Lp-HSFA1AC frente a ABI3 y
Lp-HSFA1+ABI3AN frente a Lp-HSFA1. Resto de los simbolos como en el pie de la
Figura 10.

Mas aun, el cobombardeo con los plasmidos efectores de ABISAN y Lp-
HSFA1 redujo significativamente la activacion del promotor quimérico, comparada
con la activacion producida tras bombardear unicamente con el efector de Lp-
HSFA1 (véase Fig 15, F=74.18, P=0.0001). Este efecto negativo dominante
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apoyaria la hipotesis de una interaccion fisica entre ambos factores, basada en
los resultados de los experimentos de unién in vitro usando DOC (Fig. 14B). Asi,
el complejo formado por ABI3AN y Lp-HSFA1 adoptaria una conformacion

ineficiente para la activacion transcripcional del promotor del gen quimérico.

También investigamos la contribucién de Lp-HSFA1 al efecto sinergistico en
la transactivacion del gen quimérico G4WT. Para ello disponiamos de una version
de Lp-HSFA1 truncada en su extremo carboxiterminal (Lp-HSFA1AC, véase
Materiales y Métodos 24.1). Esta proteina carece del dominio de activacion de
Lp- HSFA1, que previamente habia sido caracterizado funcionalmente (Treuter et
al.,1993). La actividad GUS obtenida en los embriones bombardeados con el
plasmido efector de Lp-HSFA1AC no diferia significativamente a la obtenida tras
el bombardeo sin dicho plasmido (Fig.16, F=1.267,P=0.2618). Es decir, Lp-
HSFA1AC fue incapaz de transactivar al gen quimérico. El cobombardeo de Lp-
HSFA1AC y ABI3 también resulté en una transactivacion nula del gen quimérico.
Esta transactivacion, por tanto, fue significativamente menor que la producida tras
bombardear unicamente con el plasmido efector de ABI3 (véase también Fig.16,
F=75.34,P= 0.0001). Estos resultados sugieren que en ausencia de un HSF
funcional, ABI3 no es capaz de activar sustancialmente al promotor del gen

quimeérico.

2.6.Transactivacion, por ABI3 y Lp-HSFA1, de un promotor minimo a
través de las regiones con HSEs del promotor Ha hsp17.7G4 en embriones

de girasol

Todos los experimentos de expresion transitoria se han realizado usando un
gen quimérico con una fusién traduccional con el gen gus que contiene 1132 pb
aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcion del promotor del gen Ha
hsp17.7G4. El uso de esta construcciéon no nos permite discernir entre dos
posibles modelos para la activacion transcripcional de su promotor por ABI3 y Lp-
HSFA1. i) Lp-HSFA1 podria unirse a los HSEs de Ha hsp17.7G4; y el factor ABI3

hacerlo a cualquier otra regiéon no caracterizada de dicho promotor. En este caso
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ABI3 actuaria como un activador transcripcional canénico. ii) Alternativamente
ABI3 se uniria a Lp-HSFA1 y éste a su vez a los HSEs. Asi ABI3 actuaria como
un coactivador, sin unirse directamente al ADN. De hecho VP1, un gen ortdlogo
de ABI3, regula a algunos genes actuando como un activador transcripcional;
mientras que se ha determinado recientemente que en otros casos funciona
como un coactivador. Asi por ejemplo, VP1 es capaz de unirse in vitro a la
secuencia RY o Sphl del promotor del gen C1 a través de su dominio basico B3
(Suzuki et al.,1997). Por otro lado, VP1 actuaria como un coactivador a través del
factor TRAB1, un factor de tipo b-ZIP que se une directamente al ADN en los
elementos de respuesta a ABA (ABREs) (Hobo et al.,1999) (véase la

Introduccion).

Para poder discernir entre ambas posibilidades usamos un plasmido con un
nuevo gen quimerico,G4WT(-46). Esta nueva construccion contiene un promotor
minimo (CaMV35S (-46), delante del cual hemos clonado los HSEs del promotor
del gen Ha hsp17.7G4, incluyendo sus secuencias desde la posicién —136 hasta
la —49 (véase Materiales y Métodos 23.2).

Los resultados de los experimentos de expresion transitoria, usando dicho
plasmido, demostraron la capacidad de transactivacion por Lp-HSFA1 del
promotor minimo a través de los HSEs de Ha hsp17.7G4. Asi, la actividad GUS
tras el bombardeo con el plasmido efector de Lp-HSFA1 fue significativamente
mayor a la obtenida en ausencia de dicho plasmido (Fig. 17, F=29.6, P=0.0001).
En cambio, el bombardeo con el plasmido efector de ABI3 produjo una actividad
GUS similar a la obtenida sin dicho efector (véase también la Fig. 17, F=0.725,
P=0.3960). Es decir, ABI3 no fue capaz de transactivar, por si mismo, al promotor
minimo del nuevo gen quimeérico. Dado que las actividades GUS/LUC alcanzadas
con este promotor, tras la activacion por Lp-HSFA1, fueron mucho menores que
las obtenidas con la fusién (-1132)G4::GUS::nos, es probable que la activacion
transcripcional por ABI3 del promotor minimo no sea lo suficientemente fuerte

para ser detectada en nuestras condiciones experimentales.
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Sin embargo, la activacion transcripcional del gen quimérico WT(-46),
producida conjuntamente por Lp-HSFA1 y ABI3 resulté en una actividad GUS
significativamente mayor a la obtenida usando unicamente Lp-HSFA1 (Fig. 17,
F=16.9, P=0.0001). Tanto la transactivacién por Lp-HSFA1 como por Lp-HSFA1y
ABIS3 fue dependiente de la integridad de los HSEs, ya que el plasmido con su
version mutada, mutE(-46) no fue activado significativamente en ninguno de los
dos casos, comparando con los niveles basales en ausencia de efectores (Fig.
17, F=3.5, P=0.07 y F=0.123, P=0.7261, respectivamente.).
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Fig.17. Activacion de un promotor minimo, por ABI3 y Lp-HSFA1, a través de los
HSEs del promotor Ha hsp17.7G4 en embriones de girasol. Se muestran las medias
de las actividades B-glucuronidasa normalizadas con las actividades luciferasa
(GUS/LUC), correspondientes a 5 experimentos independientes con 5 disparos cada
uno. En la parte inferior, se representa un esquema de las dos construcciones
quimeéricas usadas, G4WT(-46) y G4mutE(-46), (véase Materiales y Métodos 23.2). Los
embriones fueron bombardeados con los genes quiméricos sin plasmido efector (-) o con
el/los plasmido/s efector/es que se indican en la parte superior izquierda de la gréfica.
Los diferencias observadas fueron estadisticamente significativas para las siguientes
comparaciones: Lp-HSFA1 frente a (-) y ABI3+Lp-HSFA1 frente a Lp-HSFA1. Para
facilitar la visualizaciéon de estas comparaciones, el nivel basal de la construccién G4WT
se sefiala también mediante una linea discontinua. Las substituciones de nucledtidos en
los HSEs de MutE se indican por X (véase también la Fig. 9 donde se muestra su
secuencia). Resto de los simbolos como en el pie de la Figura 10.
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Por tanto, el efecto sinergistico observado con ABI3 y Lp-HSFA1 esta
mediado Unicamente por las secuencias de Ha hsp17.7 G4 presentes en los
plasmidos utilizados (es decir los HSEs y posibles elementos en cis solapantes).
El andlisis exhaustivo de estas secuencias no reveld ninguna homologia con
motivos presentes en elementos en cis de posible relevancia funcional para ABIS;
como Sphl, RY-box , o de distintos elementos de respuesta a ABA (datos no
mostrados, véase Introduccién). Asi, podriamos descartar que el mecanismo de
activacion de ABI3 sea uniéndose directamente al ADN a un elemento Sphl, o
bien, indirectamente a través de otros factores transcripcionales de tipo b-ZIP. Sin
embargo, los resultados obtenidos (Figura 17) indican que ABI3 funcionaria como
un coactivador junto con HSFs unidos al ADN a través de los HSEs del promotor
del gen Ha hsp17.7G4.

2.7. Andlisis de la interaccion fisica entre ABI3 y Lp-HSFA1 mediante

experimentos de doble hibrido en levaduras

Algunos resultados descritos anteriormente, como el efecto negativo
dominante de ABI3AN sobre la activacién por Lp-HSFA1 (véase Fig.16), y los
ensayos de unién in vitro con la sonda oliHSE (experimentos con deoxicolato
sédico, vease Fig.15B), sugerian (indirectamente) que ABI3 puede interaccionar

fisicamente con Lp-HSFA1.

Los ADNc correspondientes a Lp-HSFA1 y a ABI3AN fueron clonados en
vectores de expresion en levaduras (véase Materiales y Métodos 16.1). Usamos
esta version truncada de ABIS3 para evitar la activacién no especifica de los genes
reporters de la estirpe de levadura, observada por otros autores cuando se usa la
proteina completa ABI3 (Kurup et al.,2000). El crecimiento en medio sin histidina
de la estirpe HF7c, en la que introdujimos los vectores de expresion Lp-HSFA1 y
ABIBAN, diagnosticaria la unién fisica de ambos factores en levadura (véase

Materiales y Métodos 19). Como se observa en la Fig. 18, la estirpe que expresa
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unicamente la proteina Lp-HSFAT fusionada al dominio de unién del factor
transcripcional GAL4 (pGBT9-Lp-HSFA1) fue capaz de crecer en medio sin
histidina. Este resultado indica que el dominio de activacion de Lp-HSFA1 es
funcional en levaduras y capaz de reemplazar al dominio de activacion de GALA4.
El crecimiento de esta estirpe fue, por tanto, independiente de la transformacién
con el vector pGAD424-ABI3AN, que expresa la proteina ABI3AN fusionada al
dominio de activacion de GAL4. Por otro lado, la estirpe que expresa tnicamente
la proteina ABI3AN fusionada al dominio de unién de GAL4 (pGBT9-ABI3), fue

incapaz de crecer en medio sin histidina (Fig.18).

Fig.18. Experimento de doble hibrido en levaduras con las proteinas ABI3AN y Lp-
HSFA1. Se muestra el crecimiento tras 32 horas de incubacién a 30°C de dos
transformantes independientes de la estirpe HF7c con las combinaciones los vectores
que se indican bajo el lugar de siembra en la placa. (Control-): transformada con los
vectores “vacios”, pGAD424 y pGBT9, es decir sin los los ADNc de ABI3AN y Lp-HSFAT.
(Control+): transformada con pGBT9 y el plasmido pGAL4 (Stratagene), que expresa el
ADNCc completo del factor transcripcional GAL4. El resto de las combinaciones se explica
en el texto de los apartados 2.7 (Resultados) y 20 (Materiales y Métodos).

Esta proteina de fusién carece de dominio de activacion y por tanto, incapaz
de activar la transcripcién del gen reporter de histidina. La estirpe transformada
con este vector pGBT9-ABI3AN junto con el vector pGAD424-Lp-HSFA1 también
fue incapaz de crecer en medio sin histidina. Asi pues el resultado es negativo
respecto a una posible interaccion fisica entre ABI3AN y Lp-HSFA. Esto puede

deberse por ejemplo, a que dicha interaccion no es lo suficientemente fuerte, o
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estable, en levaduras para ser detectada con esta técnica. Otras posibles

explicaciones se comentan en la Discusion.

2.8. Experimentos de transactivacién, por ABI3 y Lp-HSFA1, del gen

quimérico G4WT en hojas de girasol y protoplastos de tabaco.

Investigamos si en la activacién transcripcional del gen Ha hsp17.7G4 por
ABI3 y Lp-HSFA1 participan otros factores especificos de la embriogénesis. Para
ello hicimos experimentos de expresion transitoria en hojas de girasol y en

protoplastos de tabaco (véase Materiales y Métodos 5 y 6).

El gen Ha ds10G1 que ha sido clonado en nuestro laboratorio, codifica una
proteina Lea (Late embryogenesis abundant) de tipo |. Su promotor puede ser
transactivado por ABI3 en experimentos de expresion transitoria (Prieto-Dapena
et al.,1999). Decidimos usarlo como control positivo de la activacién por ABI3 en
tejidos vegetativos. Las actividades GUS obtenidas con el gen quimérico con el
promotor Ha ds10G1 tras el bombardeo con el plasmido efector de ABI3 en
ambos sistemas, fueron significativamente mayores, comparadas con las
actividades obtenidas en ausencia de dicho plasmido (véase Figs. 19A y B: para
hojas de girasol, F=14.40 y P=0.0003 ; para protoplastos de tabaco, F=62.376, y
P=0.0001). Este resultado, indica que ABI3 es activo en hojas de girasol y en
protoplastos de tabaco y capaz de activar suficientemente al gen quimérico
ds10::GUS::nos.

Por otro lado, la expresién de HSFs de tomate en tejidos vegetativos es
capaz de activar la transcripcién, de otros genes quiméricos con promotores
sHSP, a temperatura ambiente en experimentos de expresién transitoria (Treuter
et al., 1993). También nosotros observamos una activacion transcripcional del
promotor del gen quimérico G4AWT por Lp-HSFA1, tanto en hojas de girasol como
en protoplastos (Figs.19A y B). Esta transactivacion por Lp-HSFA1 se tradujo en

un aumento significativo de la actividad GUS comparada con la obtenida en
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ausencia del efector (hojas de girasol, F=174.55, P=0.0001; protoplastos de
tabaco, F=355.22, P=0.0001).
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Fig. 19. Ausencia de transactivacion conjunta, por ABI3 y Lp-HSFA1, del gen
quimérico G4AWT en tejidos vegetativos . Se muestran las medias de las actividades B-
glucuronidasa normalizadas con las actividades luciferasa (GUS/LUC), correspondientes
a los experimentos de expresién transitoria efectuados en hojas de girasol (A) y con
protoplastos de tabaco (B). Las barras representan los errores estandar de las medias de
5 experimentos independientes con 5 disparos cada uno (A) y de 3 experimentos
independientes medidos por triplicado (B). Los genes quiméricos usados, (-
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1132)G4::GUS::nos y Ha ds10::GUS::nos estén indicados seguln el color de las barras.
El/los pldsmido/s efector/es usado/s se indican abajo en cada caso. Sin plasmido efector

(-)-

Sin embargo, ABI3 no fue capaz de transactivar al gen quimérico en ninguno
de los dos sistemas ensayados; como se observa al comparar las actividades
GUS obtenidas en presencia y en ausencia del plasmido efector de ABI3 (véase
también la Fig 19: hojas de girasol, F=1.466. P=0.2294; protoplastos de tabaco
- F=2.421, P=0.1457). Tampoco se reprodujo el efecto sinergistico observado con
Lp-HSFA1 y ABI3 en embriones de girasol. Asi, la coexpresion de dichos factores
resulté en una actividad GUS similar a la obtenida usando unicamente Lp-HSFA1
en ambos sistemas (hojas de girasol, F=0.047, P=0.8293; protoplastos de tabaco
F=0.166, P=0.690).

Estos resultados indican que la interaccién funcional (y tal vez fisica) entre
ABI3 y Lp-HSFA1 es especifica de embriones y gue pudiera requerir algun otro
factor no presente en tejidos vegetativos. Este posible “tercer componente” en la
interaccién de ABI3 y Lp-HSFA1, también estaria ausente en levaduras, lo que
expiicaria adicionalmente porque no hemos conseguido detectar la interaccién

fisica de ambos factores mediante los experimentos de doble hibrido.
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Capitulo 3. Regulacion transcripcional de

genes quiméricos con el promotor Ha

hspl7.6G1

3.1 ¢ Transactivacion por ABI3 del gen quimérico G1WT?

Los resultados mostrados previamente en la Fig. 11 indican que factores del
tipo ABI3 pudieran activar transcripcionalmente al gen Ha hsp17.7G4 durante el
desarrollo embrionario. El andlisis del efecto de las mutaciones en las regiones con
HSEs de este promotor revelaron ciertos requisitos para la activacion por ABI3.
Estos requisitos pudieran no cumplirse en otros genes shsp embrionarios.
Investigamos si éste es el caso del gen Ha hsp17.6G1. Para ello, realizamos
experimentos de transactivacion transitoria en embriones de girasol, usando las
siguientes construcciones con el promotor y secuencias reguladoras de dicho gen:
G1(RI-Sty)::GUS::nos con la regién del HSE sin modificar (GIWT) (Fig. 20A); y
G1mutO, derivado a partir de G1WT sustituyendo, en dicha region, los nucledtidos
mas criticos para la unién de los HSFs (véase la Fig. 25). En estos experimentos
usamos el plasmido efector de ABI3, descrito anteriormente en el apartado 2.2 de

Resultados.

En ausencia del plasmido efector la actividad GUS de los embriones
bombardeados con G1WT fue significativamente mayor que la obtenida con
G1imut0 (F=24.3, P=0.02; ver Fig. 20B). Estos resultados confirman las
observaciones obtenidas previamente en plantas transgénicas de tabaco (Carranco
et al.,1999); es decir, la regiéon HSE del gen Ha hsp17.6G1 es también funcional en
nuestros ensayos de expresion trénsitoria, contribuyendo a una activacion
transcripcional presumiblemente mediada por HSFs enddgenos. El bombardeo con
el plasmido efector ABI3 result6é en una activacion transcripcional del gen quimérico
G1WT de unas 2 veces con respecto a los niveles de actividad GUS obtenidos en

ausencia de efector. Este nivel de induccién fue independiente de la integridad de
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la region HSE, ya que el mismo resultado se obtuvo cuando ensayamos el gen
quimeérico G1mut0 (Fig. 20B). Igualmente, obtuvimos un nivel de activacién por
ABI3 semejante con otro plasmido con el promotor del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV). Las secuencias flanqueantes de dicho promotor carecen de
regiones HSEs. Ademas no hay antecedentes de que el promotor CaMV se regule
in vivo por ABI3. Por lo tanto, la baja activacién del gen quimérico G1WT,
producida por ABI3, pudiera explicarse por interacciones inespecificas de ABI3 con
componentes de la maquinaria basal transcripcional. Esto también explicaria los
casos de transactivacion por ABI3 con una magnitud semejante (es decir una

activacion de de 1-2 veces, véase por ejemplo mutE en la Fig.11).
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Fig.20 (A) Esquema del gen quimérico G1WT. La flecha indica el inicio de la
transcripcion en el promotor del gen Ha hsp17.6G1. La regién con HSE esta indicada con
un cuadrado negro. El ATG corresponde al codon de iniciacion de la proteina quimérica
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codificada por la fusion traducional. Los sitios de restriccién indicados son H=Hdlll, E=
EcoRl y X= Xhol. (B) Transactivacion por ABI3 de G1WT en embriones de girasol. Se
representan las medias de las actividades GUS normalizadas con las actividades
luciferasa (GUS/LUC). Estas corresponden a los distintos genes quiméricos ensayados en
cada caso (indicados bajo la grafica). Las barras indican los errores estandar. Los
embriones fueron bombardeados con cada gen quimérico en presencia (+ABI3) o en
ausencia (-) del plasmido efector de ABI3. Se efectuaron 5 experimentos con el gen
quimérico G1WT, 3 experimentos con G1 mut0, y 2 experimentos con el gen quimérico
35SCaMV; en todos los casos efectuando 5 disparos por cada experimento y combinacion
de plasmidos ensayados. El nivel de induccién indicado en la parte inferior es la razdn

entre las actividades normalizadas obtenidas tras el bombardeo con y sin el plasmido
efector.

Por tanto, estos resultados sugieren que los factores del tipo ABI3 no
participan en la regulaciéon de la expresiéon embrionaria del gen Ha hsp17.6G1. La
activacién transcripcional mediada por dichos factores no parecer ser general para
todos los promotores de genes shsp embrionarios; requiriéndose para ello ciertas

condiciones que soélo cumplirian los promotores como el del gen Ha hsp17.7G4

(véase la Discusion).

3.2 Transactivacion por Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 de genes quiméricos con

el promotor y secuencias reguladoras de Ha hsp17.6G1.

Mediante experimentos de expresién transitoria en embriones de girasol,
investigamos la capacidad de transactivacién del gen quimérico G1WT por dos
HSFs distintos de tomate: Lp-HSFA1y Lp-HSFA2 (Treuter et al.,1993). Como
control usamos el gen quimérico G1mut0. En la Fig.21, se muestran los resultados
de este experimento. Para comparar la capacidad de transactivacién de ambos
HSFs con promotores distintos, usamos también G4WT, otro gen quimérico con el
promotor y secuencias reguladoras de Ha hsp17.7G4 (véase la Fig.9). Las
actividades GUS alcanzadas por el gen quimérico G4AWT tras el bombardeo con el
plasmido efector de Lp-HSFA1 fueron similares a las obtenidas tras el bombardeo
con Lp-HSFA2 (F=2.233, P=0.1369). Sin embargo, las actividades GUS
alcanzadas por el gen quimérico G1WT tras el bombardeo con Lp-HSFA1 fueron
similares a las obtenidas en ausencia de efector (F=4.87, P=0.07); es decir, Lp-
HSFA1 no activd transcripcionalmente al gen quimérico G1WT. Por otro lado, las

actividades GUS obtenidas con este gen quimérico tras bombardear con Lp-
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HSFA2, fueron significativamente mayores que las obtenidas en ausencia de
efector (F=156.39, P=0.0001). La transactivacién de G1WT por Lp-HSFA2 fue
dependiente de la region HSE, ya que el gen quimérico Gimut0 no fue
transactivado por Lp-HSFAZ2; siendo similares, en este caso, las actividades GUS

obtenidas con el dicho plasmido efector o en ausencia del mismo (F=0.39, P=0.53).
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Fig.21. Transactivacion del gen quimérico G1WT, por Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2, en
embriones de girasol. Se representan las medias de las actividades GUS normalizadas
con las actividades luciferasa (GUS/LUC), obtenidas con los distintos genes quiméricos
ensayados (indicados bajo la grafica) Las barras indican los errores estandar de las
medias correspondientes a 5 experimentos independientes con 5 disparos cada uno. Los
embriones fueron bombardeados sin plasmido efector (-) o con los plasmidos efectores de
Lp-HSFA1 o Lp-HSFA2, segln se indica a la izquierda de la grafica. El nivel de induccién,
explicado en el pie de la Fig.20B, se muestra con nimeros sobre las barras.

Estos resultados indican que pudiera haber especificidad de algunos HSFs
por ciertos promotores de genes sHSP embrionarios. Asi los HSFs de tipo A2
podrian ser capaces de activar a promotores con regiones HSEs semejantes a las
del gen Ha hsp17.6G1y a las del gen Ha hsp17.7G4, mientras que los HSFs de

tipo A1 preferirian regiones HSEs mas complejas como las del segundo promotor.

3.3. Transactivacién por Lp-HSFA1 de un gen quimérico con el promotor

de Ha hsp17.7G1y la region HSE modificada (mutante P)

Las caracteristicas de las regiones HSEs necesarias para la transactivacion

por cada HSF pudieran ser varias. Asi por ejemplo podrian influir la distancia desde
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el HSE a la caja TATA (Mason et al.,1998, Reindl y Shoffl, 1998), la distribucion
espacial de los pentanucledtidos consenso para la unién cooperativa y eficiente de
los HSFs (Fernandes et al.,1995) o incluso la conformacion que adopta un HSF
unido a una region HSE determinada dependiendo de la secuencia (Santoro et
al.,1998). Estos factores, por separado o en combinacion , pudieran ser claves para
la discriminacién de un HSF en la activacion de un promotor (véase Introduccion).
La complejidad de la region HSE del promotor Ha hsp17.6G1 es mucho menor que
la de las regiones HSE del promotor Ha hsp17.7G4, donde los estudios previos
indicaron la existencia de interacciones cooperativas funcionales entre dichas
regiones (Almoguera et al.,1998 y este trabajo). Esta pudiera ser una de las
razones por las que el promotor del gen Ha hsp17.6G1 sea activado

exclusivamente por Lp-HSFA2.

Mediante mutagénesis dirigida, modificamos la regiéon HSE en el gen
quimérico G1WT, de manera que aumentamos el nimero de pentanucledtidos
consenso, y por lo tanto su complejidad (Barros et al.,1992) (véase la Fig. 25). Asi

obtuvimos un nuevo plasmido reporter al que denominamos GimutP (P =

“perfecto”).
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Fig.22. Transactivacion del gen quimérico GimutP, por Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2, en
embriones de girasol. Los embriones fueron bombardeados sin plasmido efector (-) o con
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los plasmidos efectores de Lp-HSFA1 o Lp-HSFA2, segun se indica a la izquierda de la
grafica. Se muestran los valores medios de actividad GUS normalizada correspondientes a
5 experimentos. Tamafo de las muestras y resto de los simbolos como se indica en los
pies de las Figuras 20 y 21.

En la Fig.22 se muestran los resultados de los ensayos de expresion
transitoria en embriones de girasol usando dicho plasmido y los efectores de Lp-
HSFA1 y Lp-HSFA2. En la misma figura se muestran los resultados obtenidos con
G1WT para una mejor comparacion. Todos los genes quiméricos fueron ensayados

simultaneamente en los mismos experimentos.

En ausencia de efector la actividad GUS obtenida con GimutP fue
significativamente mayor que la obtenida con G1WT (F=50.23, P=0.0001). Este
resultado muestra que las modificaciones introducidas en el gen quimérico mutante
‘mejoran su activacion transcripcional mediada por HSFs presente(s) en los
embriones. El bombardeo con el plasmido efector de Lp-HSFA1 resulté en la
activacion transcripcional de G1mutP, aumentando significativamente la actividad
GUS con respecto a la obtenida en ausencia del efector (F=9.63, P=0.021). Aun
mas, la actividad GUS obtenida usando Lp-HSFA1 fue similar a la observada con el
efector de Lp-HSFA2 (F=0.29, P=0.083). Es decir, ambos HSFs transactivaron de
igual forma al gen quimérico GIMUTP. Por tanto, las modificaciones introducidas
en el mutante P posibilitan la activaciéon del gen quimérico por Lp-HSFA1. En
cambio, dichas modificaciones no afectaron substancialmente la activacion por Lp-
HSFA2. Estos resultados sugieren la existencia de cierta especificidad de
secuencia para la activacion transcripcional por Lp-HSFA2. Asi, mientras que la
capacidad de activacion de Lp-HSFA1 varia segun la secuencia de las regiones
con HSEs, Lp-HSFA2 muestra una especificidad para activar a través de las

secuencias nativas de las regién con HSEs del promotor Ha hsp17.6G1.

3.4. Activacion transcripcional, por Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2, a través de la

region HSE del gen Ha hsp17.7G1 en Saccharomyces cerevisiae.

La presencia de HSFs enddgenos en los embriones podria explicar las

diferencias en las actividades GUS observadas con los plasmidos reporters GIWT
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y G1IMUTP en ausencia de efectores (Fig. 22). Si cuando expresamos un plasmido
efector con un HSF, éste no fuera capaz de “desplazar” a los factores enddgenos,
la activacion transcripcional del gen reporter que observamos, pudiera deberse a
interacciones entre los factores endégenos y el efector ensayado. Estas
interacciones pueden dificultar las interpretaciones sobre la capacidad de
activacion de dicho efector por si sélo. Para solventar este problema, investigamos
la capacidad de transactivacion por Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 a través de la region
HSE del promotor Ha hsp17.6G1 en un sistema sin HSFs enddgenos. Usamos la
estirpe RSY4 de Saccharomyces cerevisiae, cuyo unico HSF esta delecionado
(Boscheinen et al.,1997). La viabilidad de esta estirpe depende de la
complementacion con Lp-HSFA1 o Lp-HSFA2 expresados a partir de un plasmido
(ver materiales y métodos 1.2.2). De esta forma las estirpes RSY4::Lp-HSFA1 y
RSY4::Lp-HSFA2, contienen los plasmidos efectores de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2
respectivamente. Como plasmidos reporter usamos las fusiones con lacZ G1WT::Z,
G1mut0::Z y G1mutP::Z (ver materiales y métodos 27). Estas fusiones contienen
un promotor minimo y la regiéon HSE del gen Ha hsp17.6G1 sin modificar (WT) o

modificadas (G1mut0 y G1mutP), segin se describié anteriormente (véase la Fig.
25).
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Fig.23. Transactivacion, por Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2, de los genes quiméricos
G1WT::Z y GimutP::Z en Saccharomyces cerevisiae. Se representan las medias de las
actividades B-gal (véase materiales y métodos 10.2) obtenidas en las estirpes RSY4::Lp-
HSFA1 y RSY4::Lp-HSFA2 (Boscheine et al,1997) transformadas con los plasmidos
reporter que se indican bajo la grafica: WT, G1WT::Z, Mut0, G1mut0::Z, y MutP,
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G1mutP::Z. Las barras muestran los errores estandar de las medias obtenidas con dos
transformantes independientes por cada plasmido ensayado. En el panel inferior se
muestra el nivel de expresién de cada HSF, deteminado por andlisis Western de extractos
proteicos de las estirpes transformadas con los plasmidos que se indican arriba del panel.
Carriles superiores: estirpe RSY4::Lp-HSFA1. Carriles inferiores: estirpe RSY4::Lp-
HSFA2. En la parte derecha se indica el suero utilizado para la inmunodeteccion.

En la Fig. 23 se muestran los obtenidos. En la estirpe RSY4::Lp-HSFA1
observamos actividades B-gal similares, usando tanto G1WT::Z como G1mut0::Z.
Sin embargo, en la estirpe RSY4::Lp-HSFA2, usando G1WT::Z obtuvimos una
actividad 4 veces mayor que la observada con G1mut0::Z. Estos datos indican que,
en ausencia de HSFs enddgenos, unicamente Lp-HSFA2 es capaz de activar el
gen LacZ a través de la regién HSE del promotor de Ha hsp17.6G1. Este resultado
confirma las observaciones previas en los experimentos de expresién transitoria en -

embriones de girasol (Fig. 21).

También investigamos la capacidad de activacién de ambos HSFs a través del
HSE modificado en el mutante P. La mejora en los sitios de unién para los HSFs,
posibilitd la activacion transcripcional del gen quimérico G1mutP::Z en la estirpe
RSY4::Lp-HSFA1. Por otro lado, la actividad B-gal, observada con dicho gen
quimérico, fue similar en las estirpes RSY4::Lp-HSFA1 y RSY4::Lp-HSFA2 (Fig.
23). Estos resultados también reproducen las observaciones previas en embriones
de girasol con el gen quimérico G1WT (Fig. 22). Hasta ahora sélo se habia
demostrado la especificidad de activacion por HSFs con secuencias HSE
sintéticas, tanto en animales (Kroeger y Morimoto,1994), como en plantas (Barthi et
al.,2000). Nuestros resultados son la primera evidencia de activacion preferencial
por un HSF obtenida con secuencias HSE de un promotor natural, tanto en plantas

(Fig, 22), como en levaduras (Fig. 23).

3.5 Sinergismo en la activacion transcripcional, por Lp-HSFA1 y Lp-
HSFA2, del promotor de Ha hsp17.6G1.

Mediante experimentos de expresidn transitoria en protoplastos de tabaco y

con tecnicas inmunoldgicas, se ha observado que Lp-HSFA2 permanece en el
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citoplasma. Sélo cuando se co-expresan Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2, se ha observado
una eficiente importacioén al nicleo de este ultimo HSF. Estos resultados se refieren
a tejidos vegetativos, tanto a temperaturas control como en situaciones de choque
térmico (Scharf ef al.,1998). El co-transporte al nucleo de ambos HSFs requiere su
interaccion fisica mediante los respectivos dominios de oligomerizacion (HR-A/B) y
las sefiales de localizacién nuclear (K/R2) (Scharf et al.,1998) (véase Introduccion).
Ademas, la co-expresiéon de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 en protoplastos de tabaco
produjo la activacion sinergistica del promotor del gen hsp17 de soja (Scharf et
al.,1998). Estos autores propusieron que ademas de un co-transporte al nucleo de
ambos HSFs, éstos pudieran formar hetero-oligdmeros que serian
transcripcionalmente mas activos que los respectivos homo-oligémeros. Otra
posible explicacién a tener en cuenta y puesto que no se ha demostrado la union
de hetero-oligémeros al ADN, seria que la unién de homo-oligémeros distintos - de
Lp-HSFA1 y de Lp-HSFAZ2, a la region HSE- activase la transcripcion del promotor
hsp17 mucho mas que cuando se unen homo-oligdémeros de un solo tipo. Puede
ser muy dificil discernir entre estas dos posibilidades cuando las regiones con
HSEs implicadas son muy complejas. Dada la sencillez de la tnica regiéon HSE del
gen Ha hsp17.6G1, éste seria un buen modelo para estudiar el mecanismo de la

interacciéon funcional entre ambos HSFs.

Como primera aproximacion, determinamos si la interaccién funcional de los
dos HSFs observada previamente (Scharf et al.,1998) es independiente del
promotor y del tejido. Para ello realizamos experimentos de expresion transitoria en
embriones y hojas de girasol, usando el plasmido reporter GIWT y los plasmidos
efectores de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2. En estos experimentos se ensayaron ambos
efectores separada y conjuntamente. Como habiamos observado anteriormente,
s6lo Lp-HSFA2 fue capaz de activar transcripcionalmente al promotor quimérico
G1WT en embriones (ver las Figs. 21 y 24A). Sin embargo, la actividad GUS
obtenida tras el co-bombardeo de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 fue significativamente
mayor que la suma de las actividades obtenidas tras el bombardeo con cada

efector por separado (F=27.349, P=0.0001; Fig.24 A).
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Por tanto, la interaccién funcional entre ambos HSFs, observada previamente

(Scharf et al.,1998), es independiente del tejido y del promotor.
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Fig.24. Efecto sinergistico, de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2, en la activacion
transcripcional del gen quimérico G1WT en embriones y hojas de girasol. Se
representan los valores medios de actividad GUS normalizada correspondientes a 5
experimentos de expresidn transitoria realizados en cada sistema (indicado en la parte
inferior). El uso de plasmido(s) efector(es) se indica arriba a la izquierda de la gréfica
Tamano de las muestras y resto de los simbolos como se indica en los pies de las Figuras
20y 21.

De hecho, este efecto sinergistico también lo observamos en hojas de girasol
(Fig. 24B). Asi, la actividad GUS obtenida en hojas bombardeadas con ambos
HSFs fue significativamente mayor a la suma de las actividades obtenidas con
cada HSF por separado (F=0.559; P=0.06). Otra observacién interesante de este
ultimo experimento es que, a diferencia de los resultados en embriones, en hojas,
cada uno de los HSFs fue capaz de activar transcripcionalmente, por separado, al
gen quimérico G1WT. Asi, sélo en hojas la actividad GUS obtenida con G1WT en

presencia de Lp-HSFA1 fue significativamente mayor que en ausencia de efector (-
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) (F=103.174, P=0.0001, Fig.24B; datos estadisticos no mostrados para embriones,
Fig. 24A). Estos resultados sugieren la existencia de interacciones funcionales
entre los HSFs endodgenos y los exdégenos, de manera que la actividad GUS
alcanzada, tras bombardear con un HSF, puede deberse en realidad a la
interaccién de éste con factores endégenos. Asi por ejemplo, el bombardeo con Lp-
HSFA2 mostraria el-resultado de la interaccién de éste con HSFs enddgenos de
tipo A1 y viceversa. El hecho de que la actividad transcripcional mediada por Lp-
HSFA2 sea mayor que la producida por Lp-HSFA1, tanto en embriones como en
hojas de girasol (Fig. 24A y B), indicaria la menor abundancia de HSFs de tipo A2
en ambos tejidos. Del mismo modo podrian explicarse las diferencias observadas
en la transactivacion por Lp-HSFA1. En embriones de girasol la cantidad de HSFs
de tipo A1 seria mas abundante que en hojas.

Por tanto, el conjunto de estos resultados indica que la interaccion funcionai
de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 es independiente del promotor y del tejido. Como
apuntan Scharf et al., (1998), el efecto sinergistico observado con ambos HSFs
pudiera no ser una mera consecuencia de la importacién al nicleo de Lp-HSFA2
asistida por Lp-HSFA1, sino que ademas ambos HSFs pudieran cooperar en la
activacién transcripcional de los promotores ensayados. Si fuese asi, como se
comento anteriormente, el efecto sinergistico podria deberse a la unién de hetero-
oligbmeros transcripcionalmente muy activos, o bien, a otros efectos cooperativos
tras la uniéon de homo-oligdmeros de distinto tipo. En el caso del gen Ha
hsp17.6G1, y a pesar de la sencillez de su HSE (véase la Fig. 25), ambas
posibilidades podrian darse: ya que un HSF puede unirse muy eficientemente a
tres pentanucledtidos consenso alternos (ver Introduccién); pero también con
moderada afinidad a solo 2 de ellos (Wu,1995). En este ultimo supuesto, la
secuencia HSE de Hahsp17.6G1 podria unir simultanemente dos homo-
oligdmeros de HSF; tal y como se muestra en :Ié Fig. 25. El anélisis mediante
mutagénesis dirigida de la region HSE del gen Ha hsp17.6G1 nos ha permitido
averiguar la secuencia minima necesaria para la interaccion funcional de Lp-
HSFA1 y Lp-HSFA2 y, como explicamos a continUacién, discernir entre la dos

posibilidades mencionadas anteriormente.
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3.6. Secuencias minimas necesarias para la interaccion funcional de Lp-
HSFA1 y Lp-HSFA2.

Para averiguar la secuencia minima de la region HSE del gen Ha hsp17.7G 1
necesaria para la interaccion funcional de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2, construimos
una serie de mutantes en los que modificamos, en cada uno de ellos, el
nucleétido mas critico para la unidn de HSFs en uno de los pentanuclettidos
consenso de dicha region (Barros et al,1992). En la Fig. 25 se muestra la
secuencia del gen Ha hsp17.6G1 desde la posicion (-110) hasta la posicién (-81),
correspondiente a la region HSE.
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Fig.25. Secuencias de la region HSE del promotor de Ha hsp17.6G1 con las
modificaciones introducidas en cada gen mutante. Se muestra la secuencia de
nucleétidos sin modificar (WT) de la regién HSE de Ha hsp17.6 G1, desde la posicion -
110 hasta la —81 (respecto al sitio de inicio de la transcripcion de dicho gen). Los
numeros bajo esta secuencia identifican, segun su posicién respecto al promotor, los
pentanucleétidos consenso para la union de HSFs (nGAAn 6 nTTCn): desde el més 5™-
distal (el nimero 1 ) hasta el mas proximal (el nimero 5). Los nucleétidos ajustados a
dicho consenso llevan un punto encima y los mas criticos para la union de HSFs estan
marcados en rojo. Los distintos genes quiméricos mutantes se obtuvieron substituyendo
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la secuencia HSE del gen de partida G1WT por la indicada, en cada caso, en la parte
inferior de la figura (ver materiales y métodos, 23.3). Las substituciones de nucleétidos se
indican en minuscula. Correspondencia con las denominaciones de los genes quiméricos
usadas en el texto: WT, G1WT; P, G1mutP; 0 (2,3,5), G1mut0; 1, Gimutt; 2, G1mut2; 3,
G1mut3; y 5, G1mut5. En la parte superior de la figura se incluye un esquema mostrando
como dos oligdmeros de HSF podrian unirse simultdneamente al HSE de Ha hsp17.6G1
efectuando, cada uno, dos contactos con dos posiciones criticas en dos pentanucledtidos
distintos. Esta posibilidad requeriria un contacto con el pentanucledtido nimero 1.

Obtuvimos un total de 4 mutantes: 1, 2, 3y 5; denominados segun el numero
del pentanucledtido consenso donde se ha introducido la mutacion. El
pentanucledtido numero 4, ya tiene modificado naturalmente dicho nucledétido

critico y por tanto no hubo que cambiarlo.

Dado que la interaccion funcional entre Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 es
independiente del tejido (Figs. 24A y B), decidimos usar como sistema
experimental de estudio la expresidn transitoria en protoplastos de tabaco, dada su
mayor facilidad y rapidez para el analisis. De este modo, usamos como plasmidos
reporters, el gen quimeérico original G1WT, con la regién HSE sin modificar, y sus
derivados que incorporan las distintas versiones mutadas: G1mut0, G1mut1,
Gimut2, G1mut3 y G1mut5. Como plasmidos efectores usamos los de Lp-HSFA1 y
Lp-HSFA2. En la Fig. 26 se representan las actividades GUS obtenidas en
protoplastos transformados con los distintos plasmidos. La expresion de cada HSF
en dichos protoplastos fue verificada usando antisueros especificos (véase la parte

inferior de la Fig. 26).

En ausencia de efectores, la actividad GUS alcanzada por los 4 genes
quiméricos mutantes fue similar a la de GIWT (G1mut1: F=1.31, P=0.253; Gimut2:
F=0.232, P=0.63; G1mut3; F=0.151, P=0.69; G1mut5: F=0.002, P=0.96). El efecto
sinergistico previamente observado en embriones y hojas de girasol, también se
reprodujo en protoplastos, seguin muestra la comparacién de la actividad GUS
obtenida con G1WT, en presencia de los dos efectores Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2,
con la suma de las actividades obtenidas con cada efector por separado (F=19.6,
P=0.0001). Puesto que la actividad basal (sin efector) de G1WT fue minima, frente

a la obtenida en presencia de los dos HSFs, podemos hacer una simplificacién y
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comparar directamente las actividades GUS alcanzadas por los mutantes en

presencia de los dos HSFs.
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Fig.26. Efecto, sobre la activacion sinérgica por Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2, de las
mutaciones puntuales en la region HSE del gen quimérico G1WT. Se representan las
medias de las actividades GUS (véase materiales y métodos 6.14) obtenidas en
protoplastos de tabaco transformados con combinaciones de los distintos genes
quiméricos y plasmidos efectores. Los datos corresponden a 3 repeticiones experimentales
independientes de cada combiacién, con las actividades GUS medidas por triplicado. Los
distintos genes quiméricos ensayados se indican debajo de la grafica: WT, G1WT; Mut1,
Gimutt; Mut2, Gimut2; Mut3, G1mut3; y Mut5, Gimut5 (ver la Fig. 25). Cada gen
quimérico fue ensayado sin (-) o con los plasmidos efectores que se indican a la derecha
de la grafica. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas respecto a
los resultados obtenidos con G1WT usando los plasmidos efectores de Lp-HSFA1 y Lp-
HSFA2. Resto de los simbolos como se indica en los pies de las Figuras 20 y 21. En el
panel inferior, se muestra la verificaciéon del nivel de expresiéon de cada HSF. Esto se hizo
mediante analisis de western de muestras proteicas de protoplastos transformados, con
los genes quiméricos que se indican abajo, y con los pldsmidos efectores
correspondientes al suero utilizado para la inmunodeteccién (indicado a la derecha del
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panel). En los protoplastos co-transformados con Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2, la presencia de
ambos HSFs se determind a partir de las mismas muestras (asteriscos sobre los carriles

correspondientes). A la izquierda se indican los pesos moleculares de las bandas
detectadas en cada caso.

De esta forma, como puede observarse en la Fig. 26, los genes quiméricos
mutantes 2, 3 y 5 presentaron unos niveles de actividad GUS significativamente
menores que los de GIWT (G1mut2: F=33.66, P=0.0001; G1mut3: F=58.75,
P=0.0001; G1mut5: F=20.64, P=0.0001); es decir, cada una de las modificaciones
introducidas en estos mutantes afectaron a la interaccion funcional entre Lp-HSFA1
y Lp-HSFA2. Este resultado se observa también al comparar las transactivaciones
por Lp-HSFA2 de los distintos genes quiméricos. Asi, la actividad GUS obtenida
con G1mut2, GImut3 y G1mut5 en presencia de Lp-HSFA2 fue significativamente
menor a la obtenida con G1WT en las mismas condiciones (respectivamente,
F=13.21, P=0.0001; F=68.03, P=0.0001; y F=59.03, P=0.0001). Las comparaciones
entre las actividades GUS obtenidas con cada uno de estos mutantes, revelaron
que las mutaciones en Gimut2 y G1mut5 afectaban de igual forma a la interaccion
funcional entre Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2, al ser similares las actividades GUS
alcanzadas por dichos genes quiméricos en presencia de ambos HSFs (F=3.1,
P=0.08).

En cambio, las mutaciones en G1mut3 tuvieron un efecto mayor sobre
interaccion funcional entre Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2. Los analisis estadisticos
revelaron, en este caso, una diferencia significativa entre la actividad GUS
alcanzada por dicho gen respecto a la de G1mut5 (F=15.9, P=0.0001). Esta misma
comparacion dié sélo un resultado marginalmente significativo respecto a G1mut2
(F=4.95, P=0.02). Como control negativo de la transactivacién por Lp-HSFA1 y Lp-
HSFA2 se usd el plasmido GimutO (ver la Fig 25). Las actividades GUS
observadas con dicho plasmido fueron similares tanto en ausencia de efectores

como en su presencia (datos no mostrados).

Sin embargo, el comportamiento del gen mutante G1mut1 fue el resultado
mas sorprendente. Las actividades GUS obtenidas con dicho mutante, en

presencia de los plasmidos efectores de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2, no fueron
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significativamente distintas de la del gen G1WT en las mismas condiciones
(F=0.047, P=0.8292). Asi, el pentanucledtido niumero 1 no parece ser funcional; por
lo que el HSE del gen G1mut1 contendria las secuencias minimas necesarias para

la interaccion funcional entre Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2.

Si observamos la region HSE del gen Gimutt (Fig. 25), vemos que ésta sélo
contiene 3 repeticiones del pentanuciedtidos consenso con los nucleétidos criticos
para la union de HSFs (los pentanucledtidos nimero 2,3 y 5), y un pentanucledtido
imperfecto sin ellos (el nimero 4). No existe ningtin antecedente, ni en plantas ni
en animales (véase la Introduccion), en el que una regién HSE de estas
caracteristicas pueda unir simultdneamente dos oligémeros de HSFs. Por lo tanto,
muy probablemente sea un unico oligomero el responsable de la transactivacion
conjunta, por Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2, de los genes quiméricos Gimutl y
probablemente G1WT. Ademas, Los homo-oligémeros de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2
no parecen competir por el unico sitio de unién; ya que de lo contrario, el resultado
observado tras el co-bombardeo con ambos HSFs hubiera sido una actividad GUS
intermedia entre las producidas con cada efector por separado. En consecuencia,
el efecto sinergistico observado en su lugar (Fig. 26) podria ser explicado por la

accion de un unico hetero-oligémero formado por mondémeros de Lp-HSFA1 y Lp-
HSFA2.

3.7. Efecto de la mutacion de la sefal de localizacién nuclear (K/R2) de

Lp-HSFA1 sobre la interaccién funcional con Lp-HSFA2,

Como comentamos anteriormente, el efecto sinergistico sobre la transcripcién
del gen quimérico G1WT, mediado por Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2, pudiera deberse
Unicamente a una mayor disponibilidad de Lp-HSFA2 en el nucleo, donde entraria
ayudado por Lp-HSFA1. En este caso, la activacion transcripcional de G1WT seria
producida unicamente por Lp-HSFA2, y las secuencias minimas para la interaccion
funcional de ambos HSFs, acotadas por mutagénesis (Fig. 26), indicarian los sitios
de union al ADN para Lp-HSFA2.
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En protoplastos de tabaco, la mutacion de una sefial de localizacion nuclear
(K/R2) en el mutante Lp-HSFA1M3 de Lp-HSFA1 impide su importacion al nucleo.
Por tanto, dicho mutante es incapaz de mediar el co-transporte al nicleo de Lp-
HSFA2, tanto a temperaturas normales como en situacion de choque teérmico (Lyck
et al., 1997 y Scharf et al., 1998). Por ello, usando Lp-HSFA1MS3 investigamos
posibles efectos de co-transporte sobre la interaccién funcional con Lp-HSFA2. En
la Fig. 27 comparamos, en embriones y hojas de girasol, la activacion del gen
quimérico G1WT por Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 con la correspondiente al co-
bombardeo del mismo gen con Lp-HSFA1M3 y Lp-HSFA2.
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Fig.27. Interaccién funcional, entre Lp-HSFA1M3 y Lp-HSFA2, en embriones de
girasol. Se representan las medias de las actividades GUS normalizadas con luciferasa
(GUS/LUC) obtenidas a con el gen quimérico G1WT tras expresion transitoria, mediante
bombardeo, de ADN plasmidico en embriones y hojas de girasol. Los datos corresponden
a 5 experimentos con 5 disparos cada uno. Los ensayos se hicieron en ausencia de efector
(-), o en presencia de los efectores indicados arriba a la izquierda. El asterisco denota las
diferencias estadisticamente significativas explicadas en el texto que indican la ausencia
de la interaccién funcional en hojas. Resto de los simbolos como se indica en los pies de
las Figuras 20 y 21.

En estos experimentos, Lp-HSFA1M3 no interaccioné funcionalmente con Lp-
HSFA2 en hojas de girasol; pues cuando los ensayamos conjuntamente

observamos una reduccion significativa de actividad respecto a la alcanzada tras el
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bombardeo de los dos HSFs nativos (F=6.86, P=0.009). Asi, las actividades GUS
obtenidas tras el co-bombardeo de Lp-HSFA1M3 y Lp-HSFA2 fueron similares a
las obtenidas en presencia unicamente de Lp-HSFA2 (véase también los datos
previamente mostrados en la Fig. 24). Por lo tanto la sefial de localizacién nuclear
K/R2 de Lp-HSFAT1 seria funcional en hojas de girasol. Este resultado indica que
los mecanismos de co-transporte de HSFs pudieran estar conservados en distintas
especies vegetales.

Sin embargo en embriones de girasol, la mutacion en (K/R2), no tuvo ningin
efecto en la interaccion funcional con Lp-HSFA2 (Fig 27). En este caso, la actividad
GUS obtenida tras el co-bombardeo con Lp-HSFA1M3 y Lp-HSFA2 no difirio
estadisticamente de la obtenida con Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 (F=0.25, P=0.61). Por
tanto, el transporte nuclear de los HSFs pudiera ser distinto en tejidos vegetativos y
en embriones. De esta forma, la interaccion funcional entre Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2
pudiera ser independiente del co-transporte de ambos factores al nicleo, al menos

en embriones de girasol y en nuestras condiciones experimentales.

3.8. Ensayos de uniodn in vitro de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 a la regién HSE
del gen Ha hsp17.7G1

Los resultados expuestos anteriormente muestran que, por separado sélo Lp-
HSFAZ2 es capaz de activar al promotor de Ha hsp17.6G1 (véase Resultados 3.2 y
3.4), mientras que junto con Lp-HSFA1 se produce una activacién sinérgica que
probablemente implica la unién a la regién HSE de un hetero-oligémero de ambos
factores (véase Resultados 3.6 y 3.7). Sin embargo desconocemos cual es la razén
por la que Lp-HSFA1 sea incapaz de activar transcripcionalmente a dicho
promotor. Tampoco tenemos una evidencia experimental directa de la formacion de
los hetero-oligdmeros mencionados. Para aclarar estas cuestiones, realizamos
ensayos de union in vitro de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 a la regién HSE del gen Ha
hsp17.6G1. A partir de las estirpes RSY4::Lp-HSFA1 y RSY4:Lp-HSFA2
(Boscheinen et al.,,1997) (véase Resultados 3.4), obtuvimos extractos de proteinas
totales de cada una de ellas. La presencia de cada HSF en dichos extractos

proteicos fue determinada por andlisis de Western,. Sus resultados mostraron una
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abundancia similar de ambos HSFs (Fig. 28, panel inferior). Como sondas usamos
un fragmento de ADN de 88 pb (G1HSE), correspondiente a la region HSE'd‘eI‘ gen
Ha hsp17.6G1, y un oligonucleétido sintético (oliHSE) con 5 repeticiones de un
pentanucledtido consenso para la unién de los HSFs (ver materiales y rhétodos,
14.2).

oliHSE
A G1HSE B 12345
123 4567

Lp-HSFA1 + + + + - + + + + - - -
Lp-HSFA2 - - - - + + + - -+ + +
OIHSE - + - - - -+ o e
OIHSEm - - + - - - - .- 4
—Lp-HSFA2

Fig.28. Ensayos de unién in vitro de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2: (A) con la regiéon HSE
del gen Ha hsp17.6G1. (B) con secuencias sintéticas HSE en un oligonucleétido. Las
condiciones para las reacciones de unién in vitro se detallan en materiales y métodos
(14.2). Los extractos de proteinas fueron obtenidos a partir de las estirpes RSY4::Lp-
HSFA1 y RSY4:.Lp-HSFA2. Las reacciones contienen 0.13 ng de las sondas G1HSE
(panel A) o OlIHSE (panelB). La adicidon (+) u omisién (-) de cada uno de los otros
componentes se indican debajo de cada carril. (A) Lp-HSFA1, (+): 20 mg de extractos de
proteinas con Lp-HSFA1 y (+): 10 mg de extracto de proteinas con Lp-HSFA1. Lp-HSFAZ2,
(+), 40 mg de extracto de proteinas con Lp-HSFA2 y (+), 10 mg de extracto de proteinas
con Lp-HSFA2. (B): Lp-HSFA1, (+): 5 mg de extractos de proteinas con Lp-HSFA1. Lp-
HSFA2, (+): 40 mg de extractos de proteinas con Lp-HSFA2. En los carriles 6 y 7 (panel
A), los extractos de proteinas con Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 fueron afadidos
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simultaneamente a la sonda. Competidores -oliHSE y oliHSEm-: Adicion de un exceso 50
veces molar de los oligonucleétidos sintéticos, sin marcar radioactivamente, que se
detallan en materiales y métodos (17.1,). En el panel B, las flechas laterales sefialan la
deteccion de al menos dos complejos especificos distintos. En el panel inferior de la figura
se muestra, mediante inmunodeteccién western que los extractos utilizados contienen
contienen cantidades equivalentes de los dos HSFs.

En la Fig.28 se muestran los resultados de estos ensayos. Para la sonda
G1HSE (ver panel A), titulamos la cantidad de extracto con Lp-HSFA1 (datos no
mostrados); de manera que determinamos la optima para detectar el complejo
formado por la unién de homo-oligémeros de dicho factor a esta sonda (véase carril
1). Este complejo es especifico y muestra los requerimientos de secuencia tipicos
de los HSFs, como se observa en los experimentos de competicion con exceso de
fragmentos no marcados especificos (el propio oliHSE) o inespecificos (su version
mutante oliHSEm; carriles 2 y 3, respectivamente). La adicién, a la sonda G1HSE,
de la misma cantidad de proteinas totales con Lp-HSFAZ2, e incluso la del doble, no
produjo ningun complejo detectable (carril 4). Este resultado indica que in vitro, los
homo-oligomeros de Lp-HSFA2 tienen menos afinidad por la unién a la region HSE
del promotor Ha hsp17.6G1 que los homo-oligomeros de Lp-HSFA1.
Alternativamente, y de forma no excluyente, los complejos con Lp-HSFA2 serian

menos estables en las condiciones usadas para su deteccion.

Estos mismos resultados fueron observados cuando usamos la sonda oliHSE
(Fig. 28, panel B). Esta sonda tiene mas sitios de unién para HSFs que la sonda
G1WT, de manera que la cantidad de extracto con Lp-HSFA1 necesaria para ver el
complejo retardado especifico correspondiente (carril1) fue mucho menor que la
usada para ia sonda G1WT). Esto también se refleja, mas claramente que con la
sonda G1HSE, en la deteccién al menos dos complejos de distinta movilidad. Sin
embargo, para detectar los complejos formados por los homo-oligbmeros de Lp-
HSFA2, fue necesario afadir hasta 4 veces mas de proteina total del extracto con
dicho factor (carril 3). La movilidad dichos complejos fue mayor que la de los de Lp-
HSFA1 (comparar carriles 1y 3), lo que se explicaria por la diferencia en los pesos
moleculares de ambos factores de transcripcién. Por tanto, las diferencias
observadas en la transactivacion por Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 en embriones y
levaduras con el gen quimérico G1WT, (Figs. 22 y 23), no se explicarian por la
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union ineficiente de Lp-HSFA1 a la region HSE de Ha hsp17.6G1. (véase la

Discusion).

Utilizando la sonda G1HSE (Figura 28, panel A), también titulamos la cantidad
de extracto proteico con Lp-HSFA1, de manera que el complejo homo-oligomérico
correspondiente no sea detectado (carril 5). La adicién de esa cantidad sup-6ptima
de Lp-HSFA1 junto con la misma cantidad de extracto con Lp-HSFA2, resultd en la
deteccion de un complejo de intensidad muy débil (carril 6 derecha). Este complejo
es especifico de las secuencias de unién para los HSFs (carril 7) y presenta un
movilidad ligeramente mayor a la del complejo formado por homo-oligémeros de
Lp-HSFA1. Estos resultados sugieren que este complejo pudiera estar formado por
hetero-oligobmeros de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 unidos a la sonda. Ademas, al menos
in vitro, la afinidad del hetero-oligémero por la regién HSE del gen Ha hsp17.6G1
seria mayor que la de los homo-oligémeros de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2. Estos
resultados confirmarian directamente, al menos in vitro, que la regién HSE del gen
Ha hsp17.7G1 puede unir un hetero-oligomero de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2.
Adicionalmente dichos resultados podrian explicar, al menos en parte, el efecto
sinergistico en la activacion transcripcional del gen quimérico GIWT por Lp-HSFA1
y Lp-HSFA2 (Los posibles mecanismos se discuten méas adelante en esta

Memoria).

3.9 Secuencias minimas necesarias para la interaccion funcional entre
Lp-HSFA1 y Lp-HSFB1

En base a sus dominios de unién y de oligomerizacion, los HSFs vegetales
pertenecen a dos familias : las clases A y B. En tomate todos los HSFs de Clase A,
clonados hasta la fecha, interaccionan funcionalmente unos con otros. Esta
interaccion es también fisica, segun los andlisis mediante la técnica del doble
hibrido en levaduras (Barthi et al.,2000). Sin embargo un HSF de clase B, Lp-
HSFB1 también es capaz de interaccionar funcionalmente con un tnico HSF de la
clase A, Lp-HSFA1; aunque la interaccion fisica entre ambos no ha sido

demostrada (Barthi et al., 2000 y comunicacion personal de los autores).
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Aprovechando la sencillez estructural de la region HSE del gen Ha
hsp17.6G1, investigamos los requerimientos de secuencia para la interaccion
funcional entre ambos HSFs. Para ello, usamos el sistema de expresioén transitoria
en protoplastos de tabaco y los distintos genes quiméricos ensayados
anteriormente para el estudio de la interaccion funcional entre Lp-HSFA1 y Lp-
HSFA2.

En la Fig. 29 se muestran los resultados obtenidos. La interaccién funcional
entre Lp-HSFA1 y Lp-HSFB1 fue reproducida usando el gen quimérico G1WT. La
co-expresion de los dos HSFs produjo un efecto sinergistico sobre la activacion
transcripcional de este gen quimérico; de manera que la actividad GUS obtenida
con ambos fue mucho mayor que la suma de las actividades obtenidas con cada
factor por separado (F=96.431, P=0.001). Las actividades GUS alcanzadas, en las
mismas condiciones, con los genes mutantes G1mut2 y G1imut3 fueron
significativamente mucho menores que la obtenida con el gen silvestre GTWT
(G1mut2, F=,157.75 P=0.0001; G1imut3, F=90.32, P=0.0001). Es decir las
modificaciones introducidas en estos mutantes impidieron la interaccion funcional
entre Lp-HSFA1 y Lp-HSFB1.

En cambio, al igual que lo observado en la interaccion entre Lp-HSFA1 y Lp-
HSFA2 (ver la Fig.26), el gen quimérico Gtmut1 se comporté de forma similar al
silvestre en presencia de ambos efectores, alcanzando la misma actividad GUS
(Fig. 29). Por tanto, el pentanucleétido nimero 1 de la regién HSE del gen Ha
hsp17.6G1 tampoco participaria en la interaccién funcional entre Lp-HSFA1 y Lp-
HSFB1 (ver las Figs. 25, 26 y 29). De forma andloga a lo considerado
anteriormentente para Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2, este resultado indicaria que un
unico hetero-oligémero de Lp-HSFA1 y Lp-HSFB1 pudiera ser el responsable de la
transactivaciéon sinérgica observada con dichos factores. Otras alternativas se
comentan en la Discusion. Puesto que las modificaciones introducidas en el gen
mutante G1mut1 no tienen ningun efecto, ni sobre la interaccion entre Lp-HSFA1 y
Lp-HSFA2, ni sobre la de Lp-HSFA1 y Lp-HSFB1; podriamos sugerir que el
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pentanucledtido afectado (el nimero 1, ver la Fig 25) no participa en la regulacion,
a través del HSE de Ha hsp17.7G1, mediada por cualquiera de estos HSFs o de

sus combinaciones.
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Fig.29. Efecto, sobre el sinergismo entre Lp-HSFA1 y Lp-HSFB1,de las mutaciones
puntuales en la regién HSE del gen quimérico G1WT. Se representan las medias de las
actividades GUS (véase materiales y métodos 6.14) obtenidas en protoplastos de tabaco
transformados con combinaciones de los distintos genes quiméricos y plasmidos efectores.
Los datos corresponden a 3 repeticiones experimentales independientes de cada
combinacion, con las actividades GUS medidas por triplicado. Los distintos genes
quiméricos ensayados se indican debajo de la gréfica. Cada gen quimérico fue ensayado
sin (-) o con los plasmidos efectores que se indican arriba a la derecha. Vease el pie de la
Fig. 25 y 26 para la identificacion de los genes quiméricos utilizados, la identificacion del
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resto de los simbolos, y para la explicaciéon del panel inferior de la figura con la
comprobacion de la expresion en los protoplastos de Lp-HSFA1 y de Lp-HSFB1.

Los resultados obtenidos con el gen mutante G1mut5 revelaron otra diferencia
con los resultados anteriores, que nos permite definir la secuencia minima
necesaria para la interacciéon entre Lp-HSFA1 y Lp-HSFB1. Usando dicho gen
quimérico mutante, la co-expresion de ambos factores resulté en una actividad
estadisticamente indistinguible de la del gen G1WT (Figura 29, F=3.42, P=0.07).
Teniendo en cuenta el conjunto de los resultados anteriormente expuestos, y
suponiendo que el gen quimérico con el doble mutante G1mut1-mut5 fuese
transactivado por Lp-HSFA1 y Lp-HSFB1 de forma similar al gen G1WT, las
secuencias para dicha interaccién funcional quedarian reducidas a las

comprendidas por los pentanucledtidos consenso nimeros 2 y 3 (véase la Fig. 25).
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Discusion

Los andlisis realizados en nuestro laboratorio sobre la regulacion embrionaria
de promotores vegetales shsp, habian indicado que dicha regulacion diferia, a
nivel transcripcional, de la regulacién en la respuesta al calor (Carranco et al,
1997; Almoguera et al., 1998; Carranco et al, 1999). Los mecanismos de la
activacion embrionaria podrian diferir tanto en la implicacién adicional de factores
en trans distintos de los HSFs, como en la participacion diferencial de HSFs.
Estos pudieran ser distintos, o incluso los mismos HSFs implicados en la
respuesta al calor; pero en ambos casos reconociendo y/o activando de forma
diferente al promotor. Al comenzar nuestro trabajo se desconocia la naturaleza de
los factores adicionales implicados en la regulacién embrionaria de genes shsp.
Tampoco se habian definido las peculiaridades de los mecanismos de activacion

embrionaria por HSFs.

Los resultados presentados en este trabajo identifican a ABI3 como una de
las familias de factores en trans implicada, junto con los HSFs, en dicha activacion
embrionaria. Nuestros estudios comparativos, usando distintos genes quiméricos
con los promotores Ha hsp17.6G1y Ha hsp17.7G4, nos permiten proponer un
mecanismo de coactivacion por ABI3 y HSFs que requeriria HSEs con
propiedades estructurales como las del segundo promotor. Este mecanismo
pudiera afectar tanto a la regulacion del gen Ha hsp17.7G4 en embriones de
girasol como a la de otros genes vegetales .de propiedades y patrones de
expresion similares. Respecto al papel de los HSFs en la activacion
transcripcional embrionaria, nuestro trabajo, con genes quiméricos con el
promotor Ha hsp17.6G1, permite definir sus posibles mecanismos de activacion y
la de otros promotores similares, como Ha hsp17.7G4. En concreto,
determinamos que sélo uno de los HSFs ensayados, LpHSFA2, es capaz de
activar al promotor Ha hsp17.6G1 en ausencia de otros HSFs; Mientras que otros,
como LpHSFA1, son capaces de unirse a dicho promotor sin activarlo
transcripcionalmente. La capacidad de activacion embrionaria dependeria tanto
de la naturaleza del HSF como de la secuencia HSE del promotor. Ademas, la

activacion embrionaria del promotor Ha hsp17.6G1 pudiera implicar la union al
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ADN de hetero-oligobmeros compuestos de subunidades monoméricas
procedentes de distintos HSFs. Discutimos las peculiaridades estructurales
comunes de los distintos HSEs estudiados y la posible generalizacion de nuestras
conclusiones sobre los mecanismos embrionarios de activacion por HSFs.
Finalmente, nuestros estudios sugieren la existencia de otros mecanismos para la

regulacion embrionaria de genes shsp a nivel traduccional.

Regulacion traduccional de la expresion del gen Ha hsp17.7G4 en

respuesta la calor y durante la embriogénesis zigotica

Los estudios realizados mediante deleciones de la region 5°'UTR del gen Ha
hsp17.7G4 indican que las secuencias comprendidas entre las posiciones +25 y
+79 son necesarias para la traduccion eficiente del gen quimérico G4WT en la
respuesta al calor y durante el desarrollo embrionario (Fig.3). Un estudio mas
exhaustivo de la region acotada nos ha permitido identificar una secuencia de 10
pb entre las posiciones +55 y +65 , cuya modificacion, en el mutante IV,
disminuyo la actividad GUS obtenida a partir del gen quimérico en las fases
tardias de la embriogénesis, sin afectar a la acumulacion de su ARNm (Fig. 3).
Esta modificacion no tuvo ningun efecto (comparado con el gen silvestre) sobre la
actividad GUS del gen mutante, tanto en las fases tempranas del desarrollo
embrionario, o en respuesta al calor (o al ABA) en tejidos vegetativos (Figs.5A, 8y
9). Aunque en ninguno de estas otras situaciones hemos analizado la
acumulacion de los ARNm quiméricos, suponemos que la correspondiente al
mutante IV debe de ser similar a la del silvestre. En este caso, el conjunto de
nuestros resultados habria identificado una region de tamafo muy reducido
implicada especificamente en la traducciéon embrionaria de los ARNm del gen Ha
hsp17.7 G4. Alternativamente, cambios en la acumulaciéon de los ARNm
quiméricos mutantes pudieran haber compensado los efectos sobre la traduccion
del mutante 1V; lo que significaria que dichos efectos no serian especificos de
embriones. Asi por ejemplo, una mayor acumulacién de ARNm mutante en tejidos
no embrionarios pudiera compensar su traduccién ineficiente en dichos tejidos.

Experimentos en curso permitiran distinguir entre estas posibilidades.
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Otras observaciones iniciales de nuestro laboratorio apuntaban a la
existencia de mecanismos de control post-transcripcional para la expresion de las
proteinas sHSP de clase | en semillas de girasol. En estos estudios se observo
los ARNm correspondientes se acumulan apreciablemente desde las fases
tempranas del desarrollo embrionario, alcanzando su maximo nivel de
acumulacién en los embriones maduros y en las semillas secas. Sin embargo, las
proteinas de clase | aparecen solo tardiamente durante la desecacion del embridn
(Coca et al., 1994). Los mecanismos post-transcripcionales que retrasan la
expresion de las proteinas sHSP de clase | de girasol durante la embriogénesis
pudieran incluir mecanismos traduccionales, como los que hemos demostrado

para la regulacién del gen quimérico G4WT.

En plantas existen muy pocos ejemplos en el que las secuencias 5'UTR de
un ARNm participen en su traduccién de forma especifica en un tipo de tejido o
durante un estadio concreto del desarrollo. Uno de dichos ejemplos es el gen
lat52, que se expresa especificamente en el polen y que codifica una proteina
esencial para el crecimiento del tubo del polinico. La region 5°'UTR del gen lat52
es capaz de potenciar la traducciéon de genes distintos quiméricos,
independientemente de las secuencias del promotor y del gen reporter utilizados.
Ademas, la traduccién eficiente, mediada por la regiéon 5°'UTR del gen /at52, no
requiere del extremo 3°del ARN de dicho gen. Esta potenciacion de la traduccion
es especifica de las células del polen durante la maduracién (Bate et al., 1996).
Los autores de dicho estudio proponen que factores especificos de polen
interaccionan con la region 5°'UTR del gen /at52 y potencian su traduccion a nivel
de iniciacion. Sin embargo, las secuencias en cis de la regién 5'UTR a las que
dichos factores se unirian no han sido aun identificadas. En cambio, nuestros
resultados con el 5°-UTR del gen Ha hsp17.7G4 permitirian usar las secuencias
delimitadas como cebo para la clonacién por interaccion (SenGupta et al., 1996 )
de los factores implicados en la regulacién traduccional. Dichos factores y dichas

secuencias pudieran constituir los elementos en frans y en cis del primer ejemplo
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de regulacion traduccional especifica de las fases tardias de la embriogénesis

zigotica en vegetales.

Modelo de activacion transcripcional del promotor del gen Ha
hsp17.7G4 por factores del tipo ABI3

Los embriones mutantes abi3, estan afectados en los programas de
expresiéon que ocurren durante la maduracién de las semillas en Arabidopsis
thaliana. Los fenotipos que presentan estos embriones mutantes, tales como la
disminucion en la acumulacion de proteinas de reserva y proteinas sHSP (véase
por ejemplo Wehmeyer et al., 1996), pudieran deberse precisamente a la
ausencia de tales programas de maduracion de las semillas mas que a una
participacion directa del regulador ABI3 sobre la expresion embrionaria de estos

genes.

Nuestro disefno experimental, mediante experimentos de expresion
transitoria, nos ha permitido atribuir un papel directo de ABI3 en la activacion
transcripcional del gen quimérico G4WT, y afnadir un nuevo ejemplo, a los pocos
conocidos, de interaccion funcional entre factores del tipo ABI3, o HSF, con otros

factores transcripcionales.

La transactivacion por ABI3 y LpHSFA1 de un promotor minimo, a través de
las regiones con HSEs del promotor Ha hsp17.7G4 (Fig.17), nos permite postular
un modelo para el mecanismo de activacion transcripcional. En dicho modelo
ABI3 actuaria como un coactivador junto a los HSFs unidos a las regiones con
HSEs (Fig.30A). La coactivacién implicaria interacciones proteina-proteina entre
ABI3 y los HSFs. Los estudios de la activacién transcripcional de otros promotores
vegetales por factores del tipo ABI3 han permitido proponer modelos en los que
los factores ABI3 participarian, bien como activadores uniéndose directamente al
ADN a través de elementos en cis RY (Suzuki et al., 1997); o como coactivadores,
actuando junto con proteinas bZIP unidas al elementos en ABRE (Hill et al.,

1996). Los distintos dominios estructurales de los factores ABI3 y la hormona
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ABA participarian diferencialmente en los diferentes modelos de activacion. Asi
por ejemplo, en el caso del promotor de la napina napA, la coactivacion por ABI3
implicaria la participacion del dominio basico B2 como responsable de las
interacciones con otros factores unidos al ADN; mientras que el dominio basico
B3 estaria implicado en la unién y activacién directa a través de elementos RY
(Ezcurra et al., 2000). Resultados preliminares de nuestro laboratorio indican que
las proteinas ABI3 usadas por Ezcurra et al., con el dominio B2, o el dominio B3
delecionados, son incapaces de activar a nuestros promotores sinérgicamente
con LpHSFA1. Sin embargo, y a diferencia de lo observado con ABI3AN (Fig.16),
dichas proteinas no impedirian la activacion transcripcional por LpHSFA1. Por lo
tanto, en nuestro modelo de coactivacién la interaccion fisica entre ABI3 y
LpHSFA1 pudiera estar mediada por los dominios basicos B2 y B3 de ABI3. Esto
diferiria del resto de los modelos de coactivaciéon propuestos hasta el momento
para ABI3; y supondria que el dominio B3 de ABI3 no estad implicado
exclusivamente en la unidén al ADN. Existen algunos antecedentes para la
interaccién fisica de dos factores transcripcionales a través del dominio de union
al ADN. Precisamente uno de ellos es la interaccién entre un HSF humano
(HSF3) con el dominio de unién al ADN del factor c-Myb (Kanei et al., 1997).
Otros resultados preliminares de nuestro laboratorio indican que la adicion
exdgena de ABA a los embriones bombardeados con ABI3, no produce un efecto
sinérgico adicional en la activacién transcripcional, por ABI3 y LpHSFA1, del gen
quimérico G4WT. Esto diferiria también de los mecanismos propuestos para la
accion de ABI3 en otros promotores vegetales; ya que no se conoce ninguna
regulacién, mediada por ABI3 como coactivador, que requiera el dominio B2 de

ABI3 y que sea independiente del ABA.

La ausencia de interaccion funcional entre ABI3 y LpHSFA1 en hojas de
girasol y protoplastos de tabaco (Fig.19), y la falta de interaccion fisica entre
ambos en levaduras (Fig.18), pudieran ser explicadas por la ausencia de factor/es
embrionario/s que formarian parte del complejo ABI3::LpHSFA1 (Fig.30B). Mas
aun, existen antecedentes para interacciones entre tres factores en los que uno

de ellos es un factor del tipo ABI3. Asi por ejemplo, las proteinas 14-3-3 formarian
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parte del complejo EmMBP-1::VP1 asociado al elemento ABRE del gen Em de trigo;
ya que dichas proteinas interaccionan fisicamente in vitro con ambos factores por
separado. Se ha propuesto que las proteinas 14-3-3 actuarian, en este caso,
como mediadoras de las interacciones proteina-proteina (Shultz et al., 1998). De
este modo, pudiera existir al menos un tercer componente especificamente
asociado al complejo LpHSFA1::ABI3 en embriones, de manera que su ausencia
tanto en hojas de girasol y protoplastos de tabaco (Fig.19) como en levaduras
(Fig.18), explicaria, respectivamente, la falta de interaccion funcional y fisica entre
ambos factores (Fig.30B). Alternativamente, la existencia de un represor en
tejidos vegetativos podria explicar la falta de interacciéon entre ambos factores. Sin
embargo esta alternativa no nos parece muy probable, ya que este represor
tendria que ser muy abundante, de manera que no fuese titulado en ninguno de
los sistemas de expresién transitoria usados. El sistema de transformacion de
protoplastos permite la entrada de un nimero mayor de moléculas de ADN
plasmidico (unas 10" moléculas/célula) que la transformacion por bombardeo.
Ademas, los dafios celulares producidos por la transformacion de protoplastos
con polietilenglicol, son menores que los que causan los microproyectiles al entrar
en la célula en el sistema de bombardeo. Por lo tanto, y al menos en protoplastos,
cabria esperar que la presencia de un represor endégeno fuese titulada, dado el
alto numero de copias de plasmidos expresando ABI3 y Lp-HSFA1 en el interior
celular. Mas aun, de existir un represor, éste debiera estar conservado en las
distintas especies vegetales ensayadas y en las levaduras. Esto Gitimo no parece
razonable ya que los factores de tipo ABI3 son exclusivamente vegetales.
Actualmente en nuestro laboratorio, se esta llevando a cabo el escrutinio de una
genoteca embrionaria de girasol mediante el sistema de triple hibrido en
levaduras (ver por ejemplo, Zhang y Lautar, 1996), usando como cebos ABI3 y
LpHSFA1. Esta estrategia permitiria confirmar nuestra hipétesis con la clonacion,
y eventual identificacién y caracterizacién de la(s) proteina(s) embrionarias que
medien la interaccion fisica y funcional entre ABI3 y LpHSFA1; y

consecuentemente con los factores de girasol correspondientes.
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Fig.30. Modelo para la coactivacion de ABI3 y Lp-HSFA1 del gen quimérico
GAWT. (A). El complejo formado por ABI3 ,Lp-HSFA1 y un factor embrionario no
identificado, permite una eficiente activacion transcripcional del gen quimérico
G4AWT en embriones. (B). La ausencia de algun/os factor/es embrionarios en
tejidos vegetativos, no permite la interaccién fisica y/o funcional de ABI3 y Lp-
HSFAT1. (C). Las interacciones entre ABI3AN y Lp-HSFA1 mediadas por un factor
no identificado, forman un complejo no activo para la transcripcion debido a una
conéo_rmaci()n anémala a la faita del dominio de activacion de ABI3AN en
embriones : .
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El efecto sinergistico en la activacién transcripcional del gen quimérico
G4WT por ABI3 y LpHSFA1 puede ser explicado por los contactos de ambos
factores con distintos componentes de la maquinaria basal de transcripcion. Las
interacciones entre HSFs y distintos factores generales de la maquinaria basal de
transcripcion como la proteina de unién a la caja TATA (TBP, TATA Binding
Protein) han sido descritas en sistemas animales y vegetales (Mason y Lis, 1997 y
Reindl y Schéffl, 1998). Otras interacciones han sido identificadas entre el HSF1
de humano con los factores TFIIA y TFIIB y los factores asociados a la caja TATA,
TAF,32 y TAF,55 (Yuan y Gurley, 2000). Los HSFs contactan con los distintos
factores de transcripcion generales a través de sus dominios de activacion.
Recientemente también se ha demostrado la interaccion de ABI3 con la
subunidad RBP5 de la polimerasa Il mediante el sistema del doble hibrido en
levaduras (Kurup et al, 2000). Desafortunadamente, la version truncada de
ABI3AN, no nos permite asignar un papel para el dominio de activacion de ABI3
en el modelo propuesto de coactivacion con LpHSFAT1, ya que esta proteina tiene
delecionado tanto el dominio de activacién como una regién no conservada y el
dominio basico B1. Asi el efecto negativo dominante de ABI3AN sobre la
activacién transcripcional producida por LpHSFA1 (Fig.17), pudiera ser debido
tanto a la ausencia del dominio de activacion de ABI3, como a que esta proteina
adopte una conformacién anémala que no permita la interaccion de LpHSFA1 con

algun componente del complejo de inicio de la transcripcion. (Fig.30C).

Las observaciones genéticas sobre la falta de acumulacion de las proteinas
HSP17.6 y HSP17.4 en los embriones mutantes abi3 de Arabidosis (Wehmeyer et
al., 1896), pudieran ser explicadas con el modelo molecular que hemos propuesto
para la activacion por ABI3 del gen Ha hsp17.7G4. Una caracteristicas comun a
los genes de Arabidopsis At hsp17.4y At hsp17.6y Ha hsp17.7G4 es la presencia
en sus promotores de dos regiones con HSEs formadas por repeticiones
compiejas del pentanucledtido consenso para la unidén de los HSFs; aunque el
espaciamiento entre ambas regiones con HSEs y el numero de repeticiones del
pentanucledtido es distinto en cada promotor. Asi, en el promotor At hsp17.4 la
region HSE distal esta formada por 7 repeticiones y la region proximal por 5. En el
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caso del gen At hsp17.6, el nimero de repeticiones es de 5 (region distal) y 4
(regidn proximal). El espaciamiento entre dichas regiones, en los genes At
hsp17.4y At hsp17.6, es de respectivamente 45 y 20 pb; a diferencia de los 7 pb
que separan a las regiones correspondientes del gen Ha hsp17.7G4. Nuestros
resultados mostraron que las interacciones cooperativas entre los HSFs unidos a
las dos regiones con HSEs pudieran ser necesarias para la activacion del gen
quimérico G4WT por ABI3 (Fig.12, comparar mutB y mutF). A pesar de la mayor
distancia entre las regiones con HSEs en los promotores de Arabidospsis,
pensamos que las interacciones cooperativas entre los HSFs unidos a dichas
regiones serian posibles. En cambio, la menor complejidad de la unica region
HSE del promotor de girasol Ha hsp17.6G1 (véase Figs.1 y 25), no permite las
interacciones cooperativas entre HSFs; por lo que, consecuentemente, no
observamos la transactivacién por ABI3 del gen quimérico G1WT (Fig. 20B). Otra
observacion que confirmaria la aplicacién de nuestro modelo de co-activacion por
ABI3 a los genes de Arabidopsis At hsp17.4y At hsp17.6 es que la expresion de
las proteinas codificadas por los mismos no disminuye en los embriones mutantes
abal, que son deficientes en la sintesis de ABA (Wehmeyer et al., 1996). Esto
concuerda con la falta de efecto del ABA exdgeno sobre la activacion sinérgica
del promotor de girasol Ha hsp17.7G4, que hemos mencionado y discutido

anteriormente.

Mecanismos de activaciéon transcripcional embrionaria por
HSFs

Para estudiar las peculiaridades de la activacion transcripcional por HSFs
durante la embriogénesis zigbtica, hemos usado genes quiméricos con el
promotor de Ha hsp17.6G1 en su contexto natural. La activacién transcripcional
por HSFs de este gen ocurre exclusivamente durante la embriogénesis zigdtica.
Este peculiar patrén de expresion junto con la sencillez de la regiéon con HSEs de
su promotor, permiten usarlo como sistema modelo para investigar la activacion
transcripcional embrionaria por HSFs. En nuestros estudios hemos utilizado

sistemas vegetales (incluyendo el homélogo de embriones de girasol) y la
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levadura Saccharomyces cerevisiae. Los primeros sistemas permiten reproducir
las interacciones complejas entre diversos HSFs y otros factores transcripcionales
tipicamente vegetales (Treuter et al., 1993, Wehmeyer et al., 1996). El sistema de
levaduras en cambio, ofrece la posibilidad de estudiar por separado la activacién
transcripcional de algunos HSFs en ausencia tanto de otros HSFs como de otros

factores transcripcionales, no homoélogos (Boscheinen et al., 1997).

Peculiaridades de la activacion transcripcional por HSFs del promotor
de Ha hsp17.6G1

Dada la gran diversidad de HSFs existente en la mayor parte de los
organismos eucarioticos, sobre todo en los vegetalres, se ha propuesto su
especializacion funcional y en algunos casos esta hipétesis se ha visto apoyada
funcionalmente con algunos ejemplos. Asi el HSF1 de ratén ha sido- relacionado
con la respuesta celular al choque térmico, (McMillan et al., 1998), mientras que el
HSF2 estaria implicado en procesos de desarrollo (Mezger et al., 1994 y Sarge et
al., 1994, respectivamente). En vegetales, la sobreexpresion del HSF3 de
Arabidopsis thaliana, pero no la del HSF4, aumentd la termotolerancia adquirida
de plantas transgénicas (Prandl et al., 1998). La especializacion funcional pudiera
implicar la preferencia de un determinado HSF por unifse a HSEs con una
determinada secuencia o estructura. Esto ha sido propuesto en base a las
diferencias de secuencia observadas en los dominios de unién de los distintos
HSFs (Nover et al., 1996) Dichas diferencias permiten agruparlos en clases
distintas que en animales coinciden con una cierta preferencia por determinados
sitios de unién (Kroeger y Morimoto, 1994). Asi por ejemplo, in vitro el HSF1 de
raton (mHSF1) se une preferentemente a HSEs formados por 4 é 5 repeticiones
del pentanucleétido consenso, mientras que el mHSF2 prefiere HSEs menos
complejos, formados por solo 2 6 3 repeticiones del pentanucleétido consenso
(Kroeger y Morimoto, 1994). Alternativamente y de forma no excluyente,
determinados HSFs serian capaces de activar transcripcionalmente a un
subconjunto de promotores, independientemente de que puedan unirse a otros

distintos sin activarlo. Esta seria precisamente la forma en la que ScHSF, el tnico
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HSF de Saccharomyces cerevisiae y que permanece constitutivamente unido a
las regiones HSEs, es capaz de activar transcripcionalmente por diferentes

mecanismos a promotores con secuencias HSEs distintas.

En plantas aun no ha sido posible hasta el momento deterrminar los
mecanismos implicados en la posible especializacién funcional de sus muttiples
HSFs. Tan sélo en dos estudios precedentes, se observé una posible
discriminacion de HSFs para activar a través de secuencias HSEs sintéticas
(Treuter et al., 1993 y Barthi et al, 2000) o naturales (Treuter et al., 1993)
fusionadas transcripcionalmente a genes quiméricos con el promotor minimo -
46CaMV 35S (Treuter et al., 1993) y CyC1 (Barthi et al., 2000). La discriminacion
de los HSFs para la activacion se dedujo de la distinta actividad de los genes
reporter observada en cada caso mediante trans-activacién transitoria, en
protoplastos de tabaco (Treuter et al., 1993) o en Saccharomyces cerevisiae
(Barthi et al., 2000). Estos experimentos presentan multiples complicaciones que
imposibilitan su analisis mas alld de la simple descripcion del fenomeno
observado y ambos sistemas de estudio empleados presentan ventajas e
incovenientes. Por un lado, en protoplastos, la presencia de HSFs enddgenos que
interaccionan funcionalmente con el expresado transitoriamente pudiera complicar
la interpretacion de los resultados, si éstos no se contrastan usando un sistema
en el que no existan dichos factores endégenos. Estos problemas pueden evitarse
con el sistema de levaduras, reemplazando su Unico HSF (cuando es posible) por '
el HSF heterdlogo ensayado. Sin embargo, este sistema puede no reproducir las
interacciones entre el HSF ensayado y otros factores transcripcionales vegetales
que pudieran ocurrir en la activacién transcripcional de un gen hsp in vivo. Mas
aun, en los trabajos realizados en levaduras (Barthi et al., 2000), los genes
quiméricos ensayados han sido fusiones transcripcionales sintéticas, con HSEs
de secuencias y espaciamiento no naturales y al igual que en los trabajos
realizados en protoplastos (Treuter et al., 1993), las regiones con HSEs estaban
fuera de su contexto natural y a distinta distancia del promotor del gen quimérico.
Ademas en ningun caso se hicieron estudios para disitnguir entre mecanismos de

unién diferencial a los distintos HSE o de activacion transcripcional diferencial.
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Nuestro trabajo ha combinado tanto los sistemas de estudio vegetales como
las levaduras para poder definir algunos aspectos sobre los mecanismos de
activacion por HSFs. Los resultados obtenidos con los experimentos de
transactivacion del gen quimérico G1WT por los HSFs heterdlogos de tomate A1y
A2, en ausencia de otros HSFs endégenos, muestran la primera evidencia de la
activacion preferencial de un HSF a través de secuencias HSEs de un promotor
natural (Fig.23). De los dos HSFs ensayados, sélo uno de ellos, Lp-HSFA2, fue
capaz de activar a través de la region con HSEs del gen Ha hsp17.6G1. Sin
embargo, nosotros mostramos que la activacion preferencial no implica una unién
preferencial de este HSF por las secuencias HSE del promotor Ha hsp17.6G1.
Mas alin, en nuestros ensayos, Lp-HSFA1 es capaz de unirse in vitro a la regién
HSE y sin embargo, no activa al gen quimérico con dicho promotor. Este resultado
sugiere la existencia de otros mecansimos que regulen la actividad del HSF,

posteriormente a su unién al ADN.

En levaduras, su unico HSF esta constitutivamente unido a las regiones con
HSEs de los promotores hsp, sin embargo, no todos los promotores a los que esta
unido son activados (Sorger y Pelham, 1987). Uno de los mecanismos propuestos
para la activacion del HSF de levadura estd basado en la conformacién adoptada
dependiendo de las secuencias HSEs a las que esté unido (Santoro et al., 1998).
Estos estudios fueron realizados con un gen quimérico que contenia el promotor
CUP1 del gen de la metalotionina, con las regiones HSEs nativas y modificadas
Los resultados de los ensayos de transactivacion de unién in vitro de Sc-HSF,
indicaron que la conformacion que adopta el Sc-HSF unido al ADN es distinta
dependiendo de las secuencias con HSEs a las que se una y ademas el potencial
transcripcional del HSF varia segln la conformacién adoptada (Santoro et al.,
1998, véase la Introduccién). Algo similar puede ocurrir en nuestros ensayos de
transactivacion en levaduras y de unién in vitro con los HSFs heterdlogos (Figs.23
e 28, respectivamente). A pesar de las diferencias en las afinidades de Lp-HSFA1

y Lp-HSFA2, la capacidad de activacion de cada uno de ellos pudiera estar
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regulada por la conformacién adoptada al unirse a las secuencias con HSEs del
gen Ha hsp17.6G1.

Por lo tanto, la discriminacion de un HSF para la activacion transcripcional de
este gen durante la embriogénesis zigética pudiera depender tanto de la propia
naturaleza del HSF como de las secuencias con HSEs presentes en el promotor.
En cuanto a las secuencias HSEs, dada la falta de analisis funcionales en otros
promotores shsp embrionarios, no podemos hacer consideraciones generales.
Por el contrario, al menos para los genes de girasol Ha hsp17.7G4y Ha
hsp17.6G1, los estudios realizados en nuestro laboratorio nos permiten proponer
ciertas hipotesis sobre la relevancia de la estructura de las regiones con HSEs
para la activacion embrionaria por HSFs. El analisis comparativo de las regiones
con HSEs de estos promotores indican la presencia de repeticiones alternas
imperfectas del pentanucleétido consenso para la union de los HSFs. Esta
caracteristica esta ausente en otro promotor de girasol clonado en nuestro
laboratorio, Ha hsp18.2G2, inducible unicamente por calor y cuyas regiones con
HSEs se ajustan mas al consenso. Nosotros proponemos que la presencia de
repeticiones imperfectas alternas son relevantes para los mecanismos de
activacion por HSFs que ocurren durante la embriogénesis zigética. Esta hipotesis
se ve apoyada por la reciente clonacién en nuestro laboratorio de un HSF de
girasol. Este HSF fue clonado mediante la técnica del one-hybrid a partir de una
genoteca de ADNc embrionaria y usando como cebo la regién proximal con HSEs
del promotor Ha hsp17.7G4. La expresiéon de este HSF es exclusivamente
embrionaria. Los resultados preliminares indican la capacidad de este nuevo HSF
de activar tanto al promotor Ha hsp17.7G4 como al Ha hsp17.6G1, en
experimentos de expresioén transitoria en embriones de girasol. Estos resultados
indican que ambos genes comparten HSFs comunes para su activacion
transcripcional embrionaria. Sin embargo, los mecanismos de activacion por éste
u otros HSFs pudieran ser distintos para cada promotor. Asi por ejemplo, las
interacciones con otros factores transcripcionales junto con los HSFs, como

discutimos anteriormente con el factor ABI3 para la activacién transcripcional del
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gen quimérico G4AWT o bien interacciones con otros HSFs, pudieran ser

especificas para cada gen.

Este tipo de interacciones, que obviamente estdn ausentes en levaduras,
pudieran explicar la activacion transcripcional del gen quimérico GIWT por Lp-
HSFA1 que observamos en nuestros ensayos en hojas de girasol (Fig.24). Méas
aun, las interacciones funcionales entre Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 han sido
previamente descritas en Scharf et al.,, 1998, usando el sistema modelo de
protoplastos y un gen quimérico con el promotor hsp17 de soja. Eh estos
experimentos, la co-expresién de ambos HSFs resulta en una activacion
sinergistica del gen quimérico. Nosotros hemos reproducido esta interaccién
funcional, en experimentos de expresion transitoria usando los plasmidos
efectores con ambos HSFs y el gen quimérico G1WT, Gnicamente en sistemas
vegetales (Figs.24 y 26), pero no en levaduras (datos no mostrados). El uso de un
sitema modelo vegetal, como los protoplastos de tabaco, nos ha permido estudiar
las interacciones entre los HSFs ensayados y el posible efecto de otros factores

enddgenos, que no podemos reproducir en el sistema de levadura.

Aprovechando las ventajas del sistema de protoplastos y la sencillez de la
region con HSE del promotor Ha hsp17.6G1, los resultados de nuestros
experimentos nos permiten proponer un mecanismo para la interaccién funcional
de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2. Hasta hoy, ia interaccién funcional de estos dos HSFs
ha sido explicada por un cotransporte nuclear de ambos factores, de manera que
la importacion nuclear de Lp-HSFA2 es mediada por Lp-HSFA1. El cotransporte
requeriria la formacion de hetero-oligémeros, y su interaccién fisica ha sido
demostrada por ensayos del doble hibrido en levaduras y ensayos de
coinmunoprecipitacion. Ambos HSFs interaccionan mediante sus respectivos
dominios de oligomerizacion. (Scharf et al,, 1998). En cuanto a ensayos
funcionales, la co-expresion de Lp-HSFA1 y Lp-HSFA2 en protoplastos de tabaco
produjo la activacion sinergistica del promotor del gen hsp17 de soja. Sin
embargo, los autores no demuestran la participacion de hetero-oligémeros de Lp-

HSFA1y Lp-HSFA2 en la activacion transcripcional (Scharf et al., 1998).
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Nosotros aportamos evidencias experimentales que indican la participacion
directa de hetero-oligdémeros en la activacién transcripcional del gen quimérico
G1WT. En primer lugar, hemos determinado la participacion de unico oligobmero
en la activacién transcripcional del gen quimérico G1WT. Esta conclusion esta
basada en el comportamiento similar de los genes quiméricos G1mut1 y GIWT en
cuanto a la activacion transcripcional obtenida en presencia de Lp-HSFA1 y Lp-
HSFA2 (Fig.26). Este resultado indica que, presumiblemente las secuencias con
HSEs implicadas en dicha interaccion sean comunes para ambos genes
quiméricos, es decir, las presentes en el mutante Gimut1l. Segun los
antecedentes descritos hasta hoy, tanto en plantas como en animales, una region
con HSEs como las del mutante G1mut1 no puede unir simultdneamente dos
oligébmeros de HSFs, siendo por lo tanto, un unico oligdmero el responsable del
efecto sinergistico observado en la activacién transcripcional de los genes
quiméricos G1imut1 y G1WT en presencia de ambos HSFs. Sin embargo este
analisis no nos permite discernir entre la participacion de un homo-oligémero o un

hetero-oligomero.

Una posibilidad acorde con la propuesta de los autores y basada unicamente
en mecanismos de co-transporte nuclear, seria que en presencia de Lp-HSFA1, la
mayor abundancia de Lp-HSFA2 en el nucleo produjese una mayor activacion
transcripcional del gen quimérico mediada Gnicamente por este ultimo HSF, sin
una participacion directa de Lp-HSFA1 en dicha activacion (Scharf et al., 1998).
Por el contrario, dos de nuestros resultados apuntan a la participacion de hetero-
oligémeros; por un lado, nosotros mostramos en un sistema independiente de
transporte nuclear, la unién in vitro de hetero-oligdmeros de Lp-HSFA1 y Lp-
HSFA2 a la regién con HSEs del promotor Ha hsp17.6G1 (Fig.28). In vitro, los
hetero-oligdémeros muestran una mayor afinidad de unién a las secuencias con
HSEs del promotor Ha hsp17.6G1 que los homo-oligdmeros correspondientes.
Esta mayor afinidad podria explicar, al menos en parte, el efecto sinergistico en la

activacion transcripcional del gen quimérico G1WT en presencia de ambos HSFs.
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Por otro lado, al menos en nuestras condiciones de ensayo y en embriones
de girasol, la interaccion funcional entre ambos HSFs pudiera ser independiente
del mecanismo de cotransporte propuesto para ambos factores (Scharf et al.,
1998, vease la Introduccion). El mutante Lp-HSFA1MS3 tiene mutado el dominio de
senalizacion nuclear (K/R2) y por lo tanto, es defectivo en el importe nuclear en
protoplastos de tabaco (Lyck et al., 1997). En nuestros ensayos en hojas de
girasol con el gen quimérico GIWT, Lp-HSFA1MS3 no interacciond funcionalmente
con Lp-HSFA2, confirmando la funcionalidad del dominio (K/R2) (Fig.27). Sin
embargo, esta mutacién en Lp-HSFA1 no tuvo ningun efecto en la interaccion
funcional con Lp-HSFA2 en embriones de girasol, (Fig.27). Estos resultados
sugieren que los mecanismos de transporte nuclear de estos HSFs pudieran ser
distintos en tejidos vegetales y en embriones. (Fig. 27). Hasta hoy, no ha sido
propuesto ningun mecanismo de importacién nuclear de los HSFs durante el
desarrollo embrionario, pero los estudios realizados en Drosophila indican que la
importacion nuclear de su unico HSF es constitutiva y esta regulada segun el
estadio del desarrollo y el tipo celular (Wang y Lindquist, 1998, véase la

Introduccién).

Los mecanismos de importacién nuclear de los HSFs pudieran representar
un nivel de regulacién para determinar el tipo de interacciones funcionales entre
HSFs que ocurren durante la embriogénesis zigética. Otro tipo de interaccion
funcional ha sido observado entre HSFs de tomate de clase A y clase B,
concretamente entre Lp-HSFA1 y Lp-HSFB1. En protoplastos de tomate, a
diferencia de Lp-HSFA2, Lp-HSFB1 pemanece constitutivamente en el nucleo
(Scharf et al., 1998). Las interacciones funcionales entre los HSFs de clase A y
los HSFs de clase A y B pudieran estar regulada de forma distinta segun los
mecanismos de importaciéon nuclear de cada HSF durante el desarrollo

embrionario.

Nuestros resultados con el promotor Ha hsp17.6G1 en protoplastos de
tabaco, confirman la interaccién funcional entre Lp-HSFA1 y Lp-HSFB1 para la

activacion transcripcional (fig. 29). Basandonos en los antecedentes descritos
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para la interacciéon funcional de Lp-HSFA1 y LpHSFA2 y en nuestros propios
resultados, hemos propuesto un mecanismo para dicha interaccién funcional que
viene dado por la formacion de hetero-oligémeros formados por ambos tipos de
HSFs. A diferencia de ésto, no tenemos evidencias para confirmar la formacion de
hetero-oligomeros de Lp-HSFA1 y Lp-HSFB1. Mas aun, dos observaciones
previas apuntan a pensar a que no se forman hetero-oligémeros entre los HSFs
de clase A y clase B. La primera de ellas estd basada en la ausencia de
interaccion fisica entre los HSFs de ambas clases, mediante ensayos de doble
hibrido en levaduras (Barthi et al., 2000 y comunicacién personal de los autores).
La segunda observacion se basa en el analisis de los dominios de oligomerizacion
de estos HSFs. La capacidad de oligomerizacién entre HSFs de clase A se
atribuye a la presencia de una insercién de 21 aminoacidos en el dominio de
oligomerizacioén de esta clase de HSFs, que esté ausente, tanto en la clase B de
vegetales como en el resto de HSFs de origen no vegetal (Scharf ef al., 1998 y
Barthi et al., 2000). De esta forma, las diferencias en las estructuras en hélice
superenrrolada de los dominios de oligomerizacién de los HSFs de clase A 'y
clase B de tomate, pudieran impedir la oligomerizacién entre mondmeros de
distinta clase. En animales también se se ha propuesto que las diferencias tanto
en los tipos de aminoacidos hidrofébicos como en la posicidon que ocupan en el
dominio de oligomerizacion, pudieran ser los responsables de la falta de hetero-
oligomerizacion entre distintos HSFs co-expresados en una misma célula (Clos et
al., 1993, Rabindran et al., 1993 y Sistonen et al., 1994).

Lp-HSFA1 y Lp-HSFB1 también interaccionan funcionalmente a través de las
secuencias HSEs del gen quimérico G1mut1 y de las secuencias HSEs del gen
quimérico G1mut5 (Fig. 29). Como comentamos anteriormente, segun los
antecedentes descritos hasta hoy, las secuencias HSEs presentes en el mutante
G1imut1, no permite la unién simultanea de dos oligdmeros. Esto tambien es
cierto para las secuencias HSEs presentes en el mutante G1mut5. De esta forma,
la activacion sinergistica de los genes quiméricos G1mut1 y G1mut5 en presencia
de ambos HSFs, suponiendo que no participasen hetero-oligémeros, implicaria la

unién de ambos HSFs al ADN, pero de una forma distinta a las que han sido
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descritas. Las secuencias HSEs de estos mutantes, permitirian por ejemplo la
union, de forma candnica, de un unico oligémero de HSF que contactaria con dos
pentanucledtidos consenso, ya sean contiguos o separados por un espaciamiento
de 5 pb, pero manteniendo la orientacién alterna (véase la Introduccion). De esta
forma, en ambos mutantes quedaria un unico pentanucleétido que pudiera ser
ocupado por el segundo HSF. La unién de este ultimo HSF a un dnico punto de
contacto con el ADN, podria sugerir la participaciéon de este HSF como un
mondémero. En el caso del mutante G1mut1, los pentanucledtidos ocupados de
forma candnica por un HSF podrian ser el 2y el 3, o bien el 3 y el 5. La segunda
molécula de HSF se uniria al tnico pentanucleétido restante, es decir, el 5 en el
primer caso o el 2 en el segundo. De la misma forma para el mutante G1mut5, los
HSFs unidos de forma candnica ocuparian los pentanucleétidos 1y 2 6 bien 2y 3,
siendo ocupados los pentanucledtidos 3 6 1, respectivamente, por el segundo
HSF.

Obviamente estas hip6tesis requeriran futuras demostraciones
experimentales para determinar cémo se unen Lp-HSFA1 y Lp-HSFB1 a las
secuencias HSEs del promotor Ha hsp17.6G1. La transicién del estado inactivo
monodmerico a la forma activa trimérica de los HSFs, inducida por calor, forma
parte del ciclo de activacion y desactivacion de los HSFs (véase la Introduccién).
Sin embargo, la oligomerizacién no es un requisito previo para la importacion
nuclear, la unién al ADN y la funcién de activador transcripcional, como lo
demuestran los ejemplos en los que mutaciones puntuales o deleciones en el
dominio de oligomerizacion del HSF1 de humanos y del HSF de Saccharomyces
cerevisae no anulan completamente su potencial de activacién (Zuo et al., 1994 y
Chen et al,, 1993). Otro ejemplo también han sido previamente observado en
sistemas vegetales (Boscheinen et al., 1997). Este trabajo fue realizado en
levaduras reemplazando su unico HSF por Lp-HSFA2 con una delecién en el
dominio de oligomerizacién. La expresion de Lp-HSFA2 con el dominio de
oligomerizacion no funcional permitid la supervivencia de la levadura y activé a un
gen reporter con secuencias HSEs, aunque de forma mas moderada que el Lp-

HSFAZ2 nativo. La menor activacion transcripcional por Lp-HSFA2 con la delecion
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en el dominio de oligomerizacién, con respecto a la producida por Lp-HSFA2
nativo, se correlaciéno con una menor afinidad de union in vitro a las secuencias
con HSEs (Boscheinen et al, 1997). Estos resultados sugieren que la
oligomerizacion pudie'ra tener un efecto mayoritario en la mejora de afinidad de
unién a las secuencias con HSEs, pero como hemos visto, no es esencial para la
funcion de activacién de los HSFs, pudiendo ser funcionales en su estado

monomeétrico.

Las interacciones funcionales entre HSFs, ya sean mediante la formacién de
hetero-oligbmeros o por la unién de distintos HSFs a las secuencias HSEs
pueden contribuir a la eficiente activacién transcripcional de los genes shsp
durante la embriogénesis zigdtica. Como ha sido propuesto para otros promotores
de compleja regulacion, la union de distintos factores a secuencias reguladoras
contribuyen al ensamblaje de diferentes componentes de la maquinaria de inicio
de la transcripcién, dando lugar a un complejo altamente activo
transcripcionalmente (Chen et al.,, 1994; Thanos and Maniatis.,1995; Blau et
al.,1996). Los dominios de activacién de los factores son los responsables de
dicho ensamblaje. Los dominios de activacion de los HSFs estan formados por
unos motivos peptl’dicds cortos con un patrén caracteristico de aminoacidos
aromaticos, hidrofobicos y acidos, AHA, que sugieren la formaciéon de hélices
anfipaticas. (revisado en Nover y Scharf, 1997). Los HSFs de clase A tiene un
dominio de activacion acido y los de clase B son neutros o cargados
positivamente. Las diferencias en los dominios de activacion entre los HSFs,
indican que pudiera existir interacciones especificas entre éstos con distintos
componentes de la maquinaria basal de transcripcién. De esta forma, la unién de
distintos HSFs a secuencias HSEs permitirian una activacion transcripcional
sinergistica como consecuencia de las interacciones entre distintos motivos AHA

con diferentes factores transcripcionales generales (Barthi et al., 2000).
Las peculiaridades de los mecanismos de activacion por HSFs que

proponemos para el promotor de Ha hsp17.6G1, y quizas para otros promotores

shsp embrionarios, como el de Ha hsp17.7G4, seran consideradas en los
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experimentos futuros que se realizaran con el HSF homdlogo clonado. Una
primera aproximacion serd determinar qué tipo de interacciones funcionales entre
HSFs participan en la activacion transcripcional del gen Ha hsp17.6G1 in vivo. Los
distintos requerimientos de secuencias HSEs para las interacciones funcionales
entre HSFs de clase A y entre HSFs de clase A y B de tomate mostrados en este
trabajo, nos puede proporcionar algunas claves. Para ello el uso de los mutantes
en las secuencias HSEs del promotor Ha hsp17.6G1 supone una herramienta util
y la aproximacion experimental podra llevarse a cabo mediante dos sistemas de
estudio:en embriones de las plantas transgénicas de tabaco y los experimentos

de expresion transitoria en embriones de girasol.

El analisis de los embriones de plantas transgénicas de tabaco, nos permitira
seguir la expresion de los distintos genes quiméricos en diferentes estadios del
desarrollo embrionario. En este sistema la expresion de los genes quiméricos con
el promotor Ha hsp17.6G1, dependera de los factores enddgenos, entre ellos los
HSFs. Los experimentos de expresion transitoria mediante la técnica de
bombardeo seran realizados en un sistema homdlogo, los embriones de girasol.
En estos ensayos, estudiaremos la activacion, por el HSF de girasol clonado, de
los distinos genes quiméricos con el promotor Ha hsp17.6G1. En ambos sistemas
de estudio, el analisis de la exprersién del gen quimérico G1mut5 .Asi por ejemplo
si la actividad GUS obtenida a partir del gen quimérico G1mut5, tanto en
embriones de las plantas transgénicas como en embriones de girasol
bombardeados con el plasmido que expresa el nuevo HSF, es menor que la
obtenida con el gen quimérico G1WT, podria indicar que el tipo de interacciones
entre HSFs que regulan al promotor Ha hsp17.6G1 son entre HSFs de clase A
(Fig.26); por el contrario, si la expresion del gen quimérico G1mut5 es similar a la
del gen quimérico G1WT, el tipo de interaccion podria ser entre HSFs de clase A
y de clase B (Fig.29).
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CONCLUSIONES

1. La expresion del gen Ha hsp17.7G4 en las fases tardias de la embriogénesis

zigética esta regulada traduccionalmente. Las secuencias comprendidas entre las

posiciones +55 y +65 de la region 5" transcrita no traducida de este gen participan

en dicha regulacion traduccional.

2. Los factores del tipo ABI3 participan, junto con los HSFs, en la regulacion

transcripcional de la expresion del

embrionario.

3. Los factores del tipo ABI3 actuan ¢

gen Ha hsp17.7G4 durante el desarrollo

omo coactivadores de los HSFs unidos a las

regiones con HSEs para la activacion transcripcional del gen Ha hsp17.7G4

durante el desarrollo embrionario. L

factores del tipo ABI3 y los HSFs

embrionario.
4. La activacion transcripcional medi
regiones HSEs con propiedades

hsp17.7G4.

5. La capacidad de activacion transc

a interaccién funcional y/o fisica entre los

estd mediada por un tercer componente

ada por los factores del tipo ABI3, requiere

estructurales como las del promotor Ha

ripcional del promotor Ha hsp17.6G1 por los

HSFs no esta determinada por la unién preferencial de éstos a las secuencias

HSE de dicho promotor.

6. Los HSFs interaccionan funciona
promotor de Ha hsp17.6G1. Los m
distintos HSFs vendria dado por la
por mondmeros de distintos HSFs. E
de activacién y de union al promot
HSFs de distinta naturaleza se unir
HSE del promotor de Ha hsp17.6G1 |

mente a través de las secuencias HSE del
1ecanismos de interaccién funcional entre
)articipacion de hetero-oligémeros formados
~stos HSFs tendrian propiedades diferentes
or de Ha hsp17.6G1. Alternativamente, los
an de forma no candnica a las secuencias

yara interaccionar funcionalmente.
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