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INTRUDUCCION

ULTURA Y SALINIDAD

\“}

plantas responden 2 condiciones ambientales adversas con imporianies
metabblicos v morfolégicos. Estas condiciones adversas pueden ser de
ico, como el atague por agentes patégenos, o de tipo abiftico como
extremas, déficit de agua, anoxia o altas concentraciones de sales
. pesados. Frente 2 estas condiciones adversas, de l[as que no pusden
ias plantas presentan  respuestas adaptativas gue contribuyen a2
ner el buen funciopamiento del orgenismo z lo large de su ciclo wvital

estrés salino es unc de los principales factores gue limits la distribueid
ica vy la productividad de las plantas; constituye wun  problema
mico grave v progresive, de gran repercusién econdmica. Los gmé@s
son iipicos de las zonas costeras v de las regiopes dridas v semifnidas del
donde las altas tasas de evaporaciém provocan  un ‘mnremvnm
51 de la concentracidn de sales del suslo. El problema se agrava en
a5 regiomss por la necesidad de regar el suelo para su aprovechamiento
sgricnls, va gue comn el agus de riego se aporan iomes que finalmente guedan
s en sl suele. El problema es egspecialmente grave en zonas cosieras,
sobreexplotacidén de los acuiferos provocz laz intrusidn de aguz salads
marine. Por ianto, es necesario minimizar el ndémero de riegos v la
de agua empleada, que deberd ser baja en contenido idnico.

xtensién global de los suclos zfectados por la salinidad se ba estimado
v 930 millones de hectdreas; de los 230 millones de hectéreas
. una tercera parte se¢ encuentra afectada de salinizacidn excesiva
er gl., 1980; Szabolcs, 1989).

parie de la Peninsule Ibérica estd somelida 2 unz prolongads ﬁeqazia
ue le confiere cardcter semidride, lo gue conlleva gque la superficie
por la salinizacién en Espafia ses considerable, estimédndoss en Mm&?}@
(Alberto er al., 1983). Dado el cardcter progresive del problema, la
de terrenos salinizados debe esstar actuslments muy por encimz de
Los suelos mids afectados ss localizan en lz zona noreste,
nte =n las proviocias de Zaragoza, Huesca, Lérida v Navarra, v en la
, en las masrismas del valle del Guadalguivir. Existen ademés puntos
oz en Palencia, Ciudad Real, Toledo, Badajoz, Alicante, Murciz v Almeris
ef al, 1960).

Es pues de enorme interés la obtencién de variedades de cultivo capaces de
Propurt buenos rendimientos en suelos con altas concentractiones de

iomes. Por métodos de mejora clésica no se hs obtenide ninguna wvariedad




INTRODUCCION

I seleccionada especificamente parz toleranciz 2 sszlinidad (Rush ¥
. 19R81). Una de las dificultades para esta seleccidn es Iz carencia de
iores de tolerancia reconocibles en etapas tempranas del ciclo wvital
v Rains, 1987).

el momento, los intentos de seleccionar plantas més folerantes g la
z partir de cultivos celulares han tenide un éxite muy limitedo
v Rains, 1984). Existen problemas importantes adn por solucionar,
dificultad de regeneracidén de numerosas especies y la aparicidn de una
‘”““?a“mi dad en los caracteres no relscionados con el seleccionado. La
; 2 partir de cultivos celulares da lugar 2 unaz poblacidn
weg de pléntulas, que pueden presentar caracteres indeseables, como
nle la esterilidad (Wong et af., 1983). Sin embarge, exisien en la

dentre de  las  especies sensibles, variedades gue preseuntan
¢s grados de tolerancia a la sal; esta variabilidad genética pm:i;:f'f"‘ ser
fuente de genes potencialmente manipulables y transferibles s woiras
1 s mediante ingenieriz genética (Rains er al.,, 1980). Asma‘zmem&;\, se
cuenta ¢on la metodologfa necesaria para obtener plantas transgénicas
= ‘o por Potrykus, 1991), y para lz clonacién de genes. l.os principales
limitantes son el aislamienic de genss especificos gue tengan la
ge mejorar iz toleranciz 2z sal y, como se menciond anteriornmente, la

de regenerar algupas especies, fundamentzlmente las

2, FISIOLOGIA DE LA TOLERANCIA A SALINIDAD

a2z planias cultivadas en presencia de altas conceniracionss de  sal
n una serie de sintomas muy variades gue van desde la reduccidn de la

crecimiento vegetative hasta iz muerte. Los problemas 2 los gue se

lzs plantas en suelos szlinos son fundamentzlmente:

bajo potencial hidrico del suelo, gue trae comsigo una pérdida inicial

rgencia,

presencia de altas concentraciones de iones, tdxicas
enzimética celular.

.zs deficiencias nutricicnaies, ocasionzdas por el exzeso . de
s iomes Iremte a otros iones esenciales.

h

rategias para paliar estos problemas consistirian bisn en  absorbs
contrarrestar el bajo potencial hidrico del medio, lo gue caugaris
de¢ toxicidad i6nica, ¢ bien en excluirlos activamente, con ¢! riesgo de
déficit hnfdrico. Las especies vegetales han adoptado diferenizs
s fisioldgicas para superar el estrés saline; dependiendo de su
anciz se clasifican en  hzaldéfitas, plantas de hdbitats salings,
plantas sensibles 2 sal.

[#%)



INTRODUCCION

2.5 Plazntss  haldfitas

principal adaptecién de las plantas de hébitar salino consisie en la
de iones y su compartimentacién en la vacuola. Para contrarrestar la
de potencial osmdtico entre el citoplasmz y la vacuola, iz célule
solutps orgénicos no téxicos de bajo peso molecular v los arumula en el
sma. Aungue la siniesis de estos solutos {glicina, prolina, betafnaglicina,
v olros) constituye un cosie epergético importante, sélo es necesario
la pequefia parte del volumen celular correspondiente 2zl citoplasma.

atflaptaciones frecusnies en las especies haldfitas son de tipo

morioldgico:

1} Hoias de menor tamafic, menor nimero de estomas por unidad ds
iz, recubrimiento con pelos v engrosamiento de la cutfcula; todo elio

o & evitar la pérdida de agua.

Un mayor desarrollo del sistems radicular fremte al sistema foliar, para

favorecer la extraccién de agua de las zonas menos salinas,

%Y Speulencia del tallo v de las hojas para diluir la concentracion de iones.

o

4) Aparicién de gléndulas especializadas en la excrecidn de sal

2.2 Plantas glicofitas

mayoria de las especies cultivadas son en mayor ¢ menor grado sensibles
Las plantas glic6fitas evitan la toxicidad idnica, regulando la absorcidn
srangporte de iones {revisade por Greenway vy Munng, f;%@';ﬁ

‘nz altz selectividad en la sbsorcidn de iones, gue ocurre &n primer
membrana citoplasmética de las células radicularss. Las membranas
s en presencia de altas concentraciones idnicas (Leopold L
:wamame cambios en lz composicidn lipidica de la membranz se consigue
r su gstabilidad. De este modo, lz entrada de iomes en la céiula se Heva a
nediante transportadores especificos. Los tranporiadores de  potasio,

el
(e e e
bk p 5
N

2

c

exha amente estudiados, tienen gran afinidad por iomes KT y no se inhiben
por centraciones relativamente elevadas de iomes Nat, El range de
Cono iones de ionmes Na™ en ¢l que se mantiene la especificidad, v por
tantc la funcionalidad, de este transportador varfz de unas especies & olras vy

esté corrglacionado con la tolerancia a sal de las mismas. La selectividad en la

de lones se complementa con la extrusidn active de iones Nat, gue se
mediante intercambio con iones KT, El intercambioc estd acoplado & una
e protones dependiente de ATP (Jeschke, 1984).

€]

intesis de soclutos orgénicos, necesarios pars sl ajuste osmético  del
ma.  bBstas moléculas  suelen ser azidcares {sorbitcl, =sacarosa)
s o derivados de éstos (betainaglicinz, betaina, prolina) (Gorham e
Este mecanismo es energéticamente menos eficiente que el de las
aldfitas, ya gque supone Iz osmoregulacidn de Iz céluls completa,
0 la wvacuola; por este motivo, ¢l gasto de productos fotosintéiico
mayor. Se ha sugerido que estos solutos podrian tener, ademds, un esfecto

3

cIito

s s
-
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INTRODUCCION

protector  sobre  las  enzimas, evitande su  inazctivacidn por las  altas
congent s i6nicas (Paleg er al., 1985).

(%) La compartimentacidén o exclusidn activa de los iomes absorbidos:
2y En algunmas especies se ha descrito la existencia de
compartimentacidn de iones Na% en la vacuola (Binzel er al., 1988).
b) La redistribucién de iomes & distintos drganos como raices,
peciolos, tallos o tragueidas es otra formaz de compartimentacidn
este caso & nivel de planta complete. La finalidad de este proceso ser
dafic en hojas jdévenes, fotosintéticamente activas, v en ieiido
f1icos.
¢y El transperie active de iones Na¥ desde las hojas a través del floems
izs raices, donde som exirufdes al medic (Jacoby, 1979).

T
J

i
{

S

ACIDO ABSCISICO INDUCE CAMBIOS EN LA FISIOLOGIA Y EN LA
ESION GENICA DE LAS PLANTAS

acido szbscisico (ABA) es una hormona vegetal presemte en iodas las
upsriores vy en algupas algas vy hongos fitopatdgenos. El ABA estd
en miltiples procesos fisiclégicos durante el ciclo vital de Iz plania,
ghscisidn de frutos y hojas, la dormanciz de vemas v semillas, ¢l cierrs

ormas, el crecimiento de raices, el geotropisme, lz maduracidn de frutos v

o

A juega un papel importante en la respuestz de las plantas 3 ﬂzwm\
estrés ambiental, especialmente desecacidn, salinidad y frio. En estas
iones - ¢l nivel lInternp de ABA auments sspesctacularments ¥ como

conszounencia de este aumento se inducen cambios en Ila fisiclegiz v en la
R génica de las plantas. Algunos de estos cambios en Iz expresidn
génics producen también cuando las plantas se tratan exdgenamente com
ic ghscisico El hecho de gue el tratamiento con ABA auments lz wleranciz de
pla v suspensiones celulares al esirés salino e hidrico vz las *:m;&
temperaturas, indica que Ios cambios inducidos por ABA estan estrechamente

cionados con este aumento de tolerancia (Lalk v Dorfiling, 1985 §p ]
5, E%: Orr er al., 1986, LaRoss 2r al., 1983).

3.1 Relacién entre ABA, salinidad y otros tipos de estrés

puestas de las plantas 2 diversos tipos de esirés ambiental est &‘m
nte reﬁamsnada& va gut diferentes condiciones ambiesntales
@cms similares sobre las plantas; asi, por ejemplo, hojas someti
fren déficit hidrico porque parie del agua forma cristales de hislo; es
8 i clerancia al frfo requerirfza toleranciz a estrés hidrico. Por tanmto, es
pensar gue las respuestas de las plantas z  diferentes gondicionss
comparien ecanisimos moleculares. De hecho, plantas sometides 2
hidrico presentan mayor tolerancia a las bajas temperaturas {Cloutier v
ol 1983). Se han descrito un gran nimero de genes gue @pwm%f, a
iz un tipc de de estrés, como por gjemplo el gen AinZ ds Aﬁ bidopsis
ne o el gen HSP70 de maiz:

CL?
B
1

o

&



INTROLUCCIO

« gen kin2 de Arabidopsis thalianc codifice un polipéptido que presenta
ung n similitud con una proteinz anticongelante de peces. Este w:,x &8
indu ¢ por bajas temperaturas, por ABA y por estrés hidrico y salin
{Kurkelz v Borg-Franck, 1992).

C'}

En mesocttilos de malz, ¢l gen HSP70 se induce rédpidamente cuando se
las plantulas a2 estrés hidrico, se tratan con ABA o se producen heridas
s et oal., 1984), La proteing codificada por esie gen tiene similitnd conm la
de chogue térmico HSFP70 de Drosophila,

itemente se ha descrito por primera vez la implicacidn del ABA en la
otro tipo de estrés, ls anoxia. En este casp, pretratamientos con ABA
rambién mayor tolerancia del maiz g condiciones de anoxia. Como
sestran 1oz estudios realizados por Hwang v VanToai (1992), esie efects se
debe, al menos en parte, 2 la sintesis de nuevas proteinas inducidas por ABA.

CAMBIOS EN LA EXPRESION GENICA INDUCIBLES POR ESTRES
(DRICO Y SALINO

L.a posibilidad de que los cambiocs en la expresidn génica producidos por el
tn relacionados con el aumento de iolerancia de lzs plantas al esirés
drico v a las bajas temperaturas, hz iraido consigo un gran interés por
ios mecanismos moleculares de estas respuestas.

saling,
conocer

s

de patrones bidimensionzles

Los primeros datos sobre los cambios en Iz expresién génica en respussia
se¢ obtuvieron por comparacidn de los patrones monodimensionales de
de linpeas celulares de tabaco adaptadas al NaCl con los de lineas no
{Ericson v Alfinito, 1984}, Se observaron proteinas de 32 v 20 kDe miés
nies en las células adaptadas y una de 26 kDa gue parecia ser exclusiva
células. Desde entonces, se han publicado unz serie de trabajos en los
gue ge¢ analizan patrones electroforéticos mono- vy bidimensionales de proieina
'z sintesis o de productos de traduccidn in virre de plantas o m?
de distintas especies sometidas a estrés szlino (Singh er al.,
7 Tanaka, 1987, Gulik v Dvorak, 1987, Ramagopal, 1987). El migm@ 33
se haz usado para la memjﬁz;a,cmm ge polipéptidos mmcim BOT
osmotico v desecacidn en hojas de cebadz (Dasgupta v Bewley, 1584),
:ﬁmy,, 1988 v 1990), guisante (Cuerrero y Mullet, 1888) y colza
o

o
er al., 1987). Estos resultados muestran cambios especificos en la
gémica asociados a2 esirés saling vy desscacidn.

psmoting es una de las proteinas inducibles por sal miés estudiades. Fue

descrita como una proteina de 26 kDz gue se acumulz en lneas

R



ares de tabaco adaptadas a concentraciones de NaCl prizimas a las de agua
(Singh er al, 1985). La osmotina se acumula en cuerpos de inclusidn
acupnlares en células adaptades a2 NaCl. Las secuencias de las proteipas del gen
de Iz osmotina (Singh er gl., 1989) muestran homologiz con Iz taumatina, un
i de wo-amilasa/tripsina de malz y una protefna PR (pathogenesis
inducida por el virus del mosaico del tabaco; estas proieinas estan
en las reacciones de defensa de las plantas frente a patdgenos: El
ajerp de la osmotina se induce por unaz serie de sefiales hormonales v
s (ABA, salinidad, desecaci6n, herida, etilenc ¢ infeccibn con virus
sico de tabaco) en cultives celulares v en plantas de tabaco;  sin
para que la protefna llege 2 acumularse es necesaria la presenciz de
hidrico o de etilenc; el mecanismo de esta regulacidn  post-
cional no es conocide (LaKosa er gl., 1992), En plantas de tomate existe
tefna de 24 kDa cuya secuencia s homdloga 2 la de osmotinz de tabaco.
tefng, deancminada NPZ4, se acumula en rafces de planfas fratadas con
Cing er al., 1988). La regulacién del promotor del gen de la osmoting se ha
en plantas transgénicas de tabaco, transformadas con este promotor
io al gen de la B-gluccoronidasa (GUS). El andlisis histogufmice muesira
zctividad QUS se localiza en los granos de polen maduro v en sl pericarpo
En plantas aclimatadas a2 NaCl la actividad de este promotor es muy alia
especificos de todos los drganos de la planta. En rafces, la actividad
pgmenm ‘en las zonas de elongacién, en epidermis y parénguims del
en  iallos, se localiza sobre todo en la epidermis y, ademés, sn el
wa del xilema; en hojas, en las células parenquiméticas del xilema v,
sobre iode, =n la punta de las hojas (Konomowicz er gl., 1992).

€ L
G5 8T

O
[
sy )
el e
¢n
w4

embriones de ias plantas deben scportar un fuerte grado de
5i bien la base molecular de Iz capacidad de sobrevivir -e‘m estado de
no s¢ conoce, parece ser gque los genes tipo Lea (Late embriogencsis
f} juegan un papel Importante en esta tolerancia. En plamm creciendo
de estrés, los mRNAs de genes Leg se encuentran exclusivaments
mbrign, v alcanzan el nivel mézimo de acumulacidn inmediatamen

su desecacidn final, sin embargo, un numero considerable de genes
por estrés hidrico o salino en tejidos vegstativos corresponde 2 genes
Algunos de los genes gue tambidn se inducen por estréds osmético ©
scidn en tejidos vegstatives son Em de trigo (Marcotte ef @f., 198R), RAEBZ]
rrer (Mundy v Chua, 1988), RABI7 de malz (Vilardell g7 gl., 1990), dehidrinas
adas (Close er al., 1989), plLEA76 {(Harada er al, 198%9) v FASI4 gde tomale
zr gl., 1990). El mensajeroc TAS14, aisladc en nusstro laboratorio, o
por estrés salino o tratemiento con ABA en rafces, tallos v hojas 4
aduitas; TASI4 no responde 2 las bajas temperaturas ni cuando s
: heridas a2 la planta. Aungue la funcién de estas pmmims £8  aln
s¢ hz sugeride, a partir del andlisis de sus estruciuras secundarias,
i estabilizar proteinas y estructuras cclulares en condiciones de
- hidrico (Baker et @l., 1988). El andlisis de los promotores de los genss £ m
0 7 RABZI de arroz ha permitido identificar elementos gque responden a
Marcotte ef gl., 1989; Mundv er gl., 1990).

2]
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INTRODUCCION

ros  genes inducidos por estrés salino y desecacién en  especies
cuitivadas

T,

nafz se ha aislado un gen, pMAHY, inducible por ABA y por herids
sroteina codificada por pMAHY es rice en residuos glicing v con
'*.‘»::ss caracteristicos de las proteinas gue unen RNA {(Morien

nan aislado tres clones de c¢cDNA (7s, 15a v 26g) en plénmulas de guisante

ik
e

netidas a deshidratacién (Guerrero et al., 1990). El mRNA 7a, presente

raic de plantas no tratadas, se induce en la parie aérea de plantas por
el tacién, chogque térmico vy, levemente, por ABA. La secuencia  del
o o codificade por el cion Te presenta seis dominios transmembrana;
esie mo nidmers de motives transmembrana aparsce en las protsinas gue

forman z;ss canales idmicos de Nat, K+ 6 Ca2t: el extremo carboxiterminal Iz
: orrespondiente 2 este clon es homdloge a le nodulina-26 de soja, una
ﬁiﬂ la membrana peribacterpidal. Los mniveles de mRNA 15z y 26g
en la parte aérez de las pléntulas en respuestz z estzés hidrico.. La
del polipéptido codificado por el clon 15a muestra homeologias con
roteasas  y  la  correspomdiente al  clom  Z6g con  aldehido
genasas. La transcripcidn de estos menszjeros se induce durante los
5 3D miputos de tratamiento, previamente al sumento detectable de ABRA
no on las hojas deshidratadas. Al igual gue otros mRNAs de inducci™én
(] @m'és hidrico, 152 y 26g nc se inducen por lz adicidn exdgenz des
que los zumentos de ABA dependen de cambios en la transcripcidn de
Z;c:sg mensajeros 15a v 26g podrian estar implicados en esios procesos gque
iz zcumulacién de ABA por desscacidn.

g

Ll gen BuD22 de Brassico napus gue codifica uns proteinag de 22 kDa se
zor aclimatacién a sequfe, salinidad o por tratamiento con 4cido
(Downing  er al., 1982). A diferencia de otros sstudios & nivel
r, gue han analizado Iss respusstas & corto plazo (horas), estos autores
intentado mimetizar los pericdos prolongados de estrés a2 los que pueden
estar. sowetidos los cultives. Tras dos ssmanas de aclimatacidn s seguiz

atl, las plantas muestran cambios morfoldgicos {(morfogénesis szlterada

cambics on hojas: senescenciz acelerads de hojas vigjas v coloracidn
{ T

&
O

de hojas jbévenes debido al acimulc de ceras epidérmicas), asl como
¢ en  los patrones bidimensionales de protefnas, entre los gue destacs el
» de intensidad de la proteina BnDZ22. Esta protefnz tiene homologfe con
iz -de inhibidores de proteasas de Kinitz, szungue difiere en su pamdn de
Downing et al. sugieren gue esta proteina protegeria fremte 2 las
endégenas, cuye actividad aumenta durante el procesc de senssceucia
se observa en hojas. El gen BaD22, a difersncia de lo
descritos, se induce por ABA vy estrés hidrco sélo en tsiido
En semillas no se detectz su expresidn.

fecientemente ha aumentado el interés por el aislamienio de los geones
invaiésg*arm en la rtutz de siniesis de moléculas osmorreguladoras, como
proliy betaina. E! gen gque codifica la betaina aldehide deshidrogenasa
(BADM), dltimo enzima de la ruta biosintétics de beiaina, se hs clonsdo en

[aa]




INTRUDUCCION

{Weretilnyk er al., 1990) v remolacha (McCue y Hanson, 1992). los
realizados con este gen indicen gue en condicionss de estrés salino, Ia
acidn de betafnz en hojas de remolacha y espinaca se correlacionz com
el m;:mzw ento de la actvidad BADH y del nivel de mRNA de este gen

Mediante una estrategia original, Gaxiola ez al. (1592) han aislado un .gen
izz implicado en ls respuestz 2 condicioness salinas. Basdndose =1 gue
plantas comparten mecanismos bédsicos de transporte de iomes, estos
utilizado como modelo Saccaromyces cerevisice, Las células de
omyces cerevisiae sc transformaron con una genoieca construida en un
io multicopia. Utilizande como medio de seleccibn un medio de cultivo
contenido en NaCl, se aislaron transformantes resistentes gue debian
mois & Iz sobreexpresidn del gen HALJ. Este gen codifise ume protefnz
D2 v su secuenciz no presenta bomologia con las sscuencias recogidas en
de datos. El gen HALZ esié conservado en plantas vy se induce por Nl
L] parece estar implicado especificamente en tolerancia al iom N
zs ©élulas gue sobreexpresan HALJ acumulan mds K* en presencia de a
straciones de NaCl, ésto contribuye & mantener una relacién Na¥t /KT
ular por debajo de los valores descritos como téxices; hay gque ::mm en
gue en levaduras el ion Na¥ resulta tSxico solamente cuasndo la relacién
* supera cierto valor (Camacho er al., 1981). Estos resultados concuerdan
fcs previamente descritos scbre la correlacidn existente entre iz mavor
*m de K* vy la twleranciz 2 sal en cultivos celulares de tabaco (Waiad
90} v tomate (Rush vy Epstein, 1981). Hasta el momento este =5 el #nico
i gue se induce por estrés saling pero #o por estrés osmdtico,
gue su induccién se debe a efectos idmicos.

E:?
bt
I

4.8  Genes inducidos por estrés saline en especies haléfitas o
zdaptades & desecacidn

.& especie tolerante 2 sal Lophopyrum  elongatum, filogenét i
sta con - variedades culuvadas de trigo, se ha estudiado por su utilidad
ente potencial de genes para obtener variedades de trige més iolerantes
salino. Recientemente se han aislado 11 genes de esta espe
¢ como criterio su alic nivel de expresidén en raices sometidas durant
egirés salino. De estos 11 genes, el dnico gue presenta similitud con
1encias conocidas es ESI/8, gue es homdloge s genes tipo Lea, (RABZ] de
271 de algoddn y dehidrinas de cebada). Los genes aislades se inducen por
su expresién es tramsitoria. Los niveles de acumulacién méximos ocurren
y 44 horas después del irnicio del tratamiento, por lo gque sc les ha
nado genes EST (early salt swress induced) (Gulick y Dvordk, 1992).

fz familia Aizocacea existen especies haldfitas facultativas gue
metabolismo CAM en respuesta a déficit hidrico; entre ellas, 1
meior estudiada es Mesembryanthemum  crystallinum. El cambio a

4

as en la filacién nocturna de COz v la sintesis de malato v owros dcidos
{Ostrem ef al., 1990). Lz actividad enzimidtica fosfoenol piruvaio
’PEPC} gue es clave en esta ruta, es 40 veces mayor en hojas

L=



INTRODUCCION

. Este zumento de actividad esta correlacionadc con un mayor nivel de
peién del gen Ppcl gue codifica esta enzimz (Cushmean er af., 1985

cieniemente se han caracterizado los factores gque median la activacidn de 1
sci6n de Ppcl y las secuencias en cis que interaccionan con £sio
factores (Cushman y Bohnert, 1992). El cambio 2 metabolismo CAM es un
tegia de adaptacién & largo plazo; se detecta en la planta después de 1 6

en condiciones salinas.

w0

[as]

3]

Mesembryanthemum crystaliinum se ha zislado también un gen de
temprana, Imtl, gue codifica una enzimz responsable de la siniesis
del polisicohol ciclico pinitol a partir del myo-insitol (Vermnon y Bohner, 1992).
E‘s‘*aﬁ sicohol que también estd presente en otras especies de plantas, bactert
erantes z sal, tiene un papel osmorregulador similar al de la proli

B

O
na Yy
planta de resurreccidn Crarerostigma plantagineum es un modelo muy
; paza estudiar lz respuesta, a nivel molecular, al estrés hidrico. Puede
perder hastz el 95% de su contenido en agua v ser viable después de su
El proceso de desecacién va acompafiado de la induccidn de wun
de mRIMAs especfficos. Algunos de estos genes presenian homologls con
esto indica que los embriones de plantas superiorss v las plantas de
comparten &2l mencs algunos mecanismos de resistencia  a
dsp-22 es oo gen de Crarerostigme plantaginewm inducible por
codifica ung proteina de 22 kDsz que se localiza en cloroplastos. El
presentz homeloglza con preteinas Elip (early light inducible
se inducen al pasar la planta de Iz oscuridad 2 Iz luz {Bansls er al

AN

RESPUESTA A ESTRES ESTA CONTROLADA POR VARIAS RUTAS DE
CION INDEPENDIENTES

7

Los numerosos datos acercaz de la induccién de genes por condicionss de

v por la adicidon de ABA, as{ como los obtenidos con plantas mutanies en el

1izmo  de esta hormonsz, permiten analizer el papel del ABA en iz
giobal 2z salinidad

gen i 140 de Arabidosis thaliana codifica una proteina de 140 kDz que
no prosenta homologias con proteinas comocidas vy es inducible por tratamisnto
' estrés hidrico y por fric (Nordin ez al, 1991). El nivel mézximo de
aicanza tras 9 horas de expesicidn de la planta 2 bajas temperaturas. Se
izdo la induccidn de este gen en mutantes de Arabidosicz  thelianag
. en la sintesis de ABA (aba-7) e insensibles & ABA (gbi-7). Cuando los
aba-l y abi-1 se someten a bajas temperaturas, se observa induccidn
sajero & niveles similares 2z los observados en plantas silvestres; esios
ﬁﬁfz% indican gue lIa induccién de Iz 140 por bajas mmpsmmm@ L s
diente de la  induccién por ABA. Los datos obtenidos medianie
entos gon fluridona, un inhibidor de ARA, =apovan estos resuitados. El
hecht de gue las bajas temperaturas v la adicién simultdnea de ABA no tengan
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wn efepio acumulativo sobre el nivel de induccidn de i 740 indicarfe que
i slementos comunes en las dos vias de induccién. En planias que no
o son insensibles 2 ABA, el mensajero [£i/40 se induce por esirés

hien el nivel de acumulacidn es ligersmente inferior al detegtato

iivesires sometidas @ las mismas condiciones. Este mensajers se detecta
wutanies, aungue nc aumente el nivel enddgeno de ABA, sugiriendo
Auccidn de It 140 por estrés hidrico estd mediads sdlo parcialmente por
V@ngum@s estos datos indicarfan que la induccidn del gen o 740 estéd
por tres rutas independientes perc convergenies, <omo  se
1891). '

£

I.as rutas de induccidn descritas por Nordin er ql. (18%1) no .son
ables 2 todos los genes relacionados con el estrés hidrico descritos hasta
Existen grandes diferencias en cuanto 2 su inducibilidad por estrés
salin no y por ABA. La hipdtesis mds probable es gue el conjunio de
al estrés hidrico/saline estén sometidos a distintos circuitos
Eos inducidos por ABA. Se compara 2 confinuacidn lz respuesia
unos genes al estrés hidrico/saline v al ABA.

m

BAJA
TEMPERATURA DESECACION

LTI 140

g

Figure 1. Representacién esguemitica de las rutas da
induccién dal gen M 140, segln Nordin ef 2/, 1891,

- iy L& comparacidén de los patrones bidimensionales de proteinas  del
mutante flacca de tomate (deficiente en sintesis de ABA) v del tpo silvesire

[
ey
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que las protefnas inducibles por estrés hidrico se sintetizan ‘1ambién
en =l mutante, aungue 2 niveles mds bajos, indicande que la mediacidn de ABA
ne a5 necesaria para su induccidm; sin embargo, a diferencia del gen i 140, la
de ptras proteinas, presentes en  esios  patrones, s wtriwa&z} snte
e e ABA. Reciemtemente se han aislade v caracterizado tres genes de
que presentan esta dependencia de ABA (Cchen y Bray, 1950
L En Mesembryanthemum crystallinum se ha comparado ¢l efecto de
tos con NaCl, ABA vy citoguininas sobre el nivel de acumulacitn de
v de PEPC, dos pardmetros asociados a la respuesta adaptativa 2 estrés
{Thomas et gl, 1992). En esta especie no es necesario el aumento del nivel
enddgene de ABA para que la planta acumule prolina y PEPC.

selund er agl., (1992) describen lz caracterizacidn de tres cDNAs de
LEA, que responden diferencialmente a ABA, manitol, estrés salino

Estos estudios apovan la hipétesis de gue no existe una ruta - comin,
. por ABA, de las respuestas a distintos tipos de estrés, sino wvarias wia
ientes de transduccidn de sefial

. DE LOS LIPIDOS EN LA RESPUESTA A ESTRES SALINO

El gen TSWI2Z gue se describe en este trabajo codifica una preteina gue

tiens gran  semejenza con  protefnas transferentes de Ifpides. Aungue la
g
cidn  in vive de estas protefnas no se conocs, se ha crefdo convenisnie

v los resultados més significativos sobre el papel de los lipidos en
sometidas a estrés salino/hidrico v bajas temperaturas.

lipidos son componentes esencizles de las membranas. La selectividad
sheoreidn de iones por las células de lz rafz o la capacidad de acumular]
interior de la vacuola dependen en gran medida de propiedades fisicas de
ranas, como va se ha mencionado. Ademds, la actividad de las proteinas
srana depende en gran parte del microambiente lipidico en el gue se
~ann.  Por tanto, Iz composicidén lipidica de lps distintos tipos  de
zs celulares estd estrictamente regulada, siendo uno de los factores
ndicionanies la concentracidn idnica del medio.

&

LaTan

tdemés de su papel como componentss fundamentales de las membranas,
. 8.

los lievan a cgbo gran variedad de funcicnes imporizntes en las plantg
Por & o, puedern funcicner como sustancias de ressrva de las semillas, como
cotnponentes de lzs coblertas protectoras de cera, suberina o cutine o incluso
como meléculas transductoras de sefizles, {por ciemplo, en el caso del fosfandil
inositol bifosfatn, PIP,) (Einspahr er gl., 1989).

:af;xai de los lipidos en la respuesta 2 estrés salino azpenas se ha
wwehos de los datos gue se tienen acerca de la influenciz de los
2 tolerancia a sal se basan en estodios realizados in witre coy
iz distinta composicién lipidica. En cambio, es bien <onocidz la

p,
o



entre la sensibilidad a frio de distinas especies v el grade de

k=

~ de los 4cidos grasos de laz membrana. Recientemente se¢ ha
Qﬁi"mhg\d&w sumentar la toleranciz & szl de plantas transgénicas de tabaco
transformadas con el gen glicerol-3 fosfato aciltransferasa; este gen codifica
uns  enzima del cloroplasto gue determina el nivel de insaturacidn de los 4cidos

grasps del fosfatidilgleierol (Murata er al., 1992)

Iz manifestacidon ultraestructural més c¢lara de las células vegetales 1ra

i

idas 2 estrés salino es iz formacidn de wvesiculas ¢ mmgmammm de Z‘a
; na citoplasmitica y del retfculo endoplasmético, com lo que se consigue
umentar !z superficie y regular més eficientemente el flujo de imzm en ia

o

L2 composicién cuantitativa y cualitativa de esteroles libres, tipicos de |
w”f"”ﬂ.gma citoplasmética y del tonoplasto, incide en laz estabilidad y en i
‘lidad de !z membrana. Los estercles preseniss on las membranas de ]
ndriz vy del ndcleo suelen estar esterificades y nco  estabilizan 1z
1a. Las membranas reducen su permeabilided al aumentar su conienido
{Grinwald, 1968). En correlacidn con estos datos, uwn mivel alio de
en las membranas de tejidos vegetativos parsce coniribuir a2 la
z sal en plantas. En variedades de pomelo gue difieren en su
a sal, el contenide de esteroles libres es minimo en la variedad menos
(Kuiper, 1968). Observaciones similares se han hecho en  estudios
arativos de otras espscies (pomelo, judfa, cebada v remolacha) (Swuiver g2

B

s

v el ostigmasterol son las moléculas més efectivas en mantener la
¢ de la membrana, mientras gue ¢l sitosterol tiene menor capacidad
tizadora . En variedades de Citrus gue difieren en su tolerancia a sal ss ha
observads gue la relacidn  sitosterol/estigmasterol disminuve en  condiciones
siendo este efecto més acusado en las variedades mdés uﬂm‘&rfms
v Walker, 1983). Estos datos indican claramente que iz regulacidn en ¢l
Iismo de los esteroles es critica en Iz permesbilidad de ias membranas.

fosfolipidos, como  fosfatidiicolina, fosfatidilglicersl o
liletanolamina son el principal componente lipidico de la membrana, En
acuoso, e¢stas moléculas forman espontdneamente bicapas gue son
ezbles & moléculas polares debido 2 la relacidn entre el famafio de. sus
ares v de sus ¢olas apolares. Los glucelipides, sin  embargo, se
en cilindros hexagonales com las czberzas polares dirigidas hacia el
. formando estructuras mucho més accesibies al paso de i@w’ms El nivel
»,'mie:%@s en ios igjidos de zlgunas especies auments significativemente en
licioues salinas (Chetal er al., 1980); también se ha observade gue =l grado
d:z insaturacién de los 4cidos grasos gue esterifican los fosfolipidos disminuye
en presencia de altas concentraciones de sal (Stuiver er al., 19281). Sin embarge,

. cambios en la composicidn de fosfolipidos no som, en general, muy

Ho contraste con los fosfolipidos, el comisnido en glucolipidos se
dristicamente en condiciones salinas; estos cambios podrizn contribuir
s considerable al control de la permeabilidad de ls membrans. sl

el ntmerc de estructuras permeables 2z iones (Miller v Santarius
zallah-Shkiri er al., 1982).

i}
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MATERIAL Y METODOS

CTIVOS

1.1 Productos guimicos

4 i

general, se han wilizado reactives prodedentes de las zt;%“mag Merck
EFA), Sigma Chemical Co. (St. Louis, EEUU), Serva (Heidelberg, RFA)
(Barcelona, Espafia).

1.2 Productos radivactivoes
L-1358 J-metionina (>800 Ci/amol) v 32P0.3- de New Englan

TTP (3.000 Cifnmel) v [a—BsSEdAT‘PD:S (=600 Ci/mmol) de Amersham.

1.3 Enzimas
En general, las enzimas utillzadas procedian de las firma
Mannheim GmbH, Promegz Biotech v Pharmaciz.

7]

Kii marceje radicactive dz DNA: Boheringer Mannheim CmbH., Ki
sigcidn:  Boheringer Mannheim GmbH.

1.8 Anticuerpaos

Como  anticuerpos secundarios se wutilizarom: Amntl Rabbit Igl HRP
: {(Amersham) v Anti Rabbit IgCG (whole molecule) alkaline
conjugsate  (Sigma).

ATERIAL BIGLOGICO.

Jaterial vegelal
St utilizaron semillas de tomate (Lycopersicon esculemtum) war. Ruigers-
Margiobe, de Semilles Batlle S.A., Barcelonz.

terilizacién de semiilas

viamenie =z la germinacidn, la superficie de las semilias se esterilizd
lzvados sucesivos en etanol 96% (30 s), en hipoclorito sédico 2% (20
v finalmente en agua destiladza estéril. Tras 24 horas de imbibicis
semillas se colocaron sobre papel de filtro autoclavado v sawurads con
Lda pstéril v se incubaron 2 25°C en le oscurnidad.

o

(&




S

]
[£5]
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St

2.1.2 %js&?ﬁﬁ%’ﬁ hidropénice

ixtizlas  con cotiledonss expandidos se colocaron en fiambreras con  las
@fgjdas en sclucidn nutritive de Hoagland I (Jomes, 1982), diluvida 2 la
v se cultivaron en cdmaras con luz v bumedad controladas, bajo wun
de 16 horas de luz v 8 de oscuridad con temperaturas de 25%C y 18°C,

Clivamente.
W putritiva de Hoszgland 11
Wacronutrientes: | mM NHgH POz, 6 mM KNG3, 4 mM CalNO3)z, 2 mM

Seronutrientes: 46.25 UM HzBOCs, 9.15 uM MaClp 4H20, 0.76 uM
Zn804.7H50, 0.32 uM CuS04.5H 0, 0.11 uM HoMoUg Hy 0.

ucién de hierrc: 10 ppm Sequestrene® {(Ciba Geigy).

2.4 Bacteriasg

estirpes de Escherichia coli NW522 y XLi-Blue g2 uszron
nente  para la transformacién con pldsmides y la multiplicacidn de
] -.'i% se usé como hospedador del fago lambda NMI1145. POP2136 se usd para
nagacidn de los pldsmidoes de la serie pEX y para lz sintesis termoinducida
de fusidn.

bacterias se cultivaron en medioc LB. Para laz seleccidn de bacterias
zs de plismides, &l medio se suplementd con 100 mg/l de ampicilina. Las
de  Escherichia coli  utilizadas en este trabzio v sus gendiipos se
en Iz tabla 1.

actotriptone, 5 g/L extracto de levadura v 10 g/l NaCl

e

Egtirpe | Genotipo Referencia

MWMAZZ Dflac-proAB), thi, hsdD5S, supE, [F’, | Gough y Murray, 1983
: L proAB, laclgZDMIS], -

xEL1-Blug rechl, endAl, gyrAS6, ithi, hsdRI7,  Buliock er al., 1887,
- supE44, relAl, lac, {F' proAB, lacig

ZDMIS, Trl0 (tetR)}.
Iye7 Murray, 1983
t Derivada de MM294 (F-, endA, thi, | Raibaud, 1985,
thsdR) por integracidn del
fragmento Bgl II de 2.4 kb del
bacteriéfago lambda, gue lleva sl
alelo CF837 en el cromosoma

e
e

v

Fabla 1 Relacidn de estirpes de Escherichia “coli usadas en este irab

[an




MATERIAL Y METODOE

cteridfagos

2.3.1 Propagacién de los bacteriéfagos ANMIL4% sobre las bacterias
: hospedadoras POPL3
cular una colonia en medio LB suplementado con 10 mM MgSO04 v 0.2%
v cultivar durantz Iz noche 2 379C, A lz mafiana siguients, se mgﬁ:@ Ea
gﬁf cultivo, las células se sedimentan por centrifugacién (1000 g, 4%C) v ¢
noen 10 mM MgSOg4 (4°C) a2 una concentracidn de 1010 celulasims Lzzs
almecenan a 4°C durante 1 semana como miéximo. Pars obiener calvas
dio- s8lido, se mezclan 30 wl de las células preparadas pars mi‘@»@wm con
nsidén de fagos, se incuba la mezclze durante 20 minutos 2 iemperatura
te, se mezclan con 3-4 ml de agarosa de cobertera a 42°C y se extiende
ina caja Petri conteniendo medio LB suplementado con 10 mM MgSl4 La
incuba 2 37°C duranie lz noche o hastz gue las calvas zlcanzen el <amafio

& _cobertera
Ags0g, 0.6% agarosa.

2,3 Vectores
- E! bacteriéfago lambda NM114% (Murray, 1983) se usé parz la consiroccidn
2 clonoteca de cDNA. Los pldsmidos pGEM7+ (Promega Bmmc}*} vy pBlue sr:mp'f
: {4—) v (-} (Siratagene Cloning Systems) se usaron para la clonacidn y
ci

: s

6u de los fragmentos de cDNA seleccionados. El plédsmido ;;:m}i:%
ry se us® para la expresién heterSloga de proteinas en bacierias.

:««
3}&3

N

3. ANALISIS DE PROTEINAS

bidimensicnal de extractos complejos de proteinas, frfas ¥
1-[358 }-metionina.

3,1 M™arcaje im wive de proteinas con L-[°5§]-metionins

estudiar los cambios en la sintesis proteica, las proteinas de nusva
marcaron con 3985 mediante incubacién con L-[338 l-metioninz (800
Para el marcaje de germinulas, grupos de 6-12 germinulas en el mismo
desarolio se colocan en una cajz de Petrl con lag radiculss sumergidas
1l de solucién de tratamiento conieniendo 200 mCi/m! de L-[3387-
.y 8¢ incuban en la oscuridad a 25°C durante 2 horas. Trancurrido el
de 'mzreaje las radfculas se lavan en agus, se sumergen en Ny lguido v se
a -80°C,

antificacién de proteinas

concentracién  de  proteinas  de  las  muestras  analizad
foresis  mopo- o bidimentsionel se  determind en el tampdn  de
resis  correspondients, siguisndo el métode de Lowry ef al (]

io por Bensadoun y Weinsteln (1976).

w
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MATERIAL Y METODS

P
:

r de un stock de BSA en el tampdn de extraccidn correspondiente
g .. se preparz una serie de tubos gue contienen de 5 2 50 pg de BSA/wbo
ara; comstruir la curva patrén.

e
N

% 5 pl de cadas muestra 2 un tubo eppendorf
2. vz 0.6 ml de volumen final con HpO.
4. ir 5 ul de 2% deoxicolato s6dico. Agitar ¢ incubar 15 minutos (La }
5. i 2@9 pl de 24 % TCA, agitar y centrifugar (6500 rpm, 30 minuios, 1.2 en
mi nirifugs de mesa).
. : completamente el sobrenadante.
7. sender el precipitade con agitacidn fuerte en 1.4 ml de reactive D.
. 100 ul de reactivo Folin-Ciocalteus (Merck) dilufdo 1:1 en HO.
9. L.esr 2 DOgs0

Vag

20 g
10 NaK 2% 10 ml
6.2 mi

S@ivm en primer lugar el CO3NMNa en 500 ml de Hp0. Afiadir ins demés
nentes v completar hasta 1 L.

adir 0.5 ml de CuS04-5H20 al 1.4% por cada 50 m! de reactivo O, Preparar
amente antes de la cuantificacidn.

Cugntificacidn de la radicactividad incorporada 2 proteina
Ia radiactividad incorporada & proteina presents eon los  exIracios
ts gcomo sigus. A 3 Ul de extracto se les afiade 1 ml de TCaA 10% (4%
se incuba durante 15 minutos en hielo, seghido de 15 minutos a f%@‘
filtra 2 través de filtros de fibra de vidris (Whatman GF/C), el
veces con S mi de TCA $% v uns vez con 5 ml etanol shsoluto,
filtro se incluye en un vial de conieo, se afladenil ml de liguido de
{ReadvProt, Beckmsan} v se lesn las cuentas por miouto en un contador
iteo Houido.

3.6 Bistemas de deteccidn de proteinas

] proteinas separadas en los geles mono o bidimensiongles fusron
por tincidn con Azul de Coomassie o, en el caso de extractos marcados
ivamente, mediante fluorografia v autorradicgrafia,

3.4.% Tincidén con Azul de Coomassie.; Inmediatamente después de la
electrclforesis, los geles se incuban durante 30 minuios en unz solucidn de Azul

de massie al 0.053% en 20% metanol, 10% A4cido acético. Posteriorments, se
dest en 40% metancl,10% édcido acético hasta gue el fondo plerde 2! color

%.4.2 Flugrpgrafia,; Para la deteccién de proteinzs marcadss con 358 los
T4

geles flporografiaron por el método descritc por Bonmer vy Laskey (1974), Los
geles incuban dos en DMSO (20 minutos), en 12% PPO disuelto sz DMSO (3
horas) Ho O (15 minuvtos), Finalmente, los geles se secan a 60°C 2l wvacio =n un

721
44
{7
a9
L

de geles v 82 cxponen en contacto con una pelicule radiogréfice a -B02C.

i
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TROFORESIS BIDIMENSIONAL

Para la separacién de proteinas por electroforesis bidimensional se signid

el méodo de OFarrel (1975) con las modificaciones descritas por Rodrigo Bravo

, 1984). En el gel de primera dimensidn las protefnas se sitdan en funcidn

args neta en un gel de acrilamida cilindrico. Parz ello, se sxtracn las

retels en presencia de un detergente no idmico. Lz separaciSn de proteinas de

punto 150 oeléctrico  4cido {en el range de 4-7) se realiza mediante

sciroenfogque (IEF); las proteinas de punto isosléctrico enmtre 7 v 9 se

mediante NEpHGE (electroforesis de gradiente de pH no equilibrado).

Bn lz electroforesis de segunds dimensién las protefnas se separan en funcidn de
su peso molecular en un gel de acrilamida/SDS.

Extraccién de proteinas :

rizar el material bioldgico en N2 liguide mediante presidn con una
de widrio en un twbo eppendorf.

lir tempén de lisis y agitar z temperatura ambiente durante 15 minutos,

v el material insoluble mediante centrifugacidn.

gxivacto puede conservarse a2 -B0°C hasta realizar Iz electroforesis.

3.57% Electroforesis de primerz dimensién

G

1. rizar 1z mezcla del gel en tubos de cristal de 1.5 mm de didmetro interior
v de longitud, dejando 3 cm del tubo sin lenar,

2. A a la parie superior del gel polimerizade 10 pl de tampdn de lisis y 10 ul
de tempdn de recubrimiento sin gue se mezclen, Complerar hastz el borde del
mb mbi NaGH.

3. la cémazarz superior del eguipe de eleciroforssis con 20 mM Na20H
4 previamente y conectar el electrodo negative. Llenar la cémara
infe 10 mM POsH3 vy conecter el electrode positive.

4. er el gel aplicande:

200 V durante 15 minutos.
300 V duranie 30 minutos.
£00 V durante 60 minutos,

r las soluciones de la parte superior del gel, lavar con H3 O, cargar
tra ;‘;;J sfiadir de nueve 10 ! de tamp6n de recubrimientc v de NaOH 20 mM.
licar 400 V durante 16 horas.

zer los geles de los tubos, incubarlos en tampdn de equilibrado durante 10
o3, Se pueden almacenar & -80°C hasta correr laz segunda dim ““”o

EpHGE

erizar la mezcla del gel correspondiente en los tubos.

2 lz parie superior del gel polimerizado la muestra vy 10 pl de tampdn de
iento sin gque se mezclen. Completar hasta el borde del tubo con 10 mM

riir los electrolitos y electrodos respecto al iscelectroenfogue: llenar x@.

superior del eguipo de eleciroforesis con 10 mM PO4H3 desgasead
pr mente v conectar el elecirodo positive. Llenar la cdmarz inferior con 2{}

mM WaOH v conectar 2! electrodo negativo.



100 V durante 15 minutos.
200 WV durante 15 minutos.
200 W durante 13 minutos.

400 V durante 4 horas v 15 minutos.

mercapioetansl
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el, manteniendolo a 15°C, aplicando:

razr los geles de los tubos y proceder igual que

MATERIAL Y METODOS

con los geles IEF.

Ciel NEpHGE (10m

B 8 s L
O3 W U

i

)

r polimerizar la mezcla del gel de separacion (160 x 160 x 1.5 mm).
> wsie gel, verter lz mezcla de gel de empaguetamiente (20 x 160 x L.

car el gel de lz primera dimensién (IEF o NEpHGE) v aplicar 14

s

5 mm)
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la eclectroforesis cuande el azul de bromofenol alcanza el borde del gel,

Gel de separacidn 15% (50 mi)
zerilamida 2 dimensidn 25 mi
0.5 ml
1.5 M, pH 8.8 12.5 mi
1178 ml
10l
.25 ui

10% -,

emmaoueiamienio 4% (10 ml)

zerilamida 2t dimensidn 1.33 ml
106 W

0.5 M, pH 6.8 2.5 mi
6.1 ml

10 ul

50 ul

Stack Wméamxda 28 dimensidn
crilamida
,E:Es'%ic hisacrilamida

de electroforesis Sx

30.3 g/l
144 g/l

A% SDS al diluir 2 tampdn 1x.

LECTROFORESIS MONODIMENSIONAL PARA PROTEINAS
E BAJO PESO MOLECULAR

2

Se siguié el protocelo de Schagger gz al. (1987), gue incluye lg utilizacidn
: lugar de glicina como ién catddico, permitiendo la resolucidn de
bajo peso molecular en geles com un porcentaje de acrilamida
bajo. La separacidn de proteinas es Optima en el rango de 1 8 70

3.6.1 Extraccién de proteinas

el “ampén de muestra zl material triturado en presencia de Ny liguido e
sinutos a 40°C con agitacién ocasional.

material insoluble por centrifugacién.

extracto a -20°C. Calentar & 40°C antes de cargar iz muesira,

?%

siras ricas en pigmentos (tallos y hojas), éstos pueden interferir en la
¢sis, por lo que se retiran previamente siguiendo el protocolo de
(1986). :

i. v ung solucidn de 10% TCA, 0.07% B-mercapiostanol en acetons  al
ma trituradeo en presencia de Np liquido e incubar a -20°C durante 45
2. itrifugar 2 14.000 rpm durante 20 min

3

Iy
+
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pender el precipitado con 0.07% B-mercaptoctanol en acetonz ¢ incubar
durante una hors.

rifugar 2 14.000 rpm durante 20 min. Repetir los pasos 4 y 5 dos veces.

r el precipitado al vacfo y resuspender en el tampdn de musstra
iz exiraccidn en el tampdn de muestra.

Tamodn_ de muestra

Glicerel 12% {(piv)
sDS 4%

1, pH 6.8 50 mM

B reapioetancd 2% {(viv)
Azul: Coomassie 0.05%

de zenaracidn 6% {15 mi)
acrilamida & ml
pH 845 5 ml
g
150 i
hasta 15 ml
50 ul
5 ul

Gel d= emnaoueramiento 3.8 % (625 mib)
ok acrilamida 0.5 mi

8.4 1.55 mi
446.5 ul
4,15 mi
50 pl
5l
e acrilamida
48%
1.5%
caiadico 5x
0.5 M

(Merck) 0.5 M

5.1% SD8 al diluir 2 tampdn Iz,

Temundn  anddic
Tris-HCT pH 8.9 05 M

licignes de eleciroforesis
gleciroforesis a 125 V., refrigerando 3 4°C (geles de 5.7 x 8.3 cm). En el
setes e 18 x 18 cm, correr durante toda la noche 2 12 mA.

MIENTO DE CLONES A PARTIR DE UNA CLONOTECA DE cDNA
Para ¢l aislamiento de clones por hibridacién diferencial se wtilizéd una
QEQMs&,& de cDNA consrufds en ¢l vector 4 NMI14%.

B
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nsferencia de DNA de bacteridfagos a membranas de
Wﬁﬁﬁﬂﬁa

a@iu’zo%gos recombinantes se siembran en cajas de Pewi de 9 mm @ 2
sidad de S500-1000 ufp/caja.

i"a’fms se dejan crecer a 37°C hasta gue alcanzan ! mm de didmetro y se
minutés 2 4°C para endurccer la agarosa.

fagos se transfieren 2 membranas de nitrocelulosa colocando una

sobre el césped célular, evitando que gueden burbujas entre el filtro
sped. Los bacteriofagos se dejan adsorber durante 3 minutos, duranie los
ios filtros se perforan en varios sitios distribuidos asimétricamente por la

sitios de perforacién se sefialan sobre la caja con puntos de tinta. Las
%.mms sobre el filtro y las marcas en lz cajea permitirdn recolocar el
la misma posicién después de la autorradiografia. Dmpués de ls
ins filiros se retiran con pinzas, evitando desprender ls agarosz. La
volver a ser utilizada parz conseguir une segunda réplica.

seesamiento de las membranas

. adisorbide sobre las membranas se desnaturalize v fijz in sitw colocands la
rana sobre papel de filtro empapado en 0.5 M NaOH, 1.5 M Nall duranie 10
Posteriormente, la membranz se traslada 2 papel de filtro empapad
ris-HOD pH 7.5, 3 M NaCl, para su ncutralizacidn., Una vez secadas al aire,
mbranas son incubadas a 80°C durante Z horas, com lo gue sl DNA gqueda
fijedo permansotements & la membrana.

P
LAE e
% -

Prepargcién de sondas radicactivas de cDNA

re =l escrutinic por hibridacidén diferencizl, laz membranas se hibridan
mentos radicactivos de cDNA  sintetizades a partir de poblaciones
de RMNA. La reaccidén de marcgje es similar 2 la de sintesis de 1z primerz
= ¢DINA; sin embargo, en este caso la cantidad de iséiopo usada es mavor v
: de la retrotranscriptasa se realiza con hexanuciedtidos al azar ’: un
finel de 30 ml se mezclan: 0.2 mg de RNA poliadenilado, 50 m?ﬁf is-HCl
5 mM KCL 3.3 mb MgCly, 10 mM DTT, 0.2 mM dATP, 0.2 mM d07P, . 2 mM
0.01 mM 4CTP, 50 mCi 32P-dCTP (3000 Ci/mmol), 100 mg/m! j&@i’swﬁ(z‘%‘"}gj;i@@

frni BEA, 200 U MMLV-RT (Gibco-BRL). La reaccidn se lleva z cabp g 37°0
g:ta;famd hora y se para con 3 ml EDTA 0.5 M. Tras afiadir 10 myg de DMA de
Q’* salmén como carrier, el RNA se hidroliza con 35 pl de WaOH 06 M
2 05°C durante 30 minutos. La mezcla se neutraliza ¢on 10 ul de 4cido
. v se pasa por unz columna de Sephadex G-50 tras llsvar el volumen 2
TE, para separar los nucledtidos no incorporados. La radicacuvidad

Hibridacidn

membranas con el DNA fijado se hibridan con la sonda de ¢cDNA. En
gar las membranas se prehibridan parz bloguear los lugarss de
gspecifica de DNA en la membrana.

. P
tanion In

b
[
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vealiza incubando las membranas durante dos horas en solucitn de
dacién a 682C. Unz vez concluida !z prehibridacién, se sustituye la
de prehibridacién por la solucién de hibridacién 2 la gue se afisde la
cDNA, que previamenie se desnaturaliza durante 10 minutos & 100°C y se
nie 18
s 68%C. Las incubaciones se realizaron en recipientes de plédstico circulares
fmetro ligeramente mayor al de los filtros, cerrades herméticamente e
id a su vez en recipientes mayores gue contenfan papel de filiro
en aguz; de esta forma se intentaba uniformizar la temperaturs del
recipiente, evitando condensaciones en la tapa. Los volumenes de
uesados eran de 20 ml para cada 10 membranas, evitando siempre spilar
100 membranas en un mismo recipiente. Después de la hibridacidn, las
. sc lavan sucesivamente durante periodos de 20 minutos en SSPE Ix,
S138: SSPE Ix, 0.1% SDS; v dos veces en SSPE 0.2x, 0.1% SDS. Todos los lavados
lizan a 68°C en voltimenes grandes (200-300 mi), evitando en iodo momento
. membranas gueden secas. Una vez lavadas, las membranas se secan al
se exponen a pelfcula radiogrifica a -80°C con sefiales de tinta radiocactiva

gonds
pasa i

Solucidn  de wrehibridscidn

S8§C %6, 0.29 fcol 400, 02% PVP, 0.1% S5DS. Inmediztamente antes de su usc ss
afiade DINA de esperma de salmdn, desnaturalizado por caler, 2 una conceniracin
100 pg/ml.

Solucisn hibridacidn
S8C 23, 0.2% fhicoll 400, 0.2% PVP, 0.1% SDS. El DNA de esperma de salmén se afiade
igual gue a la solucibn de prehibridacidn.

Seleccidn  de mENAs expresades diferencizimente

hibridacidn de réplicas de une misma c¢zja con  sondas de cDNA
wdientes a2 dos situaciones fisioldgicas distintas permite el aislamiento de
ue se expresan diferencialmente, por comparacidén de la intensidad de
radipactiva correspondiente a cada calva con une v otrz sondsz. Los clopes
stran  unz  hibridacidn diferenciel se seleccionan v se recomprucban,
se aislan las cealvas correspondientes de las cajas aspirando con una

resembrado en caja & une densidad menor (100-Z00 wufp) v se repite s

5. MANIPULACION DE DKA
I Purificacidon de plésmidos bacterianos
isicamente se ha seguide el método de la lisis zlcalinz, descritc por
v Doly (197%9). A continuacidén se describe el procedimienic para
de 1.5 ml de cultivo. Las céiulas en 1.5 ml de cultive en fase
tonaria se recogen en un tubo eppendorf por centrifugacidn (14.000 rpm,
egundos en micreocentrifuga). Una vez eliminado el sobrenadante
stamente, se resuspende el sedimento en 100 ¢l de solucién I v se incuba 5
z temperatura ambiente.
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nuacidn se afiaden 200 pl de solucidn II, se mezcla por inversitn v se
minutos en hielo. Despuds, se afladen 150 ul de 3 M acetato potdsico pH
mezcla en vortex vy st incuba 5 minutos en hiele. La mezcla se centrifugs
ypm, 5 minutos) , el sobrenadante se transfiere a un nueve tubo ¥ se
1 wolumen de fenol-cloroforme-alcohol ispamflice (25:24:1)  Tras
durante 5 minutos, se le afiade a2 Iz fase acuosa 1 volumen de
v la mezcla se  centrifuga durante 2 minutes. El sedimento,
do los plésmidos, se lave con etanol 70%, se seca al wvacio y se
en tampén TE conteniendo 20 pg/ml de RNasa Al

Para preparaciones 2 mayor escala se sigue bésicamente el mismo método,
ientemente escalado, con las sigulentes modificaciones. La extraccidn
previa @ la precipitacién con iscpropanol es suprimida. El sedimento
te de la precipitacién se resuspende en 50 mM Tris-HCl pH 3.0, 100 mM
sédice, se afiade RNMNasa A 2 unz concentracidn final de 20 pg/ml v se
5 372C durante 20 minutos. Se extras entonces la mezcla dos wveces con
=nol-cloroformo-alcohel iscamilico, se transflere la fase acuose a otro
v ge pmmipimn Ips 4cidos nucleicos por adicién de 2 volumenes de etanol a -
ras centrifugar (10.000 rpm, 15 minutos), el sedimento se \ﬁ“@%ﬁf}&%}f*ﬂ“‘*‘ £n
gtilads v se afiade NaCl hasta 0.8 M y 1 volumen de 13% PEG. Tras incubar
io durznte 2 horas, se centrifuge (8.000 rpm, 10 minutos). El sedimento
; lava con etznol absoluto vy se resuspende en tazmpdn TE.

iris-HC pE 8.0, 10 mM EDTA, 50 mM glucosa, 5 mg/ml lisczima.
Na(OH, 1% SDS. Se preparz inmediataments antes de su uso.

5.2 Puyrificacién de DNA de fagos.
Parz preparaciones z peguefia escals se sigue el protocole descritg por
(?9‘89} 30 ul de células, convenientemente preparadas para s
eecidn 2.2.1), son mezcladas con 10 v 100 pl del eluido de wnz calva
m de tampdén SM. Tras incubar le mezcle durante 20 minuips =
atura ambiente, ésta se transfiere 2 37 ml de medio LB con 10 mM sulfato
o v se incuba con agitacidn fuerte a 38°C duranie Iz noche. Al cultve
aprecia uma lisis mas extensa se le afiaden 100 ! de cloroformo, se agits
ade M\asa Ia 50 pg/ml v RNAsa A 2 30 pg/ml. Tras incubar 30 minutos a
- afiade NaCl hasta 1 M y se centrifuge (7.000 rpm, 20 minutos). EI
fante se iransfiere a otro tubc, se afiade PEG 2 una concentracidn final
z v se incuba 1 hora en hielo. Después de centrifugar (7.000 mmm, 20
(o8}, el sedimento se resuspende en 300 pl de SM y se extrae con 500 ul de
na. A lz fase acuosa se le aflade EDTA hasta 20 mM, SDS hasta ¢} 0.2% v 25
ceinasa K v se incuba a 63°C durante 30 minutos. A continuacifn, se realiza
accién con fenol y otra con cloroformo y el DNA se precipita finalmente
¢ acuosa por la adicidn de acetatc amdnico hasta 2 M y 1 volumen de
anol. Tras centrifugar (15 minutos, 14000 rmpm en microcentrifugs) el
znte se lave con estanol 70%, se sece v se resuspende en TE conteniendeo 20
gde RlNasa A.

ectroforesis de DNA en geles de agarosa

iB S@pamcmn de fragmentos de DNA por tamafic se lleva g cabo mediante
iectroforesis en geles de agarosa en tampdn TAE con 0.5 pg/ml de bromure de

etidip, wtilizdndose este mismo tampdn como electrolite. A las muestras se les
afiads % de tampén de carga x10. Lz concentracién de agarosa usads varis
entre 0.5-2%, dependiendo del rango de tamafios a2 resolver

I
A
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Comb marcadores de peso molecular se hanutilizado DNA del bacteridfago lambda
digesido con Pst o Hind/i/.

Ybtencidn de fragmentos de DNA de geles de agarosa de bajo

unto de fusidn

*‘f‘ggm@mos se resuelven en geles de agarosa de. bajo punto de fusidn
%@ FMC Products, Rockland, EE.UU). La banda & aislar se cora del gel v
funde calentando & 65°C durante 15 mioutos. A lz agarosa liquida se le
10% del wvolumen de 3 M acetato sédico vy se extraz dos weces con fenol
5 con 0.3 M acetsio sddico y una vez com cloroformo. El DNA se precipita
nie con dos voldmenes de etanol, se lava, se seca y se resuspende en TE.

stidn del DNA con enzimas de restriceidn _
digestiones de DNA con enzimas de restriccidn se rezlizaron e=n las
e comendadas por los fabricantes. Una wvez concluida la reaccidn, la
digestién se puede cargar directamenté en geles de agarosa o bien, si
sesarias manipulaciones posteriores, se fenoliza y el DNA se precipita de la
a por adicién de acetato sédico hasta 0.3 M y 3 voldmenes .de etanol e
& ~80‘ C durame 20 minutos. Tras centrifugar (14000 rpm, 15 minvios
el sedimento se lava com etanol 70%, se secs vy se

en TE,

8.6  Irefosforilacién de extremos §'

Fara evitar la religacidén de los plasmidos wtilizados como veciores de

s¢ han eliminade los grupos fosfato en ios exiremos 3.

Despvués de la digestidn del pldsmido con iz enzima r‘.’i‘@ mszri&miém
b &1 3

de temera v se incuba a 37°C durante 30 minutos. Le mezcla se carga en
'? agarosa de bejo puntc de fusidn vy se zisla vy purifice el DNA de [z banda
«érz.du,,ma al DNMNA defosforilade.

5.7 égammz de moléculas de DNA.

L.z ligacidén de moléculas de DNA en presencia de ligasa T4 se reslizé en las
nes -recomendadas por los fabricantes. La relacidn molar de wvector a
e zjusta a 2. Las ligaciones de fragmentos con extremos cohesivos se
g 14°C durante 4-18 horas; en el caso de extremos romos, Ja incubsacién
a temperatura ambiente durante 1-3 horas.

ansformacién  de bacterias

dltirno paso de la clonacidn de fragmentos de DNA en plésmidos consisie
formear un cultive de células de E. coli con la mezcla de Eigméém De esta
forma se propagan plésmidos individealmente que después son analizados
ionados. Las  bacterias portadoras del pldsmido son  ssleccionadas
olas en un medio con los antibidticos apropiados.

R

S¢ ba seguido el método descrito por Hanshan {(1983). Las céiulas
stentes pusden ser congeladas y mantenidas g -80°C hastz su uso. :

iy
(a1}
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w5

‘om una coloniz de la estirpe apropiada, se incoculan 5 ml de medio ¥V y se
5 Z79C haste alcanzar una DQOgpg de 0.3. Con este precultivo, se inoculan
de medio vy, precalentade a 37°C, y se incuba con agitacion ifzgm%a {300-
)} hasta gue la DOgpg es 0.48. En este momento, se pasa el cultive & hislo y

P} 5

se ogen las células por centrifugacién (2500 g, 7 minutos, 4°C). El sedimento
se resuspende en 30 ml de solucidn TFB1 frfa y se centrifuga como antes. l.as
cé son finalmente resuspendidas con suavidad en 4 ml de solucidn TFBZ irfa

nensadas en alicuotas de 0.2 ml que se congelan @ -80°C hasta su uso.

TFB1

Wi RbCI, 30 mM MnCls, 30 mM acetato potdsico, 10 mM CaCly 153% glicernl. Kl
ajustz con precisisn a pH 5.8 con d4cido acético 0.2 M. Se esteriliza por
’rz v sc guarda a 4°C,

TEB2

4 MOPS pH 7.0, 10 mM RBCL 753 mM CalCly, 15% glicerol. Se esteriliza por
v se guarda a 4°C,

totriptona, 0.5% extracio de levadura, 0.4% MgSOy4, 10 mM KCL Se ajusia el
pH & f con KOH.

de rransformacidn.

A 200 ml de células competentes se les afiaden, apmmm@@ammm 10 ng de
n un volumen menor de 20 ul, y se mantiensn 15 minuvios =n hielo, 3
g 37°C v 15 minutos en hielo. A continuacién, se afiade I ml fﬁﬁ“ medio LB,
a & 27°C durante I hora y se extiende en cajas Petri con el medic de
»  apropiado.

§. SECUENCIACION

6.1  Alsismiente de DNA monocatenario

pldsmido pBluescript SK  +/- puede ser empaguetzdc como DNA
gnario en presencia de un fago auxiliar, va gue contieng la regidn I del
zsta regidn codifice todas las funciones en cis necesarias ‘
v empaquetamiento del fago. En estirpes de E. coll gue contiene
', el pldsmido serd secretado en forma monocatenaria al ser infectadas
auxiliar. Es posible empaguetar bien la cadena codificante ds la B
idasa o la complementaria, utilizando el plismido pSK(+) & plE(-

f“i o
=4
&2
Jo—
]

un cultive crecido en presencia de Tetraciclina y Ampicilina

es finales 50 ug/m! v 100 wpg/ml, respectivamenis) hasta llevario
5 en medio ZxY'T.

el fago auxiliar a muliplicidad 20:1 (considerando gue 0.3 unidades de

i zien 2 2.5 x 108 células/ml) ¢ incubar duranie -8 horas & 37°C.

3. C sgar 2 wveces 15 min., recuperando el sobrenadante.

2 ‘

m

- al sobrendante 1/4 PEG 20%, 3.5 M AcNHg* pH 7.5 e incubar 2l menos 15
temperatura ambiente.

ugar 20 min v retirar completamente €l sobrenadante, Resuspender el
prec o en 0.3 ml de NaCl 1.2 M.
5 aer con fenol-clorof isoamilico (25:24:1 tir la extraccidn o
3. r con fenol-cloroforme-iscamilico (25:24:1) y repetir la extraccidn con

tar la fase acuosa con 0.75 ml de etanol absoluto. Incubar durante 20
Es Tt
~20°C.

oy

[
ot
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7. Cemtrifugar durante 5 minutos. Lavar con etanol al 70%.
g. vender el precipitado en 30 pl de TE v usar 3 yl para cuantificar el DNA
en de agarosa.

“&?Zfa 16 g/
e levadura 10 g
i0 g/l

Ajustar el pH a 7.2-74

€.2 Rezcciones de secuenciacién

Z,;; determinacién de secuencias de nucledtidos se realizd segin ¢l méiodo
dideoxinucledtidos {Saznger, 1977). Estos zndlogos de nuclediidos
mpen la reaccién de polimerizacién del DNA. Utilizaado como moelde el
2 secuenciar se sinistiza unz poblacidn de moléculas de DNA de longitud
debido a la incorporacidn saleatoria de dideoxinucledtidos. ldezbmente
nimers igual de cadenss terminadas en cadz unco de los nucledtidos. La
simuitdnes en geles de sacrilamids de las reacciones con cads wunp do
o znélogos permite secusnciar el fragmento de DNA.

REAMIENTRO DEL CEBADOR

Mezclar ¢n wn tubo eppendorf:
Cebador Tul
’“,?Z“a,mpén de reaccidn 2 ul
1 ug

ﬁrsz@ hastg 10 i
Incubsr 2 65°C durante 2 min., dejar enfriar lentamente durante 30 min., hasta
} - " s w <
gue ls temperatura no exceda de 30°C. Poner en hielo hastza el siguiente paso.

B.REACCION DEMARCAIE

szcla de marcaje 5 veges en HpO.
nzima Sequenase® 9 vecss en tampén de dilucidn.

i NA aparsado con el cebadorm

1.0 ul

marcaje  2.0ul

‘ 0.5
= ® 2l

=
(%
i
(&)

¢ incubar durante 2-5 minutos 2 temperaturz ambiente.

SACCIONES DE TERMINACION

1.1 ear 2.5 @l de cada unz de las mezclas de iterminacién ddGTP, 4dATP, 447TTP
v o4 " a sendos tubos eppendorf, taparles v precalentarlos a2 37°C durante al
THE: 1 minuto.
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5 ul de ls reaccién de marcaje a cada uno de los tubos conm los ddNTPs
incubacién & 37°C durante 3-5 minutos.

ul de la solucidn de parada a cada una de las reacciones de
; v mezclar. En este punto es posible zlmacenar las reacciones a -20°C
hasta ”&”‘ga tas en el gel de acrilamida.

P -

]

Y .
C r 2-3 ulfpocillo de cada mezcla de reaccidn, inCubada previamente a 75-
80°C durante 2 minutos.

@iéﬁﬁmr ledrid cebadores (3ng/ul)
o secuenciacidn M3 direcio 5OTITTICCCAGTCACCGALS
secuenciacidén M13 reverse SCAGGAAACAGCTATGALL-S

Temmuan e reaccidn 5x
nhd TrissHCL pH 7.3

=

5e® Versign 2.0 {United States Biochemical) Se traiz de une T7 DMNA
rasa  modificada.

lucion de Iz enzimsa
Crie-HE, pH 7.5

1000 Cifmmol

ierminacidn
deATP 4dTTP 4dCTP

80 uM dGTP 80 uM dCTP 80 ub 4dGTP
80 uM JATP 80 uM dATP 80 uM dATP 80 pM dATP
280 ub dTTP 80 uM 4TTP 80 pM dTTP 80 uM 4TTP
FdCTP 80 uM dCTP 80 uM 4CTP 80 uM d4CTP

dGTP 8 uM ddATP & pM ddTTP & uM ddCTP
b Mall 50 mM NaCl 50 mM NaCll 30 mM Nall

olucion de marads
‘ormamidsa
DT A

de bromofenol

Fesolucién en geles de acrilamids :

Ema electroforesis se realiza en geles de poliacrilamida 2l 4% v al 6%, de 20 x
85 ¢ de tamsfio con un gradiente de 0.2 2 0.4 mm de grosor. La temperatura se
izg durante la electroforesis mediante una placa de zluminio del mismo
tamario que los cristales, Se utiliza tampén TBE 1x como electrolito, :

[
MY
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A MEZCLA DEL GEL
Gel 4% el 6%
Urea {(Bio-Rad) 20 g 26 g
TBE 10x 4ml 4 mi
Stock AB 4 ml 4 ml
HzO 16 ml 14 ml
APS 200 ul 20018
msw lz mezcla & 40-45°C v completar hasta 40 ml de volumen final

Filtrar con filtre Millipore de 45 pm de didgmetro de poro.
Desgasear mediante aplicacidn de vacio.

T
en Em o, afiadir 25 pl de TEMED y agitar,
ez wertido en los cristales, dejar polimerizar el gel al menes 20 minuto

38%  (piv)
2% {p/v}

SOWDICIONES DE ELECTROFORESIS

srrer el gel 10-15 minutos 2 2500 V.

iss muestras y correr a 2800 V.

Parar la electroforesis dependiendo de Ia zona de la secuencia que se va a lesr. Se
ilizan los colorantes (azul de bromofenol y =xilen-ciancl) como marcadores, gue

con fragmentos de DNA de tamafios conocidos,

IRATANIENTO DEL GEL

inada  la  electroforesis, incubar los geles durante 15 minuios . en una
«zia feido aeédrco 10%.

. geles en un secador de geles 2 BO°C durante 1 horz con wacio,

Exponer el gel a una peliculas radiogréfica (Agfa Curix®) 2 femperatura ambients
durante 12-24 horas.

atamiento informético de las secuencias

encias de nucledtides v de amincdcidos se analizaron mediante los
del Genetics Computer Group, University of Wisconsin. (UW ”““LG)
er al., 1984}, ejecuiades en un ordenador com sistema operative VAX del
formdtco Clentifico de Andalucfa (CICA).

Centro
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7. ANALISIE SOUTHERN

-gecitn - de DNA de plantas.

Tars 1z extraccién de DNA total de plantas se ha seguido el méiodo de
Thompson (1980}, basado en el uso del detergente CTAE (cetil
bromuro). En condiciones de alta sal (0.7 M NaCl) Iss dcidos
orman complejos estables y solubles con el CTAB; sin embargo, al
concentracidén de sal por debajo de 0.4 M NaCl, los complejos precipitan
iz iayoriz de los polisacéridos en solucién. Posteriormente el CTAB es
snte eliminado aprovechande su solubilidad en etanol. _
naterial vegetal se lava brevemente con etanol 70%, se enjuags con agua
da, se congela en Np liguido y se guarda a -80°C hasta su uso. :
extraccibn el material se tritura bajo Ng liguido hastza un polvo
vz z tubos de centrifuga.

3. Bz afiaden 20 @l de 2-mercaptostanct y 1 ml de tampén de extraccidn CTAB IZx,
evigmente calentade a 95°C, por cada gramo de material; se homogeniza
ntz v se incuba a 356°C durante 20 minutos.

vez enfriado & temperatura zmbiente, se afade 1 volumen de cloroformo-
{(24:7y v se wvuelca el twhbo suavemente.

centrifugar (8.000 g, 10 minutes, 20°C), se traspasa la fase acuose & un
o'y se afiade 0.1 volimenes de una solucidn 10% CTAB, 0.7 M NaClL

spués de mezclar, se repite la exiraccidn con msmfmm@ oriancl,
traspaséndose la fase acuosa a2 twbo Corex. A la nueva fase acuosa s¢ le afiade
i v igual de tampdn de precxpﬂ:aczon CTAB x1, se mezcls v se incubs
ratura ambiente al menos 30 minutos para gque se forme el precipitado.
scipitado se ssdimentz por centrifugacidén (1.300 g, 105-15 minvtos); el
centrifugacidn nc debe prolongarse para evitar gue el sedimento sez
resuspender. El sobrenadante se desecha, dejando escurrir los restos
zbsorbente, v el precipitado se resuspende en I M Nall, calentando a
I fuera necesario. El DNA se precipitz zfiadiende 2 wvoldmenes de siancl ¢
o 30 minutos a -80°C o durante la noche a -20°C. El DNA se sedimenta
fugacion (B.000 g, 20 minutos), se lava 2 veces con 75% etanol v una
5% etanol y se resuspende finalmente en agua destilada estéril,

[ R

Tampdn de exuaccidn CTAB 2
1 M Tris-HCI pH 8.0, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2% CTAB. Se disuelve caleniando,
lave vy se gusrdz a temperaturz ambiente,

Tampin de precipitacidn CTAB %1
50 M Tris-HC pH 8.0, 10 mM EDTA, 1% CTAB. Se prepara igual gue la anterio

. estion del DNA, electroforesis y transferencia a membrana: de
nylon

! DNA gendmico obtenido del modo descrito amreriormente fue dige
RI, Hind III, ¥ba I, v separado durante la noche en un gel de agarcsa al
on bromure  de  etidie, obteniéndose un barride continuo de DHNA  de
tarnafios, Este DNA se trensfirié 2z nylon en condicionss neuiras:

ar e} DNA con luz UV y marcando la posicidn de los marcadores de peso
pinchando el gel con una agujz impregnads de tinta china.

el gel en 0.25 M HCI durante 15 min. 2 temperatura ambiente.

~
o

di
1.

(&%)
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Rafiar en 20X SSC durante 15 min. a temperatura ambiente.

cer un puente de pléstico sobre una cubetz lena de 20X 8SC y cubriric con
. de papel Whatman 3MM empapado en 20X SSC.

el gel sobre el papel 3MM.

ir el gef con una membrana de nylon Hybond-N (Amersham) del mismo
gue el gel.

[

2. o encima de la membrana tres piezas de 3MM del mismo tamafio gue el gel
¥ de filtro hasta formar un blogue de unos 10 cm.

9. woar encima un peso de unos 300g.

10 iar transferir 12-24 horas.

i1, ar la membrana v dejar secar al zire unos minutos.

12. zr al vacio durante 2 horas a 80°C.

.3 . Marcaje de sondas de DNA por raendom primer,

i el método recomendado por el fabricante (Boehringer Mannheim

o oy

1. Tomar 25 ng del DNA que se usard como sonda y desnaturalizario a 90°C, 10

meriediatamente a2 hiclo.
tubo, afiadir
1 ul de 0.5 mM ATP, GTP, TTP
i) 2wl de tampdn de reaccién (hexanucledtides i azar)
i) 3 ul de [032P1-dCTP (10 uCi/ul)
v}y HzO basta 19 ul
vy il de Kilenow (2 Ujul)
soubar a 37°C, 30 min.

4, 3 nar 1os nuciedtidos no incorporados pasando la muesira por unag columna
de dex '‘G-30 de 1 ml, por centrifugacién (1000 rpm, 2 min).
5. Comprobar el éxito del marcaje con el contador Geiger. Medir en contador de

Iz radioactividad utilizada en una hibridacién es de 10-50 100 cpm.
7.4 Hibridacidn

s hibridaciones se llevaron 2 cabo en bolsas de pldstico (BRL) selladas

?: .

1. bridar el filtro durante 3] menos 1 hora & 42°C en solucidn de
ki *;g‘m

Z. aturalizar el fragmento de DNA marcade en un bafio a 83°C

mi*’ os v peasarlo inmediatamente a hiclo.

la solucién en la gque se ha prehibridado por sclucidn de
¢ le ha safiadido Iz sonda previamente desmaturalizada.
durante 12-24 horas a3 42°C en agitacidm.

ar ¢l filtro durante 20 minutos en solucion de lavade 1 & 63°C.

ar durante 20 minutos en solucidén de lavado 2 a 65°C monitorizando con un

CEENLE

contddor geiger. Repetir el lavado en casp necesario.
7. olvar el filtro en pléstico para mantenerlo himsedo ¥ m@{m&v 7z una
D radiogréfica con pantallas intensificadoras a -80°C.

Laz hibridaciones a baja estringencia diferfan de las descritas (alts
".w) en gue la solucién de hibridacidn tenfa formamida al 35% v en que
ados ge realizaban a2 temperaturz ambiente.
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de  hibridacidn

0.1 %
5X
: Prenhardt X
csperma de salmén 100 mg/mL
da 50 %
Solucidn stock QGX SSPE (1L
2l 174 ¢
g HoU 276 g
T4 g
ook B0X  Denharde
58
irrplidona fg
Sg

8. AMALISIS NORTHERN

8.1 Obtencién del RNA
L métode seguide fue el descrite por Wadsworth (1989) con
ACI0TIESs!
rar el material en presencia de nitrégeno Ifquido hasta pulverizarl
: ir buffer de extraccién: 0.5 ml buffer/0.2 g muestra.
Agizar por vérex 30 seg.
adir 1 volumen de fenol:icloroformoiiscamilico (25:24:1) v agitario en virex.
,mfugaf a2 9000 pm, 4°C, 15 min. Pasar el sobrenadante a2 nuevos fubos.
fa fenolizacidn dos veces mas.
I wvolumen de cloroformoe.
fugar en las mismas condiciones. Pasar el sobrenadante & nuevos tubos
1 wolumen de CILi &6M.
ar precipitar g 4°C durante toda la noche.
fafﬁgfﬁ;r a 9000 rpm, 4°C, 30-45 min. y descartar el sobrenadante,
ren 3 M CILL
enirifuger en las mismas condiciones v retirar el sobrenadante,
“esuspendsr ¢l precipitado en 400 pl de NWaAc 0.3 M, pH 5.8, Calemtar 2 55°C
rante 10 minutos para disolver ¢l RNA. Pasar s tubo eppendorf.
e if ugar & 13000 rpm durante 5 minutos.
; pitar el sobrenmadante con 1 ml de etanol absoluto, manteniendo. 2 -80°C
e 1;‘5 mninutos.

B
B

s

S o G

}@ GO 3 Oy La A ‘Mﬁ [N g
oF

Pk Bk
s
<.

2 el et 3, ek pd ook
%Qﬁ*\i‘; Snoted P

[
.
[

17, ifugar & 13.000 rpm durante 15 minutos, secar el precipiiado vy
TEST ren 50 pl de H20 a 55°C durante 10 minutos.
18, rdar las muestras a -80°C hasta su andlisis.
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8.2 Estrzecién de RNA de semillas
Para exiraer RNA de semillas se uwiilizéd un método de purificacidn distints

gue pars el resto de material (Hall er al, 1878), debidec a2 gue se= eliminzn con
mavar eficacis contaminanies abundanies en las semillas.

ria] triturado en presencia de nitrdgeno liguido, afiadir tampdn de
i6n (3 ml/g) precalentado a 100°C.
ir 0.5 mg/ml de proteinasz K.
v durante 1 horz a 37°C.
iir Kl hasta una concemtracién final de 50 mML
sferir 2 wbe de centrifuga ¢ incubar 15 minutos en hielo.
fugar durante 10 minutos 2 10.000 rpm 2 4°C.
2! sobrenadante LiCl hasta une concenfracidn final de 2 M v dejar roda
s 5 4°C.
fugar durante 20 minutos & 10.000 rpm & 4°C y retirar el sobrenadante.
precipitado con 5 ml de LiCl 2 M y resuspender en 2 ml de HpO.
2 0.3 M con NaCl y precipitar con 2 vollimenes de stanol absoclute.
ugar & 10.000 rpm y lavar con etanol al 70%.
z 10.000 rpm, secar y resuspender en 30- 100 ul de Hz0.

i

= o

Cuantificacidn de RNA en solucidn.
concentracidn de RNA en solucionss se estime a pardr de la
260 nm, ssumiendc gue 1 DOss0 equivale 2 40 pg/mi RNA

croforesis de RNA

BWA ern tampdn de muesira se separz por tamafic en un ge! de agarosa-
en tampdn de Northern. La transferencia z filire de nylon se hace en
wes meuntras (20x 88C) de igual forms gue en el casc del candlis
El RNA 1rensferido al filtro se fijz por calor (80°C, al wvacip) durame
trgnsizrencia se puesde valorar iifiende reversiblemente el fltro.

i
Z

RNA fiiado 2 filiros de nvlon

on una solucién 0.02% de azul de metileno en acewarp sédico 0.3 W, pH 5.5
min, COMO MAXImO.

r en 1x SSPE 10-15 min. hastz cbservar las bandas.

con 0.2x SSPE, 1% SDS 15 min, inmedistamente antes de prehibridar

LJ

.de guardar s iemperatura ambients o bien, a largo plazo, = -BO°C.

"
3
e
L

e
fad
{‘ B

1, 1os lavados vy la exposicidn del filtro se lievan a cabo de modo
scrite en el apartado de Andlisis Southem

muesira (para 4.5 !l de RNA)
Mortkern 10x 2y
g0 3.5 ul

10 ul
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2 60-65°C durante 15 minutes y cargar en el gel

0

8.& Cpaniificecién densitoméirica v  normalizacién de lag sebales - de
hibridacidn

coantificar las diferencias en los niveles de szcumulacidn de
en diferentes extractos de RNA itotal, se compararon | se
con las de un gen de expresidn constitutive en tomate.
L filtros de nylon & los gue se habia transferido RNA y que habian sido
isdos con una sonda especifica, se rehibridaron con um fragmento de DNA
sondiente 2 un gen de rRNA de rébano (Delcasso-Tremousaygue er al).
n esté muy conservade en plantas y s¢ expresa mmumm%ﬂmmm Las
hibridacién correspondientes a ambas sondas se cuantificaron
videodensitémetro Bio-rad modelo €620 y los wvalores obtenidos ;‘_ T3 la
‘ica se hicieron relatives a los del gen ribosémico.

mRENA
e de

. %:%
[¢2]

%ﬁ

a8

8, OBTENCION ¥ USC DE ANTICUERPOS.

heterdéloga en bacterias.
Los vectores de clomacién de la serle pEX estén disefiados para la exprssito
g de fragmentos de DNA en bacterizs. La clonacidn se efectunez en
cerca del extremo carboxilo de la zona codificante del gen lacZ, ds
el inserto guede en fase de lectura abierta. Parz ello, existen tre
vector que permiten clonar en diferentes fases de lectura. El
gen hibride cuyz traduccion dard lugar 2 una protefng de fusidn,
la casi totalidad de lz enzima B-galactosidasa, seguids del péptido
lza traduccidén del fragmento clonado. El gen hibrido gqueds bajo el
promotor Pr del bacteridfage A. El pldsmido se introduce en una
coli que porta un alelo termosensible del represor del bacteridiago
Cromosoma.

bacteria portadora del plésmide recombinante se cultiva durante la noche 2
10 ml de medio LB con 50 mg/lL de ampicilina. 8 ml de este cultivo se
en 800 ml del mismo medio y se cultiva 2 30°C haste une densidad de 7 x
/il (DOgnn = 0.2).

‘ se transfiere 2 un bhafio 42°C, continudndose iz incuba
Jespués de enfriar en hiele 10 minutes, el cultivo s2 centrl

e

ol
’él
i
I

e resuspenden en 20 ml de una solucién 100 mM NaCll, 530 mM Trs-
v se centrifugen en las mismas condicicnes. Se f&muhp%z fen a
en 8 ml! de solucidn de lisis vy se transfieren & un tubo do
ieno de 15 ml, se afiaden 2 ml! de una solucidn 10 mg/ml de lisozima en
z¢ incuba en hielo durante 15 minutes.

4. Transcurrido este tiempo se afiaden 200 pl de DNasa I a2 10 mg/m!l v 1 ml d
Mgl 1 M y sz incubz en hielo otros 15 minutos. A continuacidn se afladeh 6 m

de detergentes, se incuba 5 minutos en hiele v se centrifuga (7.00

n

o

]

I inutos). En el sedimento de estz centrifugacidn s¢ encpeniran 10s
cuer ’i’, inclusidn.

5. sedimenio se lava 3 weces con 10 ml de solucidn de guanidinio,
resetibmentands por centrifugacién. Finalmente se homogeniza en sammm ds M-

laurilsarcosing y se recupera por centrifugacidn.

i
La




W-lzurilsarcosing se¢ lave resuspendiendc dos veces en T M NaCl 50 mM Tris-
2.0. Tras centrifugar, el sedimenio es resuspendido en 3 ml de sclucidn de
itizgcidn, homogenizando suavemente si fuera necesario.

= Tras afiadir 1 ml de solucién de didlisis I, se diasliza durante iz zoche & 4°C
frente 2 1z misma solucién. A la mafiana siguiente, la muestra se dializa durante 2
horas t= 2 la solucién de didlisis II, se separa en alicuotas, s¢ congela en N2
v se guarda a -80°C.

e gl

M-z“‘a de _detergentes
1% Tritdn ¥-100, 0.5% deoxicolato, 0.1 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7.4,

de  epanidinio

Splucisn s MN-laurilsarcosing
1% W-laurilsarcosina, 1 M NaCl, 50 mM Trs-HCl pH 8.0.

1 de solubilizacidn
en 50 mM NaCl, 1 mM EDTA.

idn..de. didlisis 1

velll, T mM EDTA, 50 mM CAPS-KOH pH 10.7.

Selueidn de didlisis 11
50 mM NaCl, I mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 8.0.

9.2  Inmunizscidn de conejos
El proceso de inmunizacién se lleva a cabo con 2 conejos machos de 7 Kg de
pest cada uwno. Anies de iniciar la inmunizacibén, se extrae sangre gue serd
utilizada como suero preinmune en  los experimentos. A continpacidn
inyectan 150 ug del extracto protéico, llevado a 250 pl con HO destilada esiéril v

emulsionado con 250 ul de adyuvante de Freund completo. Las invecciongs se
reaiizan -subcutdneamente en 4 puntos distintos del animal. 3 semanas después de
esta rera dosis se vuelve z invectar la misma cantidad de exiracio, estz ve

z
onado en adyuvante de Freund incompleto. Al cabo de 10 diss se extrasn 30
sangre gue son procesados como se describe 2 continuacidén. 3 semanas
de Iz segunda dosis sc realiza une tercera en las mismas condiciones gque
1da, extrayéndose de nuevo sangre 10 dias después.

(€]
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8.3  Procesamiente del suero
Lz sangre se deje coagular durante 1-2 horas a temperaturz ambicnie.
sse tiempo, se separa el codgulo de las paredes del twbo y se

la ircubacién a 4°C durante la noche. El codgulo se retirz y el resto s
ga (15.000 rpm, 15 minutos, 4°C).

‘recipifaciéon  de inmunogiobulinas con  sulfate amdénico
suero obtenide se le afiaden 290 mg de sulfato amdnicofml, se agita
30 minutos a 4°C vy se centrifuga (10.000 rpm, 10 minutos, 4°C). El
sedimento s¢ resuspende en el 30% del volumen ornginal de PBS y g dializa
frente al raismo tampdn. A continuacién se centrifuga (10.000 rpm, 10 minutos)
nrecipitar los  agregados insoclubles; el sobrenadante se  distribuye =n
sz guarda a -80°C. Una vez descongelado para su uso, s¢ aflade azids
sl 0.05% y se conserva a 4°C.

(Phospate buffered saline)

NaCl 80 g/L, KCI 2 g/L, NapHPOy 144 g/L, KHyPO4 24 g/l. Ajustar 2 pH 7.2,

b

irificacidn de  anticuerpos por afinidad.

purificacién de anticuerpos especificos contre el fragmento fordneo de
ina de fusién se realizé en dos stapas. Primeramente, los anticuerpos
osidasa fueron retirados del suero por cromatografia de afinidad en
Sepharosa 4B-B-galactosidasa. El suerc libre de anti-B-galactosidasa
entonces pars purificar anticuerpos especificos por afinidad a2 la
fusién, mediante elucidén de filiros de mnitrocelulosa.

Subsiraccidn de anticuerpos anti-B-galacfosidass
sepharosa 4B activada con bromuro de cizndgenc (Sigma) se lava, se dejz
-~ en 10 mM HCl y se mezcla con unz solucidn de B-galactosidasa de E. coli
=n wna propercidén de 1 ml resina por cada 5-10 mg protefna. l.a sclucién
oieing se dializa previamente frente z PBS. La mezcla se agiis suavemenie
iz moche v se centrifuge (1000 g, 2 minutes). Se mide Iz DOazn dal
te para estimar la eficiencia del acoplamiento. E! sedimentc se
1 velumen de solucidn 1 M etanclamina, 10 mM Tris-HCI pH 85 v
. con agitacién suave durante 2 horas a2 4°C, con lo que los sitics de
protefna gue gquedan libres son blogueados. Despuds de lavar con PBS dos
resinz se empagueta en una pipeta Pasteur. A continuacidn se realiza
siucion con 1 M glicina pH 2.8, registrdndose la DOggp del eluide. Una vez
. e85 cero, fa columna se lava con 3-5 voldmenes de PBS vy se aplica el
Se recogen fracciones en PBS, agrupdndose v conservéndose izs gue
una DO2gg mayor de 0.5; este ecluido es el suero libre de amticuerpos

1

galaciosidasa. La columna se lava con solucidn BBS-Tween hasta gue la
20 del efluente es cero y se reequilibra en PBS. Finalmente, los anticuerpos
anti-f-galactosidasa se eluyen con 1 M glicine pH 2.8, recogiéndose fracciones de

. en tubos gue contienen 25 ul de 1 M Tris. La columna se lava, se
bra en PBS conteniendo 0.05% azida sédica vy se guarda a 4°C.

S . (Phospate buffered saline)
NaCl 80 g/, KCI 2 g/L, NagHPO4 14.4 g/L, KHpPOg 2.4 g/l Ajustar 2 pH 7.2

(£
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rificacién por afinidad de anticuerpos con el antigeno unido a
membrana de nitrocelulosa.
primer lugar, se resuelven 700 pg de extracto enriquecide en proteina
‘pef electroforesis en un gel preparative. Las proteinas se transfieren
ces 2 une membranz de nitrocelulosa tal como se describe més adeiante
{apartado 10.1). La membrana se tifie con Ponceau § y se corte la - banda
snondiente a la proteina de fusidn. Tras bloguear los sitios de unidn
3 muﬁgw de proteinas, se incubz la bands con el antisuero diluido 50 veces en
n de bloguec, en un veolumen final de 3 ml, durants la noche a 4°C. Tras
fzwar 4 wveces durante 15 minuios con PBS,, v se eluye el anticuerpe unido
incub dilf;i{“} furante 5 minutos en 1.5 ml de 0.2 M glicing pH 2.8, 0.2% gelating,
' v las tiras, se neutrzliza inmediztamente la sclucidn con 0.1 wvoldmenes
ién 1 M Tris base; se comprucba con papel indicador si el pH es meutro y
0.1 volimenes de PBS x10 v azida sédica hasta 0.05%. La solucidn se

i

M (Phospate buffered saline)
g/l KCL 2 gfl., NagHPO4 144 g/l, KHaPOg 2.4 g/l Ajustar & pl 7.2

AWNALISIS WESTERN

método, originalmente descrite por Towbin (1979), permite caracterizar
igenos correspondientes a un anticuerpo y determinar la presenciz vy
_ relativa de éstos en mezclas complejas. Los exiractos protéicos son
cramente  resusltos por tamafio mediante electroforesis en  geles de
amida-SDS y transferidos s soportes sélidos; como soporte sdlide se
utilizar filtros de nitrocelulosa. Recientemente se han  desarrollade
de polivinilideno diflucrure (PVDF, anombre comercial Inmobilon, de
iia Millipore), de mayor resistencia mecédnica vy que retiepen mdés
las protefnas. La membrana se expone a los anticuerpos vy, tras lavar
ierpos ne unidos,. £stos se detectan sobre el filtro. Los sistemas de
incluyen anticuerpos anti-IgQ, protefna A marcade con 1125 o
2 peroxidasa de rébano o 2 fosfatass zlcalina.

18.7 Transferenciaz de proteinas 2 membranas

I.a transferencia de proteinas 2z membranas se realizéd en un aparato de tipo
semi-sece de lz firma comercial LKE.

Tras la electroforesis, el gel se eguilibra en el tampdn de transferencia
i wlolo -derante 15 minutos & temperaturz ambiente. La transfersnci
colocando el gel en contacto con la membrana de PVDF entre el cf
i sutre 9 papeles Whatman 3 MM del tamafic del gel s cads e
ados en tampén de transferencia. Se aplica un amperaje de 0.8 Afcm? de
90 minutos. Las protefnas transferidas se pueden visualizdr en el
wdolo durante 3 minutos en selucidn Ponceau 5 v destifiéndolo en 10

iz
&t
LD

Uik
6553




MATERIAL Y METODD

ﬁﬁ rransferenct
glicing, 48 mM Tris base, 0.037% SDS, 20% metanol

plucidn, Ponceay S

inmunodeteccién con  anficuerpos conjugados 2  fosfatasa

iz’ membrans en solucién de bloguee durante 30 minutos.
con el anticuerpo especifice diluido en solucién de bloguee durante 2

3. Lavaer 4 weess durante 5 minutos en sclucidn de blogueo.

ushar 4on el anticuerpe secundaric (anticuerpos de cabra  anti-ig
conjugados a fosfatasa alcalina, Sigma) diluide en la misma sclucidn
. 2 horas.

ir tos lavados del pase 3.

revelado por reaccidn de la fosfatasa alcalina, la membrana se lave 2
en 50 mM Tris-HCI pHEH 8.4, 150 mM Na(l v se incubs =n sclucido
vica  hasta gue las bandas se hacen clarzmente wisibles. La reaccidn se
vande con szbundante agus destilada v ia membranz se fotografiz o se
45C en la oscuridad.

dr blogueo
ofv) deche desnatada en polvo (Molico Sveltesse, Nestle), G.2% Tween-Z0 en

{Tris buffered saline)

gfl. , KCI 1g/L, Trizma base 15 g/L. Llevar 2 pH 8 con HCL

Soiucitn cromogénica

Se prepars, inmediatamente antes de su uso, afiadiendo 66 ul de solucidn NBT y 33
de solucidén BCIP a 10 ml de tampdn de fosfatasa alcaling,

3 i oy g s il
Hueide WET

qisy 50 mg NBT (Nitro-blue tetrazolium, Sigma) por ml de

srmamidae 70%. Se guarda s -208C.

Seluysisn BCIP

Se disuelven 50 mg de BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indelyl phosphate, Sigm
dimetilformamide 100%. Se guarda a -20°C.

cde fosfatase alcalina

T Trs-HCI pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM Mg(Cly

@x;
S
o]
o
1

nmunodeteccién con anticuerpos <c¢onjugades a2 peroxidasa

§ lz2 membrana en solucidén de blogueo durante 30 minutos.

Lévar durante 15 minutos en TBS, 0.2% Tween-20, seguido de 3 lavados de 5 min
misma  solucidn,

cubar con el anticuerpc especffico dilulde en solucidon de blogueo duranie 1

- los lavados del pasc Z.

Lk
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MATERIAL Y METODOS

con el anticuerpe secundario (amicuefgmg anti-Igl de conejo
s peroxidasa, Amersham) diluido en la misma sclucién durante 1

ar durante 15 minutos en TBS, 0.2% Tween-20, seguido de 4 lavados de 5 min
isma solucidn.

detectar la sefial del anticuerpo mediante guimioluminiscencia catalizada

eroxidass, , mezolar cantidades iguales de los 2 reactivos (Amersham, BCL

biotting reagents), preparande un volumen final de 0.123 mljem? de

ey e, Afiadir 2 lz membranz ¢ incubar durante 1 min.

8. Exponer inmediatamente a pelicula radiogrifica. El uempo de exposicidn finmal

varfy entre | min. y 1 hora

11, INMIUNOLOCALIZACION EN SECCIONES INCLUIDAS EN PARAFINA

11,0 Fhgridn de telidos e inclusidn en narefing

jacidn de tejidos se realizz en 2% paraformaldehido, 0.4% glutarsidehido

: Nz2-PQg 0.1M pH 7.0-7.2 durante 4 horas en hielo, con aplicacidn
de  vacio.

Z veces 5 min. en el mismo tampdn fosfato en hielo.

dratar en unsz serie de soluciones de etanol 2 concentracionss
17} durante 30 min. en cadz paso, en hielo.

sneferir 2 mezcias de etaznoliter- bmaml (33 1:1 v 1:3) durante
1800%, duranie
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3 “m:v;:gfiamﬂ a2 una solucidn de rer-butanol szturadza con Paraplast Plus
inmcubsr 2 30°C durante 4-56 horas v a 42°C durante 30 minutos.

rer-butanol saturado con Paraplast Plus® a 42°C, incubar 2 42°C
noche ¥y a 60°C durante 30 minutos.

a
Pm plast Plus® a2 60°C, durante 3-5 dfas, con dos cambios/dia.
g
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112 Incubacidn con anticuerpos de secciones en narafins

del material vegetal inclufdo en parafina, se cortaron con mic
de 10 pm gue se fijeron 2 portas previamente gelatinizados con una
¢ gelating 0.1%, CrR(S04)12 HyC 0.02%.
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Las secciones fijadas a2 portas se desparafinizan vy rehidratan transfiriendo los

o & xilol, =zilplietamol 1:1 w & wuna serie de solecionss de etancl 2z
o aciones decrecientes (100%-50%), durante 5 min. en cada paso.

2. a agua v a TBS durante 5 min.

3 v 100 @l de tzmpdn de incubacién sobre la seccidn e incubar 30-60 min.
Tod 5 incubaciones se realizan en cédmarz hdmeda, consistente en una placa
de L con papel de filiro hdmedo.

&. Incubar z 37°C con 40 pl de anticuerpo dilufdo en tampdn de incubacidn 2
ho .

5] con tampén de lavade 3 veces 10 min.

a, bar 1-2 horas con 40 ul de anticuerpo secundaric conjugado a fosfatasa
ales dilufdo en tampdn de incubacién.

&y
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mcuba»mms descritas en &3 waﬁ&d@ 156.2,

puffered zaline}
Kl 1gfl, Trizma base 15 g/L. Llevar a pH B con HCL

Camindn de neubacion
Leche desnatade comercial 2%, Tween-20 0.05% en TBS 1X

de lava
esnatada comercial 2%, Tweesn-20 0.005% en TBS 1X

TUNOLOCALIZACION EN CRIOSECCIONES
Se on trozos de tallos de aproximadamente 0.5 cm de grosor en 4%

aldshide en tampdn de cacodilato 1X durante 15 min., aplicande wvacio
e el tejido se hundiz en ¢! fijador. Mediante un criomicrotomo Kryomat
w Lzuds se cortaron secciones de 10 um.

-

Pa; incubacién con anticuerpos, los criocortes se manejaron por flotecidn en
pe . '

1. Bafiar la crioseccién en 100 pl de tempdn de incubacidén 30-60 min,

Z. Incubar con 40 ul de anticuerpo dilufdo en tampdn de incubacién.

3. Lm&r con tampdn TBS 3 veces 10 min

&, ubar con 40 wpi de anticuerpo secundario conjugade g fosfatssz 2icsling
gil en {ampén de incubagidn 1-2 horas.

3. veiar realizendo las mismas incubaciones descritas en el apz %’iaﬁ@ 10.2,
conirolands con lupa binocular (méximo 30 min.}, v parar con TE al aparscer la
sefinl

mpsn.. de incubacién
BSA 1% oo THBS IX

Tamptn. de cacodilatg 1X

2.16 g Halacodilato

0.05 g CipCa

Ho©C hasta 100 ml, ajustando 2 pH 7.2 con HCL

13 UNOLOCALIZACION EN IMPRESIONES DE TEJIDOS SOBRE

ROCELULOSA

13,7 Impresiones de teiidos sobre membranas de nitroceluloss

Al presionar secciones de (gjido sobre membranas de nitrocsluloss, iss
guedan retenidas por la nitroceluiosa; estz idcnica permite obiener
sduccidn de lz distribucidn de protefnas solubles del iejide sobre la
membrans de pitroceluleoss. La impresidn se visualizz por tincién con @i am@s
come azul de toluidina o india ink y en ciertos tejidos puede llegar a distinguirse
incivso el comtorno de células individuzles (Cassab vy Wamsm 1987).

&1
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Se wutilizaron secciones de tallo de tomate imprimidas sobre membranas de

ni iuloss para experimentos de inmunolocalizacién, siguiendo el protocolo
deose por Cassab y Varner (1987), con peguefios cambios segin Ye y Varner
{1

1. Fretratar ia membrana de nitrocelulosz con 0.2 M CaCly durante 30 wmin v dejar
secar al aire.

2. {olocar la membrana de nitrocelulosa sobre wvarias capas de papel Whatman
WM

3. ar una -cuchilla de afeitar nueva para cortar secciones de tejido (tallo) de
1 grosor. :

4., Ferir las secciones de tallo 2 la membrana de nitrocelulosa con pinzas y
pre uniformemente durante 15-20 segundos.

3, las secciones cuidadosamente para evitar gque se formen lmidgenss

13. 2 Ingubacién  con  anticuerpos

Lz incubacidén con los anticuerpos de las membranas sobre las gue se
imprimido los iejides se realizé siguiendo ¢l protocolo descrite pare el
western. La sefial del anticucrpo se detecta mediante una reaccidn de

gu uminiscencia catalizade por peroxidasz conjugada  al  anticuerpo
S0 to. Una vez obtenidas las imégenes sobre pelicula radiogréifics, se tifien
las impresiones sobre nitrocelulosa con azul de toluidina para visuslizar las

seciones v correlacionar laz sefial del anticuerpo c¢on estructuras del tallo. L
incidn se realizdé con azul de toluidina 1% durante 1-2 minutos seguido de un
i n agua corriente durente 1 min. Las secciones tefidas v las

lientes sefiales del anticuerpo se visualizaron en una lupa Wild M3Z
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RESULTADOS

Cambios en los patrones de proteinas marcadas iz vive en
respuests @ NaCl y/e écido abscisico en plénfulas de tomate

estudiade Ios cambios en la expresidn génice inducidos por
con NaCl en pléntulas de tomate. Estos cambios se han analizado
ios peatrones de preteinas de nueva sintesis marcadas in vivo con
, tionina resuelias mediante clectroforesis bidimensional. Asimismo, se
han estudiado las protefnas de nueva sintesis inducidas por la adicidn de ABA,
dada iz relzcidn del ABA en la respuesta a NaCl

oy

ung primera etape se cuantificé la inhibicidn de la germinacidn po
copcentraciones de NaCl y por ABA (fig. 3). L2 minima concentracid
. enzzvada, 5 gfl, es suficiente pars retrasar v disminuir el porcenizie de
cidén rzspecto al de semillas germinando en agua. Este efecto sumentz 2
concentraciones crecientes; asi por ejemplo, en presencia de 10 g/l de NaCl &l

entajs de germinacidén méximo (40% respecto al control) se alcanza traz 35
eniras gue la germinacién de semillas control se completz 2 los % dias.
z figura se muestrz también el efecto inhibitorio de lz adicidn exdgens
i ARA; se observa ademis que el efecto del tratamicnto simulifnes con
ge Nall v 10 uM de ABA inhibe Iz germinacién méds eficientemente gue el

miento con cualquiera de ellos por separado.
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.. Cinética de germinacién de semilias de tomale en disiinips medios: Hal
el ABA 10 uM (ABA), Nall & concentraciénes de Bg/l (8], 8 /L (B) v
O 112 g/ {12) v en ouna solucitn NaCl 5 g/l, ABA 10 uM (B+ABA).
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RESULTADGS

iratamiento con NaCl afecta también al desarrollic de las plé
el 12% v el 3% de las semillas que habian iniciadc la germinacién en
er 10 g/, respectivamente, continuaron su desarrolle hasta exiender
dones; en presenciaz de 12 g/L ningunes semilla alcanzd esta [ase.

a8y

. Por otra parte se compararcn los patrones de proteinas sintetizadas de
novo pldntulas durante la germinacién en los siguientes medios:
-HzO
-NaCl 5§ g/l
“NaCl 10 gL

-ABA (10 uMp
MNaCl+ABA {(NaCl 5 g/L v ABA 10 pM simultdneamente)

atrones de protefnas de plantulas se analizaron en varias etapas del
Dado gue lz cinética de germinacidn varfa drésticaments segun los
fue mnecesario definir distintas fases independienmtes del tiempo ¥
identificables:

ase 1. Emerge de lz semiliz una radfculz de 4 mm.

Fase ? La radiculz mide 15 mm vy se observa el hipocdtile; los
cotiledones permanecen adn en la testa.

Fase 3: La pléntulz he extendido los cotiledones.

I.zs semillas se germinsban sometidas 2 los distintos tratamicntos hasia
gue a m“za%ﬁaﬂ: cada una de estas tres fases, momento en el gue se incubaban
iz solucién con 33S-metionina durante 2 horas; los extractos protsicos de
radiculas de estas pléntulas se resolvieron por electroforesis bldimensional
de poliacrilamida; estos geles se {fluorografiaron vy expusicron &
radiogréficas & -BO°C.

Al comparar estas diferentes eiapas de germinacidn, se observd gque los
electroforéticos de radfculas correspondientes a las fases 2 v 2 son
te8 entre sf, tanio en planmulas control come en pldntuias sometidas a
ntos. En cambio, la fase 1 muestra claras diferencias con estas etapas
‘ Por tanto, los resultados correspondientes & las fase 2 vy 3 se
agrupsn en un dnico apartado.

3
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wteinas bédsicas inducidas por ABA v/o NaCTl en la fase 1 de
cidn
IL.as 'protefnas de punto isoeléctrico comprendide entre 7 vy 9 se

mediante electroforesis en gradiente de pH ne en eguill
En la fig. 3 se observen las sutorradiografizs correspondientes g
n fase de germinacién 1 y en ellz se indican los polipéptidos que
en respuestz a los tratamientos. En las autorradiografias se sefialan
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aguellos cambios consistentes tras analizar los resuliados d
os independienies.

radiculas de semillas germinadas en agenas s& observa un polipéptidc de
damente 18 kDa cuya sintesis aumenta en presencia de ABA.
Tratamientos con 5 g/l de Nall no zfectan los amiveles de este polipéptido; sin
embarge, concentraciones de 10 g/L inducen la2 sintesis de este polipépiido a

(=91

niveles comparables a los inducidos por ABA. Su induccién es miéxima con el
it de NalCl+ABA.

- J.z siniesis de esta proteina, gue no aparsce en radiculas control, se
induce con 10 g/l de NaCl en el medio. La intensidad de la sefial se correlaciona
con lz concentracidn de NaCl, ya gue con 5 g/l el nivel de este polipéptido es
gue con 10 g/l (dato no mostrado). Esta proteins no sz induce por ABA v,
nuede observarse en lea figura, no hay efecto cooperative con el doble
sain (ABA<NaCl).

do e 16 kDa

induce también su sintesis, sin embarge, no se observa efecto cooperativo en el
iemio con ABA + NaCl

Folipépride de 13 kDa

Este polipéptido, gue no es detectable en pléntulas control, se induce con

tratarienios & partdr de 10 g/l de NaCl; asimismo, es significative su induscidn
B4, L& acumulacidn méxima de estz proteine ocurre en el tratamienio con

™y oA

WalleaB A, en esstas condiciones se detectza un segunde polipéptido, de peso
moles ligeramente inferior, e idéntice puntc isoelécirico gue podria
corresponder 2 una forma procesadz del pelipéptide de 13 kDa.
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Patrones autorradiogrificos de proteinas marcadas in wive
separadas mediante NEpHGE/SDS correspondientes 2 radicnlias  de
#n fase de germinacién 1 germinadas en ague (4, NaCi (B), ABA 10
Malll 5 g/ v ABA simulidneamente (D).
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1.2 Proteinas bdsicas inducidas por ABA yfo Na(Cl en las fases 2 y 3
le germinacidn

o

Iz figure < musestrz los patronss de proteinzs de pldntuias en fase 2 v 3
ingeidn. Como se menciond anteriorments, ios patrones de proteinas en
fases son idénticos, agrupdndose los resultades en un sdlo %m}”@%

de -las proteinas gque se inducen en estas fases de germinacidn
en movilidad con las observadas en fase 1.

dos de 50y 34 kDa

las fases 2 v 3 se cobserva la induccidn por ABA v NaCl de un grupe de
idps de 80 v 54 kDA, Cads grupo estd constituido por dos polipgpridos del
peso  molecular pero distinte punto isoeléctrico, por lo gue podria
en cada caso de formas modificadas del mismo polipéptido. Las seflales
dientes a estos polipéptidos aparecen con los mismos fratamienios v
sidad es muy similar en cadz caso. Mo se detectan en vadiculas control
\bargo, se inducen con la menor concentracidn de Nall emsayads (5 g/L,
uo mostrado) L.os niveles aumentan con mavores concentracionss de Wa(l

I méximo de sintesis se alcanza con NaCl+ABA. Como en el caso del
nio de 12 kDa, estos polipéptidos se detectan exclusivamente en las fases

&@mmacmn,

olipéptido se detecta ténuemente en radiculas de pléntulas comirol,
se induce tanic por NaCl 10g/l como por ABA: en el tratamisnto
ABA se detectan niveles similares 2 los inducides por ABA.L

| polipéptido de 18 kDa se induce por NaCl v por ABA en las tres fases de
fn analizadas.; sin embargo, a diferencia de la fase 1, este pﬁi péptido
presente en pléntulas control en la fase de germinacién 2.

e 13 kDa

En las fases 2 y 3, este polipéptido se induce sdlo en el tratamisnto con
NaCl+ABA. En fase 1, este polipéptido se inducfa tanto por ABA como por NaCl
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mestiante WhpkGl z rediculas de plantulas en fase de germb

gaerminadas &n agua (A), ABA 10 pM (B), NaCl 10 g/l {€) o NaCl 5 g/L y ABA 10 pM simultaneamente
{0, La posicidn de las prolefnas inducidas se sefiala rodeéndola con un clroculs, indicando su paso
molegcular &




Polipépride de 12 kDa

“n la figura 4 se sefiala un polipéptido de 12 kDa que se induce exn

plf . gue han alcanzado las fases 2 y 3 germinando en ABA. Sst2 sefizl no se
detecta en pldntulas en la misma fase germinadas en H30 o en NaCl 10 g/l Ei

nivel méximo de sfntesis se detecta con el tratamiento NaCl+ABA. La sfatesis de
: steima  ocurre exclusivamente en estas etapas avanzadas de la
ién, no observdndose en la fase 1 con ningunc de los tratamientos

3

Frn pléntulas en fase 2 v 3 de germinacidn no se observan en ningun caso
correspondientes & los polipéptidos de 17 y 16 kDa inducibles
fase de germinacién 1 por NaCl y/o ABA

o

1]

Tos dazios referentes a los polipéptidos inducibles por estrés salino y ABA
os mediante NEpHGE se muestran en la tabla 2.

Condiciones de germinacidén
Pm Fase NaCl NaCl ABA WNalCl+
(kD=z) jgerm, 5 g/l 1110 8/L 10 pM ABA
/54 2153 + + + -
Z7 1 - - - i
773 - + + +
18 1y 2/3 - “* “+ +
; 1 - + - ”
1 j + + + &
Ly 23 - - - +
Zi3 - + -
R Wmﬁﬁ@%ﬁ

Proteinzs de punito iscelécirice bésice Inducibles por Nall ye ABA.
an el pese molecular de estas profeinas, la fase de Iz germinacién en que aparesen v ios
¢ tue inducen su sintesis. En los casos que aparece més de un dalo por casilla, esios

 Protefnas  dcidas inducidas por ABA y/e NaCl en Ia fase 1 de
nacién

=

o

&1
)

1
g

. Be anslizaron asimismo las protefnas de punto isceléctrico dcido
inducibles por ABA v/o sal en radiculas de pléntulas ep las fases de

(¥
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descritas. Los patrones bidimensionales de proteinas con puntos
Eriri comprendidos entre 4 y 7 se obtuvieron mediante
isoeleciroenfoque IEF/SDS-PAGE.

S muestra los patrones bidimensionsales de pléntulas eon fase de

esta fase de germinacidn es significativa Iz induccidn de  los
Jos de peso molecular 18.8, 18.6 v 16 kDa. El polipéptido de 18.8 kD2 no

se detecta en pldntulas control, sin embarge su nivel de siniesis zumenta
espectacularmente por ABA. No se induce por NaCl 2 ningunz de Ias
con raciones ensavadas. El polipéptido de 18.6 kDa presenta el mismo pairén
de ~cidn, sin embarge la intensidad de su sefial es mucho menor. Uno de los
cambios mds llamativoes en los patrones electroforéticos es la aparicidn de un
e polipépiidos del mismo peso molecular, 16 kDsa, v distinto punto

Eszios polipéptidos corresponden a  formas fasf@fiﬁméﬁ“ de iz

TAS14, gue ha sido caracterizada en mnuestro laboratorio (Godoyv er

El polipéptide de mayor punto ispelécirico corresponderia z la
TAS14 no fosforilada.

fg fig. £ se sefislan también varios polipéptides, de 30, 48, 44 v 425
kDDa, detectables en pléntulas control, cuyaz siniesis se intensifica con lps
trataznientos de 10 g/ Nall y con NaCl+ABA.
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cidas inducidas en laz fase 2 de germinacién por ABA

plintulas en fase 2 de germinacidn (fig &) e! tratamiemto con Wa(l
induce laz sintesis de dos proteinas de 59 v 43.5 kDa gue no aparecen o se
tenuemsente en pléntulas control. Estos pelipépiidos se inducen por sl
con ABA y con NaCl+ABA. Los polipéptidos de 54 v 32 kDa se inducen
10 g/ v Na2Cl+ABA; sin cmb@rgo* m s¢ QbSQWﬁ un anmmm ﬁ §5

D& aparece de f@ma constitutiva en piamuas en 'f:“as& 1 de germinac ézz
v 0o agmd: z minguno de los tratamisnios ensayzdos.

:ﬁf" é:r?'?a parte también se observa la induccién de un polipéptido de 18.6
; ulas de pléntulas tratadas con ABA o con NaCl+ABA. Este polipépiido
msiuce por los mismos tratamientos en fase de germinacién 1.
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RESULTADOS

induccién de la proteina TASI4 y sus formas fosforiladas es muy
-n plantulas en fase 2. Esta proteina se induce, al igual que en fase I,
:i‘ ABA v NaCl+ABA; su méximo univel de expresidn se alcanzz en
ij s sometidas al doble tratamiento.

En Iz tsblz 2 se resumen los datos referentes a los polipépudos
por estrés salino y ABA detectados mediante IEF.

Condiciones de germinacidn
Pm (kDa) Faw NaCl NaCl ABA WaCle
germ, 5 go/L 10 g/L 410 pM ABA
55 2/3 - + + “+
54 1y2i3 - + - +
50 1 - + - N
!
48 o + + + +
44 1y2/3 - + + &
£3.% 2/3 - | " + | +
42.5 1 - + o+ B
32 Z/3 - b - -
B8y 1 - - - +
18.87 2/3 . - + 4
18.6 1y2/3 . - + i
16 ’Zﬁmé\ 1wy 2/3 | - + - -
Table 3. Proleinass de punio lsoelécirice bésico Inducibles por Hal! yic ABA.

Se i gl peso molecular de esias proteinas, Iz fase de la germinacion en gue aparecen ¥

venios gue inducen su sintesis

patrones clectroforéticos mostrados anteriormente corresponden
sintetizadas en la radicule durante las 2 tGlumas horas del tratamiento.
fin de determinar si se acumulen proteinas especificas durante los

realizados, se¢ analizaron mediante e¢lectroforesis bidimensional los
tractos de proteinas, aungue éstas se detectaron mediante tincidn con
iate (Blum er gf., 1987) (datos no mostrades). No se df: tetan
mecxabias entre los patrones de pléntulas control y pléniulas
excepcién del grupo de pohpeptmes bésicos de 50/54 kDa gue se
d@,&ig n en las fase avanzadas de germinacién en plantulas tratadas. Este
sugiere gque las proteinas diferenciales detectadas mediante marcaje

1
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RESULTADOS

in vivg no son proteinas mayoritarias, sino gue sus niveles de acumulacién son

yteinas bdsicas inducidas por chogue saline

Los experimentos de chogue salino se realizaron con pléntulas
das en agua y gque se encontraban en fase 2 de germinacidn. I
incubaron en solucionss salinas durante 24 horss; durante
ras del choque, las pldntulas se incubaron en presencia de
se ansalizaron los patrones bidimensionales de los  extracies
tas radiculas marcadas.

5 patrones bidimensionsles de radiculas expuesias 2 c¢hogue szlino
s mediante NEpHGE/SDS-PAGE, se muesiran en la fig 7. Se¢ realizaror
oz de 24 horas con soluciones NaCl 10 g/l (fg. 7C) v Nall+ABA (fig

w

£

El tratamiento con NaCl 10 g/L induce las proteinas de 18, 17, 18, 530 v 54
kIdd ve descritas. Es llamativo gque las proteinas de 17 v 16 kD se induzcan en fase
Z por chogue salino, mientras que durante la germinacidén en condiciones
salininas saparscen exclusivamente en pléntulas en fase 1,

E! chogque con NaCE«%ABA induce la2 sintesis de los poplipéptidos de 18, 50 v
54 kDa, v se detectan muy levemente los de 12 v 13 kDa.

polipéptidos, resueltos mediante IEF/SDS-PAGE, inducidos en
sometidas a choques salinos se muestran en la fig. 7. Los tratamisntos
descritos anteriorments (10 g/l NaCl v NaCl +ABA durante 24 horas).
cases se observa ung inhibicidn de Iz sintesis de muchos de los
s caracteristicos de radiculas en fase Z.

tratamienio con NaCl+ABA induce Ia sintesis de la protefns TAS 14
v #demds varias proteinas tuya movilidad eleciroforétice no goincide
con ia de ningunc de los polipéptido descritos como inducibles por sal o ABA z lo

targo de lz germinacion.

Con el tratamiente de 10 g/l de NaCll se detecta ténuemente TASI4 y se
lz sintesis de un polipéptidc de 48 kDa gue también aparscen en
en fase 1 durante la germinacidén en respuesia a2 sal o ABA. Fsie
al igual gque ocurre con las proteinas 4cidas de 17 y 16 kDa, es
por chogue salino en fase 2, siesndo caracteristices de la fase 1
germinacidn en sal v ABA.

Les flechas sefialan los polipéptidos gque aparecen com tratamienios de
chogue salino v gue no son detectables e¢n las demds condiciones estudiadas.
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corraspondis
sometitas 2 chogue durante 24 horas con 10 g/l NaGl (B} v con Nall 5 gil v

te {02), resusltas por IEF/SDS-PAGE. Los pansies [ E v F corresporden &
indican

b

simulidneamants
nectivamente, separados por NEpHGE/SDS-PAGE.
sivamente por tratamisnios de chogue.

Las flechas
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2. Alslamiento de clones de ¢DNA indocidos por NaCl y ABA

Con el objetive de aislar y caracterizar genes de tomate inducibles por
, ABA se analizé por hibridacidn diferencial uvna clonotecz de cDNA
¢ en nuestro laboraterio {(Godoy, J.A., Tesis doctoral), construida a
mRNA aislade de plintulas de tomate tratadas simulténeamente con

"m anzlizaron 30.000 bhacteriéfagos recombinanizs con sondas de cDNAs
5 partir de RNA poliadenilado de pléntulas tratadas durane 24
m uM ABA v 5 g/L NaCl (sonds+) y RNA poliadenilado de plan
das en agua (sonda -). Cada umna de las sondas se hibridd con una répli
de nitrocelulosa de las placas de lisis, efiadiends igusl ndmers de
cads sonda. Se seleccionaron cuatro fagos qus  mOSirarn Mayor
ridscitn con la sonda (+) gue con la (-). Estos fagos se purificaron v
recomprobaron mediante sucesivos plagueos ¢ hibridaciones diferencizles. Se
los insertos contenidos en cada uno de estos fagos mediante digestidn
RI vy purificacién en geles de agarosa de bzjo punto de fusi

g
usidn.
nte, sz comprobd gque las diferencias en la intensidad de hibridacidn se
ondisn realmente con difersncias en is expresién de ssic: genes en
pléniulas; para ello se extrajo RNA total de plintulas de tomate tratadadas con 10
A f"u z"ﬂ v & g/l NaCl v de plénrulas germinadas en HoO. Lo scumulacidn del

4 correspondiente a cada uno de los cuatro ¢DNAs aislados se determind
anilisis por nmorthern bleot. Se seleccionéd uno de los clones,
o TSWI1Z2, para su posterior caracierizacidn. La fig 8 muestra que el
TEWI1Z estd presente en pldntulas control, aungue su nivel de
cidn auments significativamente con el tratamienic descrito. El wﬁ;&‘maﬁ@
mensajere con el gue hibrids la sonds TSWIZ2 es de aproximunadsmente
tidos. Sin embargo, el inserto aislado del fago era de sdlo 200 pares de
tamafio tan reducido correspondia a un clon incompleto; por este
v sz analizd de nuevo la clonoteca utilizando el imserto de 200 pb como
obieniendo as! 8 nuevos clones. Entre estos clones, una vez purificados,
se geiscciond finslmente el que conteniz el inserto de mayor tamafio (670 pb),
que, como posteriormente se comprobd, contenia la secuencia completa de la
zong codificante. El resultade del norrherm con sste nueve inserio fué  identico
al obienido con el fragmento de 200 pb.

o
o)

?‘f?

ure B, Hibridacién de BNA total de
Entulas control (8) ¥ pléntulas tratadas
ranie 24 horas con 10 pM ABA v 8 g/l
M:iﬁ:‘ {b) con la sonda TSW1Z.

{ﬁ ”{5

wn
€




RESULTADOSE

3. §Mmmm de nucledtidos del clon TSW 12

Unz vez comprobado que el fage purificado contenfa un cDNA gue se
éf@fenczalmenn en mspussta 2 sal, se subclond este fragm&m@ Ero

BgmHEv gue cema aI inserto asimétricamente. Esm dato ss Jﬁﬁzzfi.&.&@ para
la orientacidén del inserto respecto al sitic de clomaje mddltiple del
seleccionaron transformantes con el ¢DNA en las dos orientaciones
dentro del vector, se obtuvo DNA de cadenz sencilla (correspondiente 2
ienz +) de ambos plésmidos y se secuenciaron. La secuencia se leyd desde
remo hasta solapar. En lz fig. 9 se muestra un esquema de Jz posicidn de
s para algunos enzimas de restriccién en el cDNA. La existenciz de unsz
: 11 en la mitad del clon permitid subclonar los fragmentos Eco RLPyu
Il <Eco RI en pBluescript II SK{-)} digeride con Eco Rl y Sme I; de este
sscuencié la cadena complemeniraria 2 la ya secuenciada.

v
oopb

ECOR% iﬁmﬁ‘

D
K @5‘} »2’\\"*& ‘Q‘:”\& %’§ o® :
e
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Figurs ‘8. Mapa de restriccién del clon TSW12 vy estrategia de secuenciacidn
srmpieada.

l.z fig. 10 muestra la secuenciz nucleotidica del clon TSWI12, gus
una fase de lectura abierta de 114 amincécides. E! polipéplido
tiene un peso molecular de 11.590 Da. A continuacidn del codén de
una zona de 23 aminodcidos, en su mayorfa hidrofébicos, gue
caracteristicas propias de un péptido sefial (von Heijne, 1983%) EI
peso de la protefna, excluyendo este péptido sefial, es de 9.090 Da. La sscuencia
de lz protefna TSWI12 madura tiene un alto contenide (24%) en alanina+glicina
fe oporcién de 10:3 de residuos bésicos frente a residuons dcidos; osta
n se ve reflejade  en el valor del punto isosiéctrico deducido (R.85),
Los :E.Auiﬂﬁ‘éﬁﬁﬂs fenilglanina, glutamina, histidina, metionina y iriptéfano
n zusentes en  la  proteina madura. En la figura 11, el perfil d=
cidad (Kvyte y Doolite) muestra la presencia de una region hidrofiiica
central de la secuencia, entre los residuos 5% v 72, rodeada por
hidrofébicos. La zona de mayor hidrifobicidad se= localize en el
mino-terminal, coincidiendo con la secuencia del péptido sefial.
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ATG GAR ATGC GIT

TTTTTITTITTITAGCTTGARAGAGTALTA

AGC BAR ATT GCA TGEC ITT GIT

AT CATACTATACTC TTTACTATARTATTATCCTCTCTATTTTTCATTATCATTARL

TREETSS  aTI e

CTT T TG

Meb Gl Met Val T Lys Tie Ala Cys Phe ¥al Teu Len (Vs

135 GTR GTG GTT GCR CCC CAT GCA GAG GCA TTa ACT TGT GGET Cak

Yal Val Vel Ala Pro His pls Glu Als Levw Thr Cys Gly Eln

180 ACT GCT GGC TTG GCT CCT TGC CTC CCT TAT CTT CAA GGC CGT

Thyr Ala Gly Leu Ala Pro Cys Leu Pro Tyr Leu Gln Gly Arg

225 GGA GGC TGT I6T GGT GGT GTT AAG AAT CTC TIC G667

51y Gly Cys Cys Gly Gily Val Lys Asn Leu Leu Gly

270 G ACT ACC GCG GAT CGA AAG ACA GCA TGC ACT TGC T7C

Thr Thr Ala Asp Arg Lys Thr Ala Cys Thr Cys Len

315 GCT AAT GCT ATA BAAC GGA ATT GAT TTCG BAC AAR GCOT

2la Bsn Blz Ile Lys Gly Ile Aszp Leu Asn Lys Bla

360 GCET ATT CCT AGT GTT TGT aAan GTT AAC ATT CCOT TAC ARG ATC

Gly Ile Pro Ser Val Cys Lys Val Asn Ile Pro Tvr Lys Ile

403 AGC CUC TCC ACT GAC TEC TCC ACG GTT CAG TARAGTTGATCATCAGAATA

Ser Pro Ser Thr Asp Cys Ser Thr val Gln

455 AACCATTTGAGEAGRAGTTATAAGAATAAGATGAATGCAGTCTGAT CCTGCITATGE

515 ATTACTTATATCTTCTGTTTCTICICTITTITICTTTCTITTITCETTTTETC T I TG

375 GGEETCITGTATCGRARCTTCACTATCGATGGATTGTATTACTITAATCCAATCTTCATA
635 CATATCTATCTTTTITAGTARRAAARARARAL

ey 5

k3

£}
B

Figu
locturs

]

Secuencia nuclebtidica del eDNA TSW12 v secuencia de amincdcidos de su fase de
abierta. Le secuencia subrayada corresponde a! posible péptide sefial.
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Hidrofébics
a0 1 |
i5 -
0 - T
i
15 -
20 .
Hidroflico
¢ 23 46 &8 o1 1i4

Figura 11. Perfil de hidrofobicidad de Iz proteinz Tswi2, segin sl
aglgoritme de Kyte-Doolitte {1982).

DD L D

| Secuenciz Especie Referencia
Espinaca Bernhard e al., 1990
Maiz Tchang er al., 1989
Cebada Mundy v Rogers, 1986
Arroz Yu e al., 1988
Eleusine coracana Campos y Richardson, 19%0
Trigo Simorre ef al., 1991
Ricine Takishimsz er al., 1991
Zanzahoria Sterk er al.,, 1991
Tabac Flemi ¢ al., 1992

e o e

i.2 secuenciz de nucledtidos de TSEW 12 estd recogida en la base de datos
f, Cenebank v DDBI con el ndmero de acceso X 56040,

4, Comparacidn de TSWIZ con otras secoencias

Al comparar Iz secusncia de la proteina TewlZ con las secusncias

disp ies en bases de datos (EMBL, Genebank, SwissProt) se snconiraron
vg con las gue Tswl? presentz homologifas significativas. Estas sscuenciss

pounden a proteinas de plantas gue transfieren lipidos (lipid transfer
s, LIF) (rabla 4). Estags proteines scn LTP de espinazca, malz, arroz,
Eleusine coracana {indizn finger millet), trige, zanshoriz v ricino. En

LA
&



BESULTADGS

12 -se muestra el alincamiente de la secuencia de la protelns TswiZ
con LTPs de espinaca, mafz, y cebada; los porcentzjes de similitud de

con estas protefnas son, respectivaments, del 77%, 71% v 67%. Esa

(23]

inas no muestran esspecificidad respecio a los lipidos gue wransfisren, v
‘ en un grupo con gran homelogia, tamafio similar {(comprendido entrs
g, £>§ j»/' 9.7 kDba), v punto isoeléctrico bésico. Entre las zonas miés conservadas se

ran 1z zona L-K-S(N/G)-A(I)-A (desde el residuc 54 al 38 de la proieina
madura) v la zona de aminodcidos com carge D-R-KRYQ) (desde el mszdm 43 al

\)

45y, esta ditlms regidn corresponde 2l dominio més hidrofflico de l& proteina
{fig En lazs LTP gnalizadas se= mantiens 2 posicibn de los & resfducs de

cisteina; estas cistefnas forman puentes disulfurc; se comocen las cisteinas gue
forman dos de estos puentes disulfuro (Takishima er gf., 1988). Se observa
también uwp alio grado de conservacidn de la posicidn de las prolinas.

i 2
ALTCEQVTITAG LARZLCLPYL .. QGCREGP
LLENCEQVDSK MREKPLOCLTEVQGEG (. GcPp e
AT SCEGOVASA TAPLISYARG G388 &P
GITCEMVSSK LAPCIGYLRCEG .. B F
26 50
LEG.CCCEVE NLLGSAKTTA DREKTA
SGE.CCNGVE DLENQALOSSG DRCTY
SAG.CCSEVER SLNNAARTTA DRRASA
LGGGSSGCEIERE ALNAAAATTDP DRETA
51 75
CTCLESABAANA ITXKGIDLNKAR CIp¥ 5V
CNCLEKGIARG ITENLNLNNAA SIPFSK
CNCLENAAAG VSCGCLNAGNARARA 3IP 3K
CNCLESABAANA IRGINVYGRAA GLP UM
94
VNIEBYKIE PSTDEC3TVQ
VNVYPITIS PDIDECSRIY
VES5IPYTIE TSTDCSRYN
VHEHIPYAIS PSTNCNAWYE
ira 12, Alingamiento de la secuencia del péptide madure Tewi2 v proteinas
sferentes de lipidos de cebada (LTPc), mafz (PLTm) v espinaca (P Tm}, Lx;m

tieres en negrite indican amincdcidos idénticas o sindnimos en s cualro sacuen
han econsdiderado los sigulenies grupos de aminodcidos sindnimos: ReK, “’”Mb
=i, D=k {(Dure et &/, 1889) . Los husctos en los alineamisntos se sefalan oon

Y
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analizaron las predicciones de estructuras secundarias para Tswil
E@S aigoritmos de Chou y Fasman (1974) y Garmier ef @sz%}
s programas PEPPLOT y PEPTIDESTRUCTURE, del Genet. Comp. Group
Wm‘szdad de Wisconsin., El porcentaje de aciertos de estos aigmmmz:u BS
nente del 50-60%:; sin embargo, en los casos en que las predicciones de los
algoritmos coinciden, y cuando, ademds, los resultados obtenidos son
en protefnas homdlogas, el porcentaje de acierto llega a ser del 70-
cawa v Ooi, 1986). Este es el caso de la proteinz TswlZ, en la que

zonas en hoja plegada-8 como en conformacidn de «- héhc& |
zonas en hojs plegada-8 van desde la posicién 15 a la 20 y de Ia 32 & la 39,
separadas entre sf por una zona de girc. Una tercera zoma en hoja meh ada-
sta « proxima al extremo carboxiterminal, entre los residuos 70 y 81. Las
vy entre los residuos 52 ¥

Entre las protefnas con las gue Tswl2 muestra similitud 3¢ encuentra
mﬂm-;ww,‘ma de tomate, le 16, gue se induce por sequia (Plant er af.,1991).

porcentaie de similitud con Tswil2 es del 62 %. Al comparar estas protefmas (fi

13) observe una zonz extremadamente similar (91%), desde lz posicién 1 2 59
de protefna madura; 2z partir de la posicidén 60 la similitud es del 8 %. Sin
embargn, =l comparar los ¢DNAs correspondientes se mantiene la homologiz 2 lo
largo de foda lz zona codificante. Se observa que en el nucledtido 271 de [z 76
hay cambio de fase de lecturz respecto 2z TswlZ por ausencia de un

ido. Al leer el extremo 3' del ¢DNA e I6, a partir de la posicidn 271 con
fase de lectura distinta, el polipéptido deducido presentz ung similitud del
75% con el extremo carboxiterminal de TswlZ2, & partir de la posicién 60. st
ncie sugiere gue el clon fe /6 ha podide alierarse durante el proceso de
ie. La secuencia de TSWI12Z estd corroborada con Iz de un clon homdlogo de
mener iamafio, citado anieriormente.
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Fig. 14, Allnsamineto ds la proteina Tewl2 con la proleina e74.
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5.  Sputhern gendmico de TSWI2

Para determinar sl ndmere de copias del gen fswi/Z ern el gzenoma v is
iz de otros genes de secuencia similar, se realizaron hibridaciones del
TSW1Z2 con DNA gendmico de tomate en condiciones de altz v baia
pencia. Se digirieron fracciones de 10 pg de DNA con varias enzimas, se
on por electroforesis en gel de agarosz y se transfirieron 2 membrana
.. Las muestras se prepararon por duplicado, v cada uns de laz réplicas
membrana se incub$ en las condiciones de hibridacidn y lavado fijadas.
Lz estringencia de hibridacidn se pueds zjustar alierando faciores ous
la estabilidad de los hibrides. La temperatura de fusidn (Ty) de hibridos
NA wviene dada por la ecuacidn:

T = 81 + 16.6(logM} + 0.4 (%G + ©) - 0.6 (% formamida) - 600/ - 1{(%d),
M Iz molaridad del i6n monovalente de la solucidén de hibridacidn, GO el
de residuos guanina y citosing de la sondas de DNA, » su tamafio en
porcentaje de disparidad entre las cadenas de DNA (Meinkoth, 1984).

EOH X EooM X
231 -
s L
g.4 -
65 - e
i L
a4 . _
Fieure 14, Andlisis Southern de 23 .
WA otz de tomele digerido con 20 -

Eooll {E), Hindlll (H) y Xba [ (X},
&n oondiciones de alie (A) v bajs
18} estringencia, ulilizando como
sonde al inserto TSWIZ2. Los
marcadores de tamafio, en Kpb,

sorresponden & DNA de fago
s digerido con Hindlil

W
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La hibridacién de! DNA gendmico con la sonda TEWIZ en condiciones de
gencia se llevd a cabo como se describe en Material y Métodos (0.73

e

#

50% formamida) v a la temperatura de 42°C (Ty - 21). pardmetros estdndar
letectar fragmentos [00-95% homdlogos. Lz hibridacidn en coandiciones
sermisivas se realizd a 32°C (Ty -31) en la misma solucidn; estas
son apropiadas para detectar fragmentos de DNA con homologlas de
gue, come indica la ecuacién, por cada disminucién de homolegia de
desciende aproximadamente [°C.
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Como muestra la figura 14, en condiciones de alta estringenvia (fig. 14

A) se detecta una sola banda con las enzimas probadas; este resultado sugiers
gue ‘existe wun solo gen por genoms haploide, aungue nc se pusde descartar la
e de wvarias copias en los fragmentos detectados. En condiciones de baja
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cia (fig. 14 B) se observan una seric de bandas de menor intensidad,
ndientes 2 otros genes con homologia a TSWIZ.

en plantas adultas del RNA menszjerc correspontiente

6.1 Efecto del tratamiento con NafCl

Mediante anélisis por northern blor se estudiaron los niveles de
2 cidn del mRNA TSWI12Z en plantas de fomate en distintas fases de s
desarrclle y en plantas sometidas z diferentes tratamientos.

it
o

En primer lugar se estudid si el mensazjero TSWI12, saislade de una
de pldntulas de ocho dias de edad, estaba presente en plantas adulias
ate, B¢ utilizaron plantas com © & 7 hojas formadas, cultivadas

hidro camente en medic Hoagland al 50%, bajo ciclos de 16 horas diarizs de
fuz v 25°C/20°C de temparatura dia/noche. Se aisié RNA total de plantas no
tratad de plantas tratedas con 10 g/l de NaCl, gque se afiadid a;é Wmiﬁo

Al finalizar el tratamientc el material se congeld en trdgen
cogiendo por separado raices, tallos y folioles de hojas; en i@ f%mc:i ‘é
s Lmiuyemn también los peciolos. Las muestras de RNA Sﬁgawaém por
mediante electroforesis en gel de agarosa, se transfinieron 2
de mylon. La presencia del mensaiere TSWI1Z se determind por
del cDNA TSWI12 con el RNA fijado al filro.

£

figura 15 muestra la cinética de induccidn del mRNA corespondicnte
en plantas adultas tratadas con 10 "g/L NaCl. El mRNA TSWI2 no s
ningdn Organo de plantas control. Tras 6 horas de tratamiento con
12 se detectz en tallos; el nivel méximo de sxpresidn se alocanza tras 24
iratamienio vy se masantiene duranie el tercer v séptimo 4l de
En tallos de plantas gue harn permanecido durante 30 dias en
de sal, el mRNA TSW 12 estd aun presente, aungue no en ¢ gra
le acumulacién., El tiempo de exposicién de las aut@rzr@aéimgmh;@s
ondientes a hojas y raices de la figura 15 es cinco veces superior a las de

talios: en las hojas de estas plantas, el mRNA TSWI12Z se deiects Unicamenie iras




sobreexposicién del filtro. En ningun caso se detecta mRNA TEW1Z en

Raiz

Tallo

Hojas B
Figura 15. Analisis por northern blet de RNA iotal de ralz, talle v hojas de

g:;im‘@as de tomate cui ivadas hidropénicamente, wlilizandoe come sonds =l Inseris
TEWI12. Los distintes carriles corresponden & plantas control (B) v Yratedas son

‘NaCl & concentracian final de 10 g/l durante el tlempo indicade: 6 horas, 1, 3, 7
& 30 digs. El tempo de exposicién de las autorradiogralias correspondieniss &
alz v hojas fué cinco vecss superior a los correspondientss & talle

e“¢

limitar mis exactamente la localizacidn del mensajero TSWIZ se anszlizd
zdo tallos v peciclos de plantas tratadas con sal duramte 24 horas. Comeo
a2 la figura 16, el mRNA se expresa tanto en tallos como en peciolos, si
en £stos el nivel de acumulacién es ligeramente mayor.

6.2 Efecto de otros tratamientos

Se sstudid d= formsz anfiogas la respuesta del gen TEWIZ sl estrés
manitol 300 mM), térmico (40°C, 6 horas), dafic mecdnico (24 horas)
‘».:m con distintas hormonas (ABA, bencilaminopurina(BAP) v é#ci
(GA), 20 uM).

L.os tratemientos con manitol, bencilaminopurinag, acido Lign
ABA se realizaron por adicién de ¢€stos al medic de cultive, recegiendo las

&4
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i

24 horas después. El manito!l es un -polisacédrido no metabolizable por las
iz concentracién apliceda es aproximadamente equiosmolar 2 NaCl 10

se induce por manitol 300mM aunque el nivel de acumulacién es menor
ueido por NaCl 10 g/L. El ABA, a2 la concentracién ensayada, 10 ub,
bilmenie la expresidn de TSWI12; no se detecta mRNA TEWIZ en los
ws con GA v BAP (datos no mostrados).

Figura 186. An
HMNA tolzl de
planies de lon
durante 24 f
Towiz.

tratamiento de herida se realizd sobre las hoias, apliczndo wvarias
pinzas oe didlisis en hojas jévenes vy viejas, dejéndolas presionadas durante 24
horas, Varias® hojas més se pinzaban 4 horas antes de recoger las plantas. Se
on sste tipe de pinzas pars evitar la desecaciSn duranie el tratamisnto.
Lz expresion de TSWIZ se induce también por herida. El nivel de acumulacidn
Na TEWIZ en plantas heridas es similar al inducido por manitol

¥l patrdn de acumulacién de TEWIZ inducido por sstes {ratamientos es
al inducido por Na(Cl, es decir, el mRNA TSWI1Z no se detecta en raiz v se
preferentemente  en  tallo; en hojas, idnicamente se  deteciz tras
el tiempo de exposicidn de la autorradiografia.

Ei choque térmico se aplicé calentando el medio de cultive & 40°C y
manfeniendo la planta durante & horas z 40°C en lz cédmara de cultive, sin

g eondiciones descritas de luz v humedad. Este tratamiento indup
débilmente en hojas y tallos de TswliZ; zungue su acumulac
bojas es menor gue en tallos, se¢ observa menor diferencia entre la sefial
ridacion en 4dmbos Srganos gue con otros tratamientos.

, eiecio de otras sales sobre la induccidn del gen TSW 12 se compard
con - los niveles de acumulacidn obtenidos con 10 g/l (171 =mM) Nafll,
onstanie la concentracidn de iones Cl- o Na<.

%
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e realizaron tratamisnios de 24 horas con Nag504 85 mM v con KOOI 171
Como sz observa en iz figure 18, existen difersncizs =n iz intensidad de la
sefial de hibridacién. La induccién de TSWI1Z es miéxims con el fratamiento con
Nall v minima con el tratamiento con NapS04.

[
th
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Raiz

Tallo

Hojas

Figure 17. Analisis por northern blot de RNA iotal de rafz, talic v
hojas de planias de tomate cuitivadas hidropénicaments tratadas con
manitol 300mM (), ABA 10 pM (k) o herida (e} durante 24 horas o
incubadas 2 40°C duranie & haoras {d), ulilizando como sonda TSWi2.
Los filiros correspondientes a rafz v hojas se expusieron § veces mis
iiempe a la pelicula que los corraspondientes 2 izlios.

c S@4N32 CIK CiNa

v 18, Hibridapién de le sonda
Y17 pon BNA iotal de izllos de
't de tomale tratadzs con

g 85 mb, KCL 171 mM & NaCl
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Sindtics  de acumulacidn del mRNA TSWI1Z durante la
germinacion

Aungue el mRNA TSWIZ no se detects en plantas gdultas no tratadas, sin
esta presente en pléntulas de & dias de edad no tratadas (fig. &); pars
la expresidn del gen rswl2 durante el desarrolic de las planias, se
ron semillas en medio Hoagland 1T diluido al 50% v se seleccionaron
gn diferentes fases de germinacidn: 2) semilias smbebidas duranie 24

n agua, b) pldntulas de 4 mm de longitud total, ¢)  plantulas con
culas de 15 mm de longitud, d) germinulas con cotiledones expandidos vy e)
con la primera hoje formada. (Las edades aproximedas de estas
son, respectivamente, 3, 5, 8 y 18 dias). Se aislé RNA total v se
inzron los niveles de mRNA TEWIZ mediante anilisis northern. Como se
en la figura 20, este mensajerc esté ausente en semillas embebidas v se
muy débilmente en pldntulas con una ‘hoja formada tras
obreexposicién del filtro. El mRNA TSWI12 comienza z detectarse en semillas o
longitud, v el méximo de induccidn ocurre en semillas de 13 mm, donde
¢z 2l menos 20 weces méds intensa gue en ¢l caso de plintulas con
grzpandidos.

E’“D

Figura 18. Analisis por northern biot de BNA ol de
semilias embebidas duranie 24 horas en agua (&), pléntulas
de 4 mm {b), plantulas con radiculas de 18 mm (&),
plantulas con cotiledonss expandidos (d) v pléniulas son la
primera hojs formada {e).

pmulacién del mRNA TSWI1Z en pléniulas somefidas 2 distintos
tratamisnios

e determind el nivel de acumulacién del mRNA TSWI12 en plintulas de
ie 8 dlas de edad tratadas con NaCl 10 g/l o sometidas a chogue émmico.
£y

' muestra gue, si bien el mRNA TSWI1Z se acumula en pliniulas no
nivel de expresién asumenta con el tratamiento .con 10 g/l de Na(l
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duvante 24 horas y con el chogque térmico de 37 °C duramte © horas. La
n del mRNA TSW12 por chogue térmice es ligeramente mayor gue por

ve 280, Andlisis por aocrthern bist de TSWi72
a de planiulas de tomate de 7 dias
¢ perminadas en agua (e), iratadas
ol 10 g/L durante 24 horas by o
incubadas durants 8 horas a 37°C {¢).Se
rn lez hibridacién con una sonda de
rrespondienie & un gen de IRNA
| >“’éhéﬂe; usada para normalizar la
cantidad de FBNA en los carriles.

Expresion de unz proteina de fusién B-galactosidasa/Tswll en
herickia coli

tf

, “ara la obtencién de anticuerpos contra la proteina TswlZ se obtuve en
e::z-?*;‘“‘m suficiente esta proteina mediante su expresidn en bacterias. Para elio
se um una fusion en fase del cDNA TSWIZ con el gen [acl. en un pldsmido de iz
¢ l.as 3 wversiones de éste pldsmido permiten clonar fragmentos de DNA
s‘mg ung de lzs fases de lectura posibles, obteniéndose proteinas de fusidn 2
.actosidasa. La sintesis de la proteina de fusidn estd bajo el control de un
represor ¢l termosensible, permitiendo la transcripeén sélo & temperaturas
altes (47°0),

Bl cDNA TSWIZ, clonado en ¢l plédsmido pBluescript II SK{+},
enzima de restriccidn Pvull, gue corta unz sole wvez en el oDNA
o 2Z21) v con lz enzima Pstl gue cortz en el sitio de clonzje miliple
mido. Se purificd ¢l fragmento Pvu II-Psr I de 345 pb, gus m& yve la
odificante de los 37 aminocédcidos carboxiterminales de la protefna, v se
gl plésmido pEXI, digerido con Sma Iy Psr 1 v defosforilade, 2l como se
@zz ﬁé esguema de la fig. 21. El incremento del peso molecular de 1
w2 hibrida respecto al de la B-galactosidasa, deducide 2 partir de sus
as, 85 de 2.4 kDa.
Una wvez gue se comprobd la construccidén mediante andlisis por enzimas
n, se transformd la estirpe POPZ136 con el pldsmido p‘&Kiﬁ%Wl"f
iz superproduccidén de la protefna hibrida incubando el culive & 42°C,
sviergn los extractes proteicos totales de este cultive ¥ f:%& cultivis
s de pEXI incubados a2 30°C vy a 42°C.

B
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€8

“n la figura 22 se rmuestran estos extractos resuelios en um gel &

a v tefiido con azul de Coomassic. En el extracto de bacterias poriadoras

incubadas a 42°C se observe la acumulacidén de un polipépudo de 1213

wwe mo estd presente en los extractos de las mismas células cultivadas a
ias - bacterias portadoras del pldsmide recombinante pEXI/TSWIiZ
i una protefna mayoritaria de 124.3 kDa.

300, 1

2
Pyy il B =
318 i 667 /

....... AALTCA GCT GCT AAT GCT ATA e ABABETE GAATTOUTEUAG....

,,,,,,,,, Lys Ser Ala Als Asn Alalle

Smal Fstf

/ ;
PEXT - L...GOC CGG GGA TCC GTC GAC CTG CAG CCA ...
B-GGal .. Al Arg Gly Ser Val Asp Lev Gin Pro...
SCi
!

DEXT % ’NE g GOC © CT QUT AAT GCT ATA ... ABBRAG GAATTOCTGUALCGA ...
G-Cal fVewi2 . Alz  Pro  Als Asn Ale lie

Egguema de la construccién de la proleina de fusién B-galaciosidasa/TswiZ (2}, a party del
> clonado en el pi=sm ido pBK* (&) v del vector pEX1 [b). L& secuencia de TEWIZ se consignz en
EX1 &n cursiv

Figura 21
cDNA TEW
negiila v le

Lzs proteinas de fusidn con P-galaciosidasz son poco solubles, v ¢
sexpresan tienden a agregarse en cuerpos de inclusién, lo gue permite
ificacidn parcial de estas proteinas.(Stanley v Luzio, 1%84). De =zsta
a partir de un cultive a mayor escala, se purificd parcialmente |
de fusin B-CGal/TSWI1Z,
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“lgure 22, A, Gel de poliacrilamida {5%) -SDS tefide con azul de Coomassie
nde se han resuslic extrzcios iofales de proteing de bacleries ponadoras de
pX1 cultivadas a 30°C (1), baclerias poradoras del pldsmide recombinanie

pEX/TEWI2 cultivadas & 42°C duranie 2 horas (2) v bacierias p@na@wa de
smide pEX1 cultivadas s 42%C durante 2 horas (3). B, Gel de poliacrilamigs
{(7%)-508 tefiido con azul de Coomassie donde se han resuslic canildade
cragieries de extraclo enriguecide en proteing de fusién (2-4), frente al
setracio iotal de bacterias poriadoras del pldsmido recombinante (1), Las flachas
sefialan 1z posicidén de la B-galactosidasa v g prolelna de fusién B-
galaciosidasa/TSWI2

- W

de anticuerpos policlonales comtra Iz proteineg de

a5

Para obtener anticuerpos contrz !z protefma TswlZ se inmunizaron dos
5 por - inyeccién subcutdneaz del extracto enrigquecido en proteipz  de

3
o
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i
adyuvante de Freund correspondiente, con un intervalo de 3 semanas entre

ambas. Se extrajeron aproximadamente 20 ml de sangre 10 dfas después de
aplicar la segunda dosis. Se purificé la fraccibn de inmunoglobulinas G de este
antispere por precipitacién con sulfato aménico, a continuacién se resuspendid

Bn @}F‘% v se dializé frente al mismo tampdn durante 12 horas.

fusid Se inyectaron dos dosis de 150 pg de proteinz emulsionadas en el

Preinmune Iinmuneg
-2, 2 -3 -4
0710 10710
B,
200.0 _ -
e
118.2 _ —
97.4 . _
) . o 662 -
Figure 23. lhcubacidn ds exiracios
citios en proteina de fusidn con
sUern inmune ¢ preinmune. 450 _ -

i.e sigulente etapaz consistié en titular los anticuerpos especiiicos contrz

de fusidn. Para ello, se resolvieron por electroforesis 5 pg de
enriquecido en proieine de fusién en un minigel preparative de
gz v se transfirieron & un filtre de nitrocelulosa. El filtro se comnd en

erticales de 0,8 cm de anchurs, v se incubd con distintas diluciomes de los

intnune v preinmune, El titule del swero 1 resultd mavor gue el del szero

figura 23 se muestra gue diluciones de hasta 10.000 veces del sue

con la proteina de fusidn:; también se observan  reacciones con

protefnas presentes en el extracto. Diluciones de 100 weces del susro
e mo rezccionan con ninguna proteina del extracio.
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Pyrificacién  por afinidad de anticuerpos especificos conirz iz
osroteina Tswill

¥l antigeno inyectado a2l conejo fue un extracto enriguecide en la
de fusién en el gue estdn presentes otras proieinas, como se observa
fig, 22. La respuesta inmune se producird frente a este conjunic de
v frente 2 otros antigenos no controlades. Asf, Iz fraccidn de 1gC

5

a2 partir del suero del conejo inmunizado es une mezcle compleiz de

z partir de la cual se purificaron aguellos gue reconocen
e & Tswll.

Comp antfgeno para la purificacidn por afinidad se uiilizé la
proteing de fusidn, méds sbundanmte y fécil de obiener gque la proteina Tswlil
presente  en  plantas tratadas. Ya gue los  anticuerpos  anti-B-galaciosidasa
1z protefna de fusidén, los anticuerpos monoespecifices contre Tewll
icaron en  dos  etazpes: en  ls  primera, los  anticverpos  anii-8-
idasa se separaron del suero edianie cromatografia de afinidad en
1. de Sepharosa 4B- B- galactosidasa; en Iz ssgunda etapa, &l extracio
" en la protefnz de fusidn se resolvid  en un gel de poliscrilamids v
a2 una membrana de PVDF. La banda correspondiente 2 la proteina
s& recortd e incubd con el suero libre de anti-B-galactosidaza obienido
e. Los anticuerpos especificos para el fragmento Tswl2 de la

T T
OO

Figura 24. Anglisis de los anticuerpos
oblenidos por cromatografla de afinidad.
Exiractos proteicos de izllos de planias
tratadas durante 7 dfas con 10 g/l de NaCl
transferides a filtro & incubados con suero
inmune libre de anticusrpos anti-B-
galaciesidasas vy anti-Tewi2 {1} v con
anticuerpos especificos ant-TSW12 {2).
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comprobar la funcionalidad y especificidad del anmticuerpo purificado, &sie
se ensayd frente a extractos de tallos de plantas tratadas durante 7 dias con Na(l

I figura 24 muestra el resultado de lz incubacién con los anticuerpos
y con el suero libre de anticuerpos anti-B-galactosidasa y anti-
i el extracto de proteinas de talles de plantas tratadas con sal, lo
icuerpos especificos reconocen una banda gque tiene el pese molecula
rado (9 kDa), mientras gque el spero caremte de anticuerpos antl B-
v anti-Tswi2 reconoce numercsas bandas correspondisnies a2
stintas & TawlZ.

o
kg
b
eyl
g
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12, ACUWMIULACION DE LA PROTEINA TSW 12 EN PLANTAS ADULTAS DE
@mﬂm

Los niveles de acumulacidn relarivos de la proteina Tswll se
inaron en plantas de tomate cultivadas hidropénicamente sometidas 2
tratamientos. Las protefnas de hojas, rafces y tallos por separado, se
ron mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida vy se
igrieron 2 unz membrana de PVDF. Esta membranz se incubd con unz

solucidn gque contenfa el anticuerpo purificado, seguida de una imcubacidn con
&msrm

rpos anti-IgG  de conejo  conjugados con  peroxidasa. La sefial  del
52 reveid mediante wuna reaccidn de gulmicluminiscenciz catalizada

12.1 Cinética de acumulacién de la proteing TswlZ en plantas

w g

los siguientes experimentos se analizé lz acumulacidén de TswlZ en
uitivadas en presencia de 10 g/L NaCl durante distintos intervalos de
tiempo, comprendidos entre & horas v 30 dias. En plantas control, coltivadas en

gusencia ds sal, los anticuerpos no reconocieron ninguns proteinag en rafces,
talios hojas (figurs 25).

1,

gxtractos de tallog de plantas tratadas con Wall durante & & 24 horas
tz mninguna banda; sin embargo, en extractos de tzilos de plantas
dias en presenciz de sal los anticuerpos reaccionzn ton upa
.aproximadamente 9 kDa, gue coincide con el peso molecular de

Tswil . Le iniensidad de la banda reconocida por los anticuerpos ep talips es
mevor fras 7 dias de tratamientc y se mantiene incluso cuando 1z plants
permanece 30 dias en presencia de 10 g/L de NaCl. En una repeticidn de este
sento, utilizando un  anticuerpo anti-igG de conejc conjugado a fosfaa
., (datos no mostrados) se observa gue la banda detectads en tallos de
ntgs tratads durante 3, 7

s

5]
&

7 y 30 dfas con NaCl se compone sp realidad de do
gue por su peso molecular (11 v 9 kDa) parscen corresponder a la form
esada 'y a4 la madura de Tswll. En extractos de hojas la bandz de 9 kD
‘ 2 la proteing TswilZ s6lo se detecié al cabo de 30 dias de

mm

?3;

fratamiento.
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Figurs 28. 4 s de extractos de proteinas tolales de ralz, wlic v hojas de plantas de fomats oultivadas
hidropénicamente, ransferidos a filiro e incubades con anticuerpos especificos comntra TSW1Z . Los distintos
carriies conesponden & plantas controt (B) v tratadas con 10 gA KNeli durante € hores, 1, 3, ¥ © 30 dias.

el filtro correspondiente a proteinas de raiz, los anti ICUETPOS
una proteina de aproximadamente 23 kDa. Esta proteina se detecia en
piantas tratadas con sal durante 7 dias, ¥ muy débilmente en plantas
30 dias. El peso molecular de este banda no coincide con el
correspondiente a2 Tswl2; ademds, como ya se be descrito, en todos los casos el
correspondiente a Tswil2 estd ausente en rzices. Este resultado parece
=7 gue una proteina inmunoldgicamente relaciopada con TswlZ se expresa
especificamente en rafces. El RNA mensajero correspondiente a estz proteina
mo se  detectd mediante experimentos de Nornhern a  baje af;:szz::mgmwm,
wtilizande como sonda el ¢cDNA TSWI12.

T
§ oy s
TALE <

Mediante tincién con azul de Coomassie de geles de acrilamids en los que
slvieron extractos de rafces, tallos y hojas de planmtas control v plantas
$2 ‘observa unz banda correspondizmie &l peso molecular de TswlZ gue
aparece Gnicamente en tallos de plantas tratadas con sal 30 dias (fig. 26). Al
superponer ¢l gel com el filiro al que se transfirieron las proteinas, Iz banda
detectada por los anticuerpos especificos coincide exactamente con la detectada
de Coomassie.  Estos resultados indican que lz protefna Tswi? se
en mM@s durante el tratamiento, alcanzandec mniveles detectables por
i ul de  Coomassie al cabo de 30 dias. La sensibilidad de ests s.i::,z“éém
ge izm?s - 1 ug por banda; teniendo en cuemta gue la cantidad de protein
de fue de 25 pg, v gque se rirata de una bandaz prominente, ’”?‘wwﬁ
& mis del 1.2 % de la proteina toral
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12.2 de otros tratamientos
e acumulacidn de la proteing TSWI1Z se determind en plantas sometidss a
fos tratamientos que inducen la expresidn del mRNA TSWi2: 300 mM manitel, 10

ubM ABA, dafio mecénico y choque térmico. La duracidn de estos tratamientos
de 24 horas, excepito la del choque térmico que fue de 6 horas

Comeo muestra lea figura 27, los tratamientos realizados no inducen la
TSW12 en tallos ni en hojas; sin embargo, en raices se  detecta
Iz protefnza de 23 kDa, anteriormente mencionada. Todos los
z excepcidn del ABA, inducen estz proteina.

L.os  psatrones de zcumulacidn de TswlZ v de lz proteing
légicamente relacionada difieren notzblemente, tanto en  distribucidn

como en la induccidn por estimulos especificos, mientras Tswld g
=n tallos & partir del tercer dia de tratamiento con NaCl, la proteina de 23
gspecifica de ravz v responde con mayor rapidez a manitol, berids o
“érmi.m que & Na(l

AULACION DE LA PROTEINA TSW 12 EN PLANTULAE

=l experimentc siguiente se determinzron log niveles relatives de
lacidn de la proteina Tswl2 en pléntulas de tomate. Se pasaron pléniulas
fzs de edad, germinadas en agua, a2 una solucion de NaCl (10 g/i) duranie

g
LA



o se incubarom 2z 37°C durante 6 horas, manteniendolas ez oscuridad
los casos. En la figura 28 se observa gue en pléntulas no tratadas se
2 la banda correspondiente al polipéptido Tswi2. Comparando el nivel de
acién de la protefna en pléntulas tratadas, se observa que auménta tras
en presencia de NaCl, mientras gue tras el choque itérmico no son
diferencias significativas de intensidad respecto a pléntulas

Rafz Talto Heizs

a b ¢ d 2 b ¢ 4 g b ¢ d
$7.4 . ~
56.2 . B
45.0 _ _ -
31.0 _ - B
215 L - -
£4

27. Anzlisis western de exiracios ds oroteinas totales de ralz, sllo v hejas de
de tomate cultivadas hidroptnicaments, utilizando anticuerpos especiiicos contra
.oz distintos carriles corresponden a plantas tratadas con ABA 10 uM (s},
[ 300 mM {b) v herida {e) duranie 24 horas v somelidas a chogus iérmics (40°C)
& horas{d).

a b ¢
g7.4 ..
86.2
450 .
s s , 31.0 —
Figura 28. Anglisis wesglern Us .
extracios de proteinas totales de 215 —
pléntulas no tratadas (&), tratadas 14.4 .

dgiurante 24 horas con 10 g/l de Nall
(b1 vy sometidas a chogue térmico
{Apel) durante 8 horas{e).
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co mm@siziay aporia mformawm muy wimsa que @mde g:mmmw g
d su funcién., Con este fin se estudié la localizacién de TswlZ  medizunte
i inmunohistoguimicas, utilizande les anticuerpos especificos

e incluyeron en parafina tallos y pecioclos de plantas control y de
tratadas durante siete dias con NaCl; estos tejidos se escogieron dada la
espacial de expresién de TswlZ en plantas tratadas). Los

de inmunolocalizacién en sscciones de tallos se realizaron segin

en cuanto & tiempos de ipncubacidn, concenirasiones de
v de detergentes, y realizando paralelamente controles positivos
con  anticuerpos que reaccionan con  antigenos de  localizacidn
En ningln caso fue posible detectar sefial debida 2 reaccidn de los
anticverpos  anti-Tewl2 sobre las secciones. Estos resultades negativos
on & pensar que los epitopos de TswlZ reconocidos por los anticuerpos
haberse modificade durante la fijacidn o inclusidn. Se ha descrito gque
nes  parciales conm  proteasas pueden desenmascarar 1oy epitopos
{Ormerod e Imrie, 1988). Con este cobjetive, se trataron las secclones
ing {0.1% tripsina, C.1% Cally en 20 mbl Tris pH 7.8) previamente 2 Iz
con anticuesrpos; sin embargo, tras esie tratamiento, no se deiectd
de los anticuerpos.

iz wistz de estos resultados se procedid a localizar Iz proteing sobre
nes del mismo material vegetal (tellos v peciolos de plantas conirnl vy
tratadas durante siete dias con NaCl), por ser une iécmice menos
¢ laz de inclusién en parafina, preservande mejor las propiedades
de las proteinas; sin embargo, siguiendo el protocoio descrito en
Métodos, tampoco en este caso se observd sefial alguna.

qu

nte se utilizaron cortes de tejido imprimidos sobre =nitrocslulosa.
ie la impresion de tejidos {sissue printing) se basa en gue al
seccidn de un tejido sobre unz membrans de nitrocelulossz, - las
dan adsorbidas 2 la membrana, dejandc une Imagen estable v fisl
icie del corte, mientras gue no se retenen RNA, sales ni muchas
'-i Wu}as peguefias (Cassab y Varner, 1987). Se wutilizéd wun anticuerpo

» conjugado a fosfatasa alcalina, que did sefial sobre la membrana de
sin embarge, los pigmentos de la planta, retenidos también en la

X=3193 % adguirieron durante las sucesivas incubaciones tonalidades
similares & las del producic de reaccidn de le fosfatasz alcaling, difigultande Iz
identif *m:’ién de la sefial debida al anticuerpo; por ello se repitié el

piilizando un anticuerpo secundario confugado a peroxidasa, cuva
g&mde registrar sobre pelicula radiogréfica. Le peroxidasz catalize la

T




RESULTADOS

del luminol en presencia de perdxido de hidrégeno, emitiendo iuz. En
¢ muestran las impresiones sobre nitrocelulosa de tallos v peciolos de
'tas control v de plantas tratadas com 10 /L Wall duramte 30 dizs.

igde.  se muestran las imvpresiones tefiidas con azul de toluidina, gue

cigualizar la disposicidn de los tejidos del corte, v por otro lado la sefal
ss  anticusrpos superpuestas sobre estas impresiones (A CEG v B,DFH,
respeciivamente).

Se observe que en tallos y peciclos de plantas tratadas aparcce sefial en

fa sefial externa corresponde 2 la epidermis,
iz sefial internz aparsce en tejido wvascular.

Bn secciones de plantas control imprimidas scbre la misma membranz
le plantas iratadas no se detecta reaccion de los anticuerpos, La I
muy intensa, aparece de forma discontinua en el contorno de tallos
y se localiza en la epidermis. La discontinuidad de la sefial podria
> bien a gue el tejido se ha imprimido de manera mo uwniforme, lo que es
‘obable, y/o & gue las diferencias de intensidad de sefial se correlacionen
engrosamientos del anillo wvascular proximos 2 la epidermis, gue se
en la tincidn.

5




RESULTADOS

Figura 30. Impresiones sobre nitrocelulosa de tallos (A y B) y peciolos (E y F) de plantas
adultas control y de tallos (C y D) y peciolos (G y H) de plantas que crecieron en medio nutritivo
con NaCl a concentracién final de 10 g/L durante 30 dfas. Las fotografias de la derecha (A, C, E y
G) corresponden a las impresiones tefiidas con azul de toluidina, las de la izquierda (B, D F y H)
muestran la superposicién de éstas y de la pelicula donde se registra la reaccién de los anticuerpos
anti-TSW12,
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RESULTADOS

La sefial interna, asociada a la zona del tejido vascular, aparece en
peciolos siguiendo la caracteristica disposicién en herradura del tejido vascular
propio de peciolos y es mucho méis intensa que en tallo, especialmente en las
zonas donde este tejido estd mds desarrollado (fig. 30 H).

"~ En tallos, la reaccién de los anticuerpos en tejido vascular forma un
anillo muy tenue, como se observa mds claramente en la fig. 31, donde se
muestra solamente la sefial del anticuerpo sobre la pelicula en secciones de
tallos.

Figura 31. Sefial del anticuerpo especifico contra
TSW12 sobre tallos de plantas tratadas con NaCl 10
g/L durante 30 dias. Las flechas sefialan la sefial
interna, correspondiente a la zona vascular.
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1. Respuestz de pléntulas de fomate a NaCl: cambios en los patrones
bidimensionales de proteinas de nueva sintesis

T’P wrﬁ@emia de WaCl en el medio afecta severamente la germinacidn v el
i de pldntulas de tomate; el retrase en la germinacidn y la
n - del porcentzje de semillas germinadas en medios con distintas
m de sal y/o ABA queds reflejado en la fig. Z.

Los cambios de expresidn génica en pléntulas germinadas en presenci
I v/o ABA se han estudiado mediante slectroforesis bidimensional de la
marcadas in vive con S-S5-Metionina. En este tipo de exzperimentos,
se comparan cambics de expresidn génicz en distintas etspas ael
v en condiciones adversas para la planta, fue necesario tipificar las
fases de la germinacidén gue se estudiaban con el fin de obtener
proteicos  comparzbles.  Las  condiciones  szlinas  retrasan el
de la planta vy por tante, el parémetro tiempo no es adscuadc parz
el estado de desarrollo. Los pardmetros escogidos fueron el tamafic de lg
& o de la radicula y la expansién de cotiledones. Se estudiaron 3 fases de
linacidn gue correspondian s plintulas de 4 mm, radiculas de 18 mm v
con los cotiledones extendides. Los resultados obtenidos en las dos
avanzadas fueron idéantices, por lo gue se hace veferencia a
en la fase de germinacién temprana (pléntulas de 4 mm de longitud)
ase gvanzada (pléntulas con radiculas de 15 mm hastz pldntulas con los
extendidos).

@
g

presencia de Nall en el medio induce la expresién de gen
-en radiculas de plédntulas de tomate durante la germinacidn.
con NaCl yfo ABA no alteran globalments el patrén de proteinas
sintesis, a diferencia del chogue térmico, que lo saltera drésticamente
, 1981). Los patrones generales se mantienen también con otros tipos
como desecacidn (Bray, 1988 y 1990) ¢ bajas temperaturas (Guy

:y
1987).
goneral los tratamientos con NaCll y/o ABA  incrementan el nivel de

-
)
3w

=

. el
tesis de -protefnas presentes en condiciones control. Sin embargo, tam
trazm oo ﬂm\% algunos cambios cualitatives, como por ejemplo la mdmgmn por
NaCl y ABA del polipéptido bdsico de 16 kDa en la ctapa inicial de germinacidn
Iz induccidn, en todas las fases anealizadas, del polipéptido TASM Como se
en las tablas 2 y 3, la concentracidén minima de NaCll requerida para la
induccidn de la sintesis de las protsinas descritas varfa para cada una de ellas;
general el tratamiento con 5 g/l es insuficiente para destectar la mayoria de
los gambios inducibles por sal, que aperecen a partir de 8 g/, NaCL

..... -respuesta al estrés hidrico/salino en tomate mediante marcaje in vive
aroteinas se ha estudiado fundamentalmente sn dos sistemas: en cultivos
=5 adaptados a salinidad (Ben-Hayyim et al, 198%) v en hojas de plantas
de tomate sometidas a desecacidn (Bray, 1988 v 1850). En u?’gﬁ.\m&

es]
(3]




DHSCIIERON

atdaptados a condiciones salinas durante tiempos prolongades (6
cambio més significativo descrito es la induccidn de una proteina de
kDa v punto isoeléctrico aproximado de 6. Ningunz de las proteinas
detectadas en radiculas de pléntulas germinadas en presenciz de sal presenta
estas carscterfsticas. Las protefnas mds prominentes detectadas eu hojas de

: mtluﬁs a2 estrés hidrico durante 8 horas tienen pesos moleculares
T z'},z. ios entre 16 v 17 kDa v puntos isceléctricos entre 4 y 5.5, Estas
caracieristicas coinciden con las del polipéptido TASI4, descritc en nuestn
trabajo. Otros polipéptidos adicionales inducidos por desecacidn en m;m
no parecen coincidir con los observados en radiculas de . plintulas
af‘summ.@ la germinacién en medios salinos.

o

s miveles endégenos de ABA aumentan notablemente e plantas
tidas a estrés hidrico v salino; este hecho, descrito en numerpsas %‘;spmmg
come por eiemplo tomate (Bray, 1990), espinaca, judia, (Zeevaart y Creelm
198%) mafz v trigo (Austin er al, 1981), ha llevado a propomer al ABA como
mediador de la respuesta a esirés. Sin embargo, experimentos més recien
con mutantes insensibles 2 ABA o con inhibidorss de la m@mh@ is
{(Nordin et al.,, 1990) han pueste de manifiestc gue genes especificos se
por estrés hidrico sin la participacidn del ABA, gugimnm I
de rutas de transduccibn de sefiales independientes de ABA. Ei
trabgio se describen dos grupos de polipépiidos, uno de slios inducido
aments por NaCl, v otro inducido por aplicacidn exdgenz de ABA; Ia
los polipgptidos inducides por Nall y por ABA coinciden; sin
anélisis de patrones bidimensionales muestra claramente gque la

ne ¢on ABA, como por siemplo Iz protefnz bésice de 17 k‘“ gue se
v MaCl en la etapa inicial de germinacidn, v las pmmmas amdm de 54
kida en fases de germinacidn avanzadas. Asimismo, varizs de las proteinas
s por 10 uM ABA difieren en las concentraciones de Nall neces
o induccién; asfi por ejemplo, las proteinas bésicas de 16 13 .
i ; por ABA en 1z fase de germinacidn temprans se detectan parar de
5 ¥ de 10 g/l NaCl, respectivamente. Estos resultados indican gue la sintesis de
es v

0

k4
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roteings no depende exciusivamente de la concentracidn intracelular de
10 gue oiros factores celulares adicionales condicioman estos cembios de
génica. Por tanto, aungue el ABA interviene en la respuesia a esirés
serfe sin embargo el dnico mediador en Ia respuestz a estrés salino.

Algunas de las protefnas inducidas por los distintos tratamientos sz
sinictizan activamente durante las tres fases estudiadas (tablas 2 v 3), como las
as bdsicas de 18 y 13 kDa o la protefna TAS14; sin embargo, la mavoria se

uten exclusivamente en Iz etapa temprana © en Iz tardia,

2 wvez determinadas las protefnas inducidas durante la germinacidn
ics salinos, se znalizaron las inducidas por chogues salinos en pléntulas
>ulas de 15 mm de longitud, Como resultade de este zmmmmmm 5e
{a induccidn de wvarias proteinas, algunas de ellas coincidentes con lzs
durante la germinacidn en medios cor NaCl y/o ABA, como TAS 14, 1z
dcida de 18 kDa, vy précticamente todas las proteinas bésicas, 3z
de la de 27 kDa; entre estos polipéptidos, inducidos por chogue salino
en fase avanzada de germinacién, se encuentran pmmmas que ©n
entos de germinacidn aparecen exclusivamente en la fase mmpz"ma
siamenie las protefnas bésicas de 16 v 17 kDa; este r@suima@ indica que
stzs proteinss no son mpcufscas de ung etapa determinazda del desarrollo, sing
que su cinética de aparicidn corresponde 2 los momentos iniciales en gw iz

&




DISCUSION

pléninla se enfrenta 2 las condiciones salinas, independientemente de la efapa

de desarrollc de la pldntula. Sin embargo, existen también proteinas gue se
detectan exclusivamente en respuesta a chogue salino, sefialadas cop flechas
en lz fig. 7. Estas diferencias en Iz respuesta pueden atribuirse 2 que las

p »

s gue germinan en medios salinos estén en un estado fisioldgico
te al de pléntulas germinadas en agua gue se enfrentan, debido 2 un
sglino, 2 un cambio brusco en su medio. Estas diferencias fisioldgicas se
vada por observaciones realizadas en células de tabaco, donde se

que los polipéptidos mayoritarios . asociados & adaptacién a sal no
. con las protefnas inducidas por chogue salino (Singh ef al, 1985).

g
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- Estos resultados indicarfan gue duramte el perindo de estrés se simtetizan
i os

nente una serie de polipéptideos especificos, algunos de  ell

mientras las condiciones adversas esifn  presenies, ¥ otros
emente necesarios s6lo en la etapa imicial o bien de :@pawmém
ia. Por tanto, el andlisis de proteinas en un momente concreio del

LBIMSTD, o bien en un ¢Srgano determinado, permite séic uns visidn parcial

del I polipéptidos implicados en la respuesta z salinidad, El esmdio
de pencs concretos, como el gen TSWIZ, confirme la especificidad temporal y
espacisl de su expresidn por estrés saline,

uu& polipéptidos inducidos por estos tratamientos v detectados mediante
"n vivo con 25S-Metionina no se acumulan lo suficients como para ser
1zlizados ‘mediante tincidn con plata. Este resultado parece indicar gue esios
poli éntidos mo son componentes estructurales de la cflula sino gue mis bisp
serfan componentes con funcién enzimdtica o reguladora.

513 ’

El andlisis de protefnas marcadas in vive no permite deducir sl los
indocidos por Nall vyfo ABA se deben a2 Iz induccidn de |
cidn de estos genes, a cambios de la estabilidad o de la eficiencia de
traduccion 4o sus mRNAs, o bien 2 variaciones ez las tasas de degradacidn de
las tefnas. Para tratar de delimitar estas posibilidades, se analizzron los

1 de traduccifn in virre de RNA towal de pléninias germinadas en lo
o descritos (datos no mostrades). Los patrones de los productos de
iuccién in vifro de plantulas control difieren notablemente de los patrones
oteinzs marcadas inm vive. Este resultado indica que algunas  de las
observadas sufren modificaciones post-traduccionales gque alteran su
3 wldctrico y/o su peso molecular, de modo gue no es posible relacionar
polipéptidos marcados iz vive con los obtenidos por traduccidn in wvirro. En
los patrones bidimensionales de pléntulas marcadas con 32p.griofosfatc  (datos
ne mostrados) se observan numerosas sefiales correspondientes a2 proteinas

forilad lo que indica gue al menos la fosforilacidn es unz modificacidn
post-traduccional frecuenie.

‘n los patrones bidimensionales de los productes de traduccibn in o
nero - de diferencias entre pldntulas contrel v plantulas germinadas en
ABA es menor gue el observado al analizar las protefnas marcadas in
tanio, algunos de los cambics observados por marcale in vive
deberse a fendmenos de regulacién post-transcripcional. La
post-transcripcional en respuesta z estrés se ha descrite en oiros
5, como por ejemplo en tubércules de . patata, donde existe treduccidn
ive de mensajeros inducidos por condiciones de hipoxiz o herida (Butler
gt al., 19%0). En estas condiciones se inhibe la traduccidn de mensaieros
presentes  anies del inicico del estrds vy se traducen predominantemente los
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i

especificos inducidos por hipoxia o por herida; las proteinas
por los mRNA inducidos por estrés son dificilmente detectables
- traduccién in virro del RNA total, va gue dnicamentie constituyen
uefia fraccién de la poblacién de mRNAs existentes. Otro ejemple de
itacidn  posi-transcripcional, descrito recientemsnte (LaRosa er al., 1992)
=l de la proteina osmotina, inducida por NaCl y/o ABA; el mRNA de la
osmotina se acumula en respuesta a ABA, estrés osmdtico, herids, infeccidn con
' . ‘mosaico del tabaco vy etileno; sin embargo, parz la acumulacién de
osmotina se regulers la presencia de esirdés osmotice, existiends
desfase de tres dfas entre lz induccién del mensajere v la
de la protelnz detectable mediante western blot.

3. CARACTERIZACION DEL GEN fswil2
%1 Alsiamiento del clon TSWI12

lz primera ctapa del trabzjo, en la gue se determinaron cambios de
1 génica inducidos por chogues salinos y  por tratamientos
con NaCl, se waid de identificar v caracterizar un gen individual
io en ‘la respuesta a estrés salino en tomate. Existen dos tipos de enfogue
tar -de - estudiar la respuests a condiciones ambientales adversas @ nivel
por un lado, estudiar la expresidn de gemes gque codifican proteinas
de las gue se asume gue intervengan en esta respussta, por ouro,

o este trabajo se describe el aislamiento por hibridacidn diferencial de
un -clon de ¢DNA de tomate inducible por estrés saling. Para ello se analizé una
clongtecz de cDNA procedente de plantulas tratadas con 10 uM ABA v § g/L
2h este tratamiento es el gue induce cambios més claros en los patrones
glectrofordticos znalizados. Entre los clones aisiados se sclecciond uno de ellos,
denmminade  TSWIZ, gue presentsbs hibridecidn  diferencial, confirmads
posteriormente por andlisis northern.

2.2 Anilisis de la secuenciz de TSWiZ
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& lectura abierta de 347 nucledtidos. El peso molecular de Iz protefn
partir de la secuenciz nucleotidica es de 11.59 kDa. A partir del
iz inicio ATG hay una zone de 23 amincdcidos con las caracterfsticas de
o sefial, La comparacidn de la secuenciz de iz proteina deducids con
de datos muestra la existencia de un zltc grado de similitud con
transferentes de lipidos de plantas.

han aislado proteinas con actividad de transferencia de lipidos de
hongos, levaduras vy mamiferos. En mamiferos se han detectado dos
3. FPs: un grupe de ellas son proteinas dcidas de peso molecular emire
kIDda, gue presentan especificidad de sustratc y que transfiere
(PC-TPs), fosfatidilinositel (PI-TPs) u otros fosfolipidos. Oiro

R
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DISCUSION

grupe de protefnas, proteinas trensferentes de lipidos mo especificas (nsl.TP),
de peso molecular entre 9 y 15 kDa y punto isoeléctrico bdsico, transfieren in
vitro  distintos fosfolipides y galactolipidos.

plantas sb8lo se han detectado, haste el momento, LTPs no especificas,
due periensce también la protefna Tswl2. Las LTPs no especificas de
son polipéptidos bédsicos de 90 a 93 aminodcides con una homologia
:5 gue oscila entre el 30% y ¢l 70%, conservidndose en todos los casos ia
n de las 8 cistefnas presentes en sus secuencias, 2 excepcidn de un
ir unz de estas cistefnas por glutaming en Iz LTP de Eleusine corgcana:.
estdn muy conservadas dos regionmes comprendidas entre los residuos
v sntre el 43 y el 45; estza Ultimas regidn corresponde 2 la zoma de
midrofilicidad. De hecho, existe una secuenciz consenso & la que s
iptias las secuencias de LTPs de plantas conocidas hasta el momento,
tivos conservados en las LTPs de plantas no ss mantienen en lag L7Ps
ificas de mamiferos gue tienen un peso molecular mayor vy contienen
residuo de cisteina.

B
Yoot

El andlisis de dominios caracterfsticos, realizade medianie

programa PROSITE, muestre los siguientes resultados para la proteinz "E‘s 12:

i) sitio de fosforilacién por caseine gquinasa 2 {CKII).
ii) o de fosforilacién por proteinz gquinasa C (PKII).
iily 0 sites de miristilacién.

& sxistencia de dos sitios de fosforilacidn posibilita un grado superior
seién de la funcidn de Tswl2. Ademds de la trascripcidnftraduccidn
I, demeostrada por nmortherrn v western blors, TswlZ  podriz
post-traduccionaimente modulando sy actividad bioldgica jslsia
mensajes intracelulares. Es improbable gue Tswl2 se miristle, va gue
ariv gue el extremo amino de lz2 protefna seas una glicina y, dado que
E’”%@S sitips de miristilacién mencionades corresponden 2z regiones
gue se ajustan & la secusncia consenso, seriz necesarip gque TEWIZ
procesamientos adicionales.

L.az predicciones de estructuras sscundarias y zonas anfipdticas de las
de cebada, malz, espinace v ricine, analizadas por Madrid v Weusteln 1991,
ultan ser similares.
Se he ansalizade Iz existencia de =zoras anfipdticas en lz sscuencizg de
Tewlz 58, wm wgumberg (1984), mediante el programe DNA Strider! ™ 1.0 (Service
Bioc de Recherche Fondamentale, Commisariat & ['Energie
"ﬁ‘mncza\ teniendo en cuenta que los dngules entre aminodcidos
res en una o-hélice v en unaz hoje plegada-8 son, respectivamente,
v 180° se calcularon los momentos hidrofébicos de la proteina paras esios
dngulos mediante el algoritmo de Eisenberg., Se identificaron dos zonas
fipatices para la conformacién en hoja plegads-B y una zona anfipdtics para
idos dispuestos en w-hélice. La posicidn de dos de las hojas plegadas-B
(descritas en Resuliados) coinciden con iz de ias dos zonas anfifflicas
para 180° esto indicarfza que las zonas en hoja plegada-B entre los
15 v 20 v entre los residues 70 y 8l.constituirfan estructuras
La probabilidad de ques laz prediccidn de upa estructurs sscundsria
vecia  aumenta cuando dicha zona es aunfipdica (Eisenberg, 1984).
fa zona comprendida entre los residuos 52 y 63, para la que se predice
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en wo-hélice, coincide con lz zona de cardcter anfipdtice calculada

Madrid vy Wetistein (1991) han propuestc un modelo estruciural para
plantas, al que se podris ajustar también la proteina TswlZ. Segln ezste
las zomnas en o-hélice y en hoja plegads B formarian una estruciur
pon un "bolsille™ interior hidrofébico con el gue interaccionariz el
z longitud de las o-hélices v de las hojas plegadas-B descritas en este
‘13 v € residuos, respectivamente) corresponde 2 la longitud de dcidos
16 a 18 carbonos; las zonas hidrofilicas de estas estructuras
gue constituirian la cara externa del “bolsillo”, estarian Emakmaag

wroteins  serian  solubles.

- tanio @Spfzmﬁcas $Omo no esp@czﬁcas, 2 excepcidn de la LT? wp@r ica
pa: z‘m atidil-inositol de levaduras. Esta proteina, codificada por gl gaﬁ SECI4,
a para el transporte de protefnas de secrecidn a través del complejo
{Bankaitis er gl., 1990). Su funcidén seriz mentener lg relacidn
fosfatidilinositol/fosfatidilcoling para el funcionsmiento de este
Cleves er al., 1991); por tantp, lz funcidn in vive de PLTP esid
ﬁ complejo de Golgi, sin participar en el fiujo general de
Eﬁb-g&mzu’“’}@;‘.ﬁ%(ﬁ en la célula.

péptido sefial hidrofdbico, tipice de las proteimas de  sscrecidn,
Ea entrada de lz proteina TswlZ en el reticulo @nd@plésméw v 5u
ento  cotraduccional, dando lugar 2 un polipéptide de
mame S kDa. En este compartimento tendrfa lugar Iz formacidn de
tro puentes disulfurc entre Ias ocho cistefnas conssrvadas vy ofras
modificaciones posiraduccionales. La existenciz del pépiido sefial
pmxbmdad de encontrar 2 la protefna TswlZ libre en el citoplasma.
sntraria en la ruta de proteinas de secrecidn, cuyo flujo estd dirigido z
sistermna de endomembranas en direccién sl exterior de Iz célula. La
de proteinas en los disuntes compartimentos estd dirigida por la
de sefiales de rstencidn. Las especificas en plantas para ia retencidn
-ulo endopldsmice son los tetrapéptides KDEL v HDEL en posicidn
terminal;  estas sefiales son muy similares en mamiferes v levad
io por Bednarsk y Raikbel, 1992). En TSW12Z y LTP homélogss, estz sefial
te, por lo gue el destino de estas protefnas estarfz en sitios  més
de la ruta de secrecidn.

[77)

‘ongiderando la existencia del péptido sefial de secrecidn en las L.
suesio  funciones alternativas 2 lg de transferencia  intracelular

g través del citoplasma, propuestz iniciglmente (Kader, 1%@} Segin
i v Wettstein (19%91), estas proteinas transferirfan %’p:‘édns en el interior
sisternz de endomembranas de Iz célula. Otros aviores les asignan wun p?@%‘
en el transporte de lipidos v moléculas apolares al exterior de las células
expresan  (Sterk er al., 19891); esta dltima hipltesis se apoys en que
de aleurona de cebadz (Mundy y Rogers, 1986) v cuoltives celulasres
cgénicos de zanshoriz excretan al medio proteinas LTPs homdélogas 2
(Sterk er af, 1991). De hecho, la protefns de zanshoriz EPZ, homdélogs sz

TFs, se
"

., se detecta en la {fraccidén correspondiente a paredes celulares de
nes  sométicos de zanashoria. Sterk ef al. proponen gque las moeléculas
iransferidas por estas proteinas podrian ser los mondmeros gue dan lugar g la
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mero insoluble gue recubre la parte aérez de las plantas superiores
cuyas funciomes es evitar la pérdida de agua. Los mondmeros de
oo deidos grasos modificados de 16 2 18 carbonos; el mecanismo por el
gue §a§,a:aman la cara externg de la pared celular se desconece.
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2.3  Anslisis Southern del gentswl2 en el genomio de tomate

gen tswlZ se exprese durante la germinacidén; sin embargo, también

se induce en la plantz adulte por distintas condicioness ambientzles adversas;
por . es interesante conocer si Iz planta cuenta con varios genes rswlZ gue
responden 2 situaciones ambientales o de desarrollo especificas o es wun mismo

jue responde a distintas condiciones, Esta posibilidad se analizé
hibridacidn del ¢DNA TSWI1Z con DNA iotal de tomate.

1 andlisis Southern muestra la hibridacién del cDNA TEWIZ con un
s fragmento de restriccién de DNA de tomate, con cualguisrs de  las
s probadas. Este resultado indica gue existe un dnico gen swiZ por
io  haploide, aungue no puede descartarse la existenciz de wvarias copias
del gen oonzenidas en el fragmento HindilI-Hindlll de 3.7 kb (fig u’i-}
Utilizande condicionss de ba._;a gsiringenciaz de hibridacidn se detecta una serie
adicionales mds débiles que corresponden a otros genes de
ébil.

varias especies se ha descrito lz existencia de un sSlo gen LTF, como
aca {Bernhard er al., 1991) v zanahoria (Sterk er al., 1991}, Ep cebadas
zetan  gdemds otras bandas de menor intensidad {Skriver er al, 92) En
los experimentos de Southern blot genémice indican la existencia de
LTP; uns de las bandas detectadas corresponde 2z un posible
truncado, cuya secuenciz preseniz homolegla con una zoma 3 del
iondl; también se detectan baundas débiles correspondientes z genes de
omologiza  (Fleming er af,, 92). En otras esspeciss se han descrito
formas de LTPs, asf en ricino se han secuenciado cuatro isoformas de
1e deben estar codificadas por una familiz multigénica, si bien no se han
datos de hibridacién con DNA gendmico perz esta especie (Tsuboi g1
En maiz, se detectan wvarias bandas de distinta intensidad
ntzs 2 unz familia multigénica. En esta especie, se han descritc
proteicas codificagas por unc mismo gen, originadas por
aiternativa de intromes (Arondel er zl., 1991).

2.4 Patrén de expresién del mRNA TSEWI12

Le acumulacién de menszjero del gem fswiZ se ha estudiado medianie
i northern en pléntulas y en distintos drganos de plantas adultas de
?zmzag;f;;f; sometidas a diversos iratamientos. Este andlisis ha permitido determinar
gue la regulacidn de la expresién del gen TSWI12 es compleja.

s

i:}.

Al seguir la acumulacién del mensajero en el curso de la germinacidn
e gondiciones control, €ste no aparsce en semillas embebidas duranie ’:;f-f;-
boras en -agus; se observa acumulacidn del mRNA a partir de gue l2 radicula
emerize de la semilla alcanzéndose el méximo cuando la longitud de la zaﬁf ul
es de 15 mm; en pléntulas con los cotiledones extendidos apenas se det el
mRNA& TSWIZ, La expresidn de Tswl2 estd restringida 2 esta ﬁm@a s:u:

r

ig
cidn; & partir de ella el gen deja de transcribirse en plantas en
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-5 control (solucidn nutritive Hoeagland el 50% v condiciones de luz,
ratgrs v humedad descritas en Material y Métodos). El papel de la
ns Tewl2 durante el desarrollo es incierto; su induccién podriz esta
relaci ia con la sfntesis activa de membranas v una alta actividad en el
metzbolismo de lfpidos requeride en estas etapas iniciales del desarrolip en las
gue ©i crecimiento de la planta es muy active.

b

Plénmlas gue estdn en Iz elapes de germinacidn en que expresan el gen

5w tratadas con NaCl o sometides e chogue térmico aumentan sus niveles
b del mRNA TSWI2. Estos resultados indican gque la expresidn de fswlZ

estd  reguladz durante el desarrollo, gque factores externos ambisntales induce
idn v gue el efecto producido por estas sefiales especfficas es aditive.
momento, TSWI1Z es el Gnico gen correspondiente z una LTP gue se

induge por factores ambientales.

B omRNA TSWI12 no se detectz en hojas, tallos ni rafces de plantas adulias
control. Sin embargo, estd presents en tallos de plantas tratadas durante seis

: WaCl. A partir de 24 horas de tratamiento el nivel de acumulacidn se
v se mantiene durante el tiempo estudiade (7 dias). En plantas gue
manecido durante 20 dfas en tratamientc con  sal se  sigue
iendo este mRNA, aungue el nivel de acumulacién ez ligeramente
‘o plantas sometidas a2 estés salino, el mensajere TSWI1Z muesira wnz
sspacial caracterfstica, acumulédndose preferentemente en  ialios
tratadas; nc se detecta en rafces y es necesario sobreexponer el
desectarlo en hojas. Este patrdn de expresidn, gue debe estar
con la funcidn de TSWIZ en plantas sometidas 2 esiris salino,
existe una regulacidn espacial de Iz expresidn de fowlZ2, gque
te
el

3

gste mensajero especificidad de drganc. El heche de gue se dste
nente en condiciones de estrés, indica que fswlZ mo juegs un pa
ve en tejidos vegetativos de plantas no tratadas.

g O

El pairdn de expresion de TSWI1Z difiere potsblemente del obssrvadeo en
otras espeeies, asi, el mRNA correspeondiente 2 LTP de espinace (Bernhard ¢
al., 1991}, tabacc (Fleming er al., 1992) v ricino (Tsubol, er al., 1991} se detecta

1z parie -zérez de plantas cultivadas en condiciones control. En sspinaca =l
nivel de este mensajero es muy alic comparade con el nivel de transcripcidn de

=1 hecho de gue la expresidn diferencial del mRNA TSWIZ por
ron NaCl sez mucho mdéds acusadz en planias adulias en
y gue TSWI1Z se exprese preferencizlmente en el talio estd en
nciz  con los  resultados  obtenidos 2l analizar lps  pairones
ngionales de proteinas; segin é€stos, en un momento determinade del
enio se detecta sdlo parte de las proteinas inducibles por sal o ABA. s de
. por tanto, gue dependiendo del tipo de tratamiento y de la edad o del
de Ia planta se detecten zigunos genes no detectados en | oiras
cignss ¥y viceversa.

%

La respuestz del gen wmwlZ2  al estrdés cemdético se estudid zfadiendo &l
s de cultivo manitol a concentracién aproximadamente equiosmolar a iz
ramientos con NaCl, traténdese de emular el componente osmétice del
seline v disoclario del componente idnico. El resultado oblenido ind
estrés  osmético, uno de los tres componentes principales del e
5 :

ica
M tré
salint, induce la expresion de TSWI2 con el mismo patrdn espacial que el NaCl;

gl mivel de acumulacidn, cuantificade por depsitometrfiz, es

[%]

T
g




madamente 10 veces menor. Este resultade sugiriers gue
onentes adicionales, presentes en el esirés salino, son los
=z ¢ esle gen.

Manteniendoc las mismas concentraciones de iones Nat & Tl gue las
t por el NaCl, se determinaron los npiveles de induccién de TEWIZ en

tamiento con cualesguiera de estas dos sales, aungue el mivel de
acién es menor que con NaCl. El efecto del NapSO4 es menos acusade gue

gl d=! KCl En discos de cotiledones de soja se ha determinado la toxicidad de
} 25 sales vy compuesios no idmicos segin el dafio producido en la
nz plasméiica; éste se ha cuantificado en funcidn de la concentracidn

os liberados al medio (Leopold y Willing, 1984). Los uiveles de

i6n de TSWI2 en plantas tratadas con las sales mencionadas

a7 mente estan correlacionados con su grado de toxicidad. Estos resuliados
sugieren gque la toxicidad es el componente del estrés salino con mayor efecto
80 la expresidn de TSWI12Z, si bien el componente osmético es suficiente para
su expresiGn. Aungue existe un paralelismo entre el grade de induccidn del

TSW12 v el dafio sufrido por las membranas, no se pusde establecer une
Grn causal entre ambos fendmenos.

L.z expresién de TSWI12 se induce también por adicién exdgenas de ABA &l
te . cultivo., Como va se ha indicado, e 4dcido abscisico actda como

o &
termediaric en un gran ndmero de situaciones de estrés, induciendo genes
que responden a NaCl, bajas temperaturas y desecacidén. Tswll seriz por tang

<

mente y caracterizade en nmuestro laboratoric. Las condiciones
nentales pare TAS14 v TSWI1Z fueron idénticas (variedad v eded de lzs
5, condicionss de cultivo y tratamientos aplicados). El mensajers TAS 14
ido por sal v por ABA en todos los drganos gnalizados (raiz, tallo, hoja);
el nivel de induccidn de TAS14 por ABA es significativo, si bien menor
nido por NaCl. Sin embarge, la inducibilidad de TSWI1Z por ABA e
vamenie mucho menor que la de TAS14, siendo los niveles de ambos
comparables en presencia de Nall. Estos dos genes presentan, 2 niveles
res de ABA constantes, unz respuesta diferencial 2 NaCl y ABA. Estos
. confirman junto con otros descritos  previamente, gue exigien

tswl2 se induce también por herida. Con este tratzmiento
especificidad espacial de la expresién del gen rswlZ. El posib
desecacién al producir la herida se minimizd en sste tratamienio
cabo mediante presidn con pinzas de diflisis, como se describe en:
I v Wiétodos. El hecho de que sste gen se induzcs preferentomente en ¢
tallo, 2 pesar de gue lg herida se produjo en hojas, implica lz existencia de
fal enire ambos Organcs. La induccidn sistémicaz de genes por herids hs
sada por Bowles (1990); la naturaleza bioguimica de las sefiales entre
.ntbs  S&ganos no  se conoce con  exactitud ¥ existe actuslmente
rsiz sobre este aspecto; lz hipdtesis mds reciente (Wildon et al., 1962),
& gue la transmisidn de sefiales se realiza mediante despolarizaciones de
nz 2 lo largo de la planta

ey

L]
oo

B,

e

chogue térmico induce débilmente la expresidn de Tswil en plan
yn este tratamisnio, se dstectan niveles similares de mRNA s tallos
.z -induccidn del gen 1swlZ por chogue térmice podria




DHECUSION

iz con las alteraciones en lz membrana producidas por calor. Del
mis modo gque la induccién de TSWI12 podria estar relacionada con la
blog is activa de membranas, como en la germinacin, © cuando se
producen dafios por toxicidad idmica, la protefna Tswl2 puede ser requenida el
producirse zlteraciones de la membrana por altas temperaturas.

reiag

[

2.5 Patrén ‘de expresién de la proteina Tswl2

acumulacién de ls protefnz Tswl2 se ha estudiado mediante wesiern
lizando wun anticuerpo purificado por afinidad & partir de suero de
g inmunizado con la protefna de fusién B-galactosidasa/TswlZ.

Analizande la acumulacidén de lz proteinz Tswl2Z ern plantas adultas
£ & memimms con NaCl de distinta duracidn, se detecta en tallos una
t=nue, correspondiente a2 un polipéptido del tamafio esperade (% kDa), en
5 iratadas durante 3 dfas; tratamientos més prolongados inducen un
nivel de acumulacidn en tallos, detectdndose bandas de intensidad
te tras 7 y 30 dias con Nall. La banda correspondiente a TswlZ azparsce
itz en hojas de plantas tratadas durante 30 dfas. En plantas control,
se detecta. La cinética de acumulacitn de Tsw 12 estd desfasada
a2 la de su mensajero, gue se induce en las primeras seis boras de
nto.  Este  resultado sugiers la existencia de regulacidn  post-
iongl. La cinética de expresibn de la proteina Tswl2 es similar & la de
teinz osmoting, en cuznto al desfase enire induccidn del menszjero v
y de proteina, que es detectable por wesrern blor varics dias més tarde
mensajero (LaRosa er al., 1992).

gque gu

El englisis de proteinas, mediante eslectroforssis monodimensional ¥
tincidn con - azul de Coomassie, de plantas control y tratadas con 10 g/ L muestra
la existenciz de una proteina abundanis exclusivamente en tallos de plantas

€5

irante 30 dias, gue coincide en peso molecular con Tswil v es
p r los- anticuerpos contra TswlZ., La acumulacién de Tswlil no es
aw transitoriz 2! estrés salino, yva gue tanto ei mRhA TSWil como la
lswlZ estén presentes mientras dura el estrés; este resultado sugiere
gue 2 protefnag TswllZ estd relacionada con la achmamcwn de plantas de tomate

interssante destacar gque el anticverpo especifico comtra Tewlld
una proteina de 23 kDa de peso molecular en reices de plantas
Zsiz protefna  se induce por WNaCl y presents una cinética de gparicidn
Tswl2; se detecia exclusivamente tras 7 dias de ‘tratamiento, v no se
iras 30 dias. Ademds, se induce por tratamisnios de 24 bhoras o

heride y tras cheogue tfrmico durante & horas. Este pairdn de
difiere potablemente del de TswlZ, tanto en la localizacidn de la
en los factores ambientales gue Iz inducen zs{ como en su ¢inédiica de
1. Dado que los experimentos de western blot se han realizado con
s policionales purificados por afinidad, la protefnag reconocids debe
unolégicamente relacionada y presentar epitopos reconocibles  por
pos  anti-TswlZ. Los resultados obtenidos por Southern z baja
confirman Iz existenciz de  genes relacionados con fswliZ. Sin
g condiciones de baja estringencia no st han detectado mRNAs
en  northern de RNA de rafces de planias traiadas con manitol o
g chogue térmico. El peso molecular de esta proteinz eos similar g
para  proteinas LTPs especificas. Es interesante sefialar que enire !

2]

=}

i

53




DISCUSION

iz de aminodcidos de Tswi2 v la correspondiente a la proteing de
humazno transferente de éster de colestercl existen secuencias coras
iares, siendo el porcentaje de similitud entre amb proteinas del 36%; por
no se puede descartar la existencia de una LTP con especificidad de
especifica de rafz v reconocible por algunos de los anticuerpos anti-

En plantulas de ocho dias de edad g@mmams en agua se detects un mivel
te protefna Tswl2, resultado gque estd de acuerdo con los obtenidos por
blp:. El aumento del nivel de Tswl2 en respuesta a sal TESPECtO al de
control se detecia por western blor tras 24 horas de iratamiento; sia
no se ohserva sl desfase entre trapscripeidn v traduccidn  existsnd
adultas. La aplicacién de un chogue térmico de & horas z plintlas
notablemente el mensajero TSWI2, sin embargo mno irae comsigo
to del nmivel basal de la proteing TswilZ: este resuitado puede deberse blen
fa duracién del tratamienio es demasiado cortz para gue pueda detectarse
i=nto del mnivel de la proteina TswiZ, bien que existz en plidntulas
idn  post-transcripcional del mmsajem TEWI1Z en condiciones de
)¢ férmicc o bien que la magquinariza de traduccidn esté afectada por e
calor v la sintesis de proteinas est€ ralentizada,

iy

2.6 INMUNOLOCALIZACION DE TSWI2

Los intentos de inmunolocalizacidn en secciones incluidas en parafing y
ipcories  resultaren  infructucsos. Las condiciones de fijacidn vy los
Irarar tos prolongados 2 altas temperaturas gue conlleva Ia inclusidn en
pueden destruir, en algunos casos, los determinantes antigénicos de
" de la muestra. Estos inconvenientes trataron de obvizrse
el tejido mediante criomicrotomo, empleando condicionss susves
Sin embargo, las nuevas condiciones resultaron tambidn ser
inad das. Es posible gue sstas condiciones, aungue suaves, afectarsn la
igenicidad de Tswl2 o, més probablemente, que la fijacidn no fuera
v la proteina Tswi2 se perdiera en las sucesivas incubsacionss. No
scartar que la concentracidén de TswlZ haya podido ser un fastor
n las muestras analizadas. Las plantas empleadas en los cores de
v los criocortes recibieron tratamiento con sal durante 7 dias  2ungue
¢ tratzmiento se detecta una banda intensa mediante western  blot, el
méx mo de acumulacion se detecta tras 30 dias de tratamiento com NaCl,
ando niveles detectables mediznie  tincidn con azul de Coomassis.

[N
k4

Finalmente, mediante lz aplicacidn de la t€cnica de fissue- p?iméw@ 3
pl ¢ tratadas durante 30 dfas com 10 g/l de NaCl, ba sido posible determinar
gue TswlZ se loceliza en epidermis de tallos v peciolos v que estd también
2300

-

iada al 1sjido wvascular. Los daws obtenideos no permiten precisar en gué
células se localiza TewlZ. Los datos obtenidos por inmunclocalizacidn
dan con los obtenidos por morthern y western blot, va que la proieina
se locelize tanto en tallos como peciolos de plantas tratadas v po se
en plantas comtrol. La localizacidn mediante impresidn de telid

afirmar gque se trata de unz protefna soluble. Utilizando estz f€cnica,
seguido cronolégicamente la localizacién de protefnas de pared durante
srenciacidn de tejidos en tallos de sojs (Ye y Varner, 1991 en esios
wentos, la no deteccidn de estas proteinas z partdr de cierta staps del
s¢ ha interpretado como una disminucidn de lz solubilidad de estas
I crearse uniones in muro. La solubilidad de TewllZ v su localizacidn

kel
fo]
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solocalizacidn con los métodos anteriormente mencipnados.
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localizacién muestra clerte similitud con el patrén de acumulacido
%twna inducible por ’f\aCi iz osmotinzg. En plantas transgénicas de

@a

&asa {G‘US) f&a actﬁvidad GUS estd restringida 2 tejidos muy comn
{gf{w’“ de wpolen maduro y pericarpe dsl fruto). En plantas transg

trata con Mafli, ls actividad de este promotor, muy alta en todos los St
de la planta, se localiza en tallos y principalmente en la epidermis.

La localizacidén de Tswll también presenta coincidencias con lz descrita
para’ LTPs de maiz (Sossountzov er al, 1991) y zanaboria (Sterk er al., 1991). En
maiz se expresz durante la smbmagsmzs vy le germinacidn, localizdndose en la
is del coleoptilo v en epidermis de hojas en formacién. En zanahoria,
roteina es secretada al medio en cultives celulares embriogénicos v su
esté restringida a fases tempranas de Organos ¥y tejidos en
formacién, como por ejemplo el meristemo apical, primordios foliares v
pnmmm fases del desarrollo de inflorescencizs. En todos estos casos, sl mENA
se Iocaliza en la epidermis de estas estructuras. Lz funcidn propuestz pm* Sterk
mwnd@ en cuenta gue la proteina se secreta, es la de ¢ ransportar
apolares al exterior de la célula, en concreto, mondmeros
de cutina. Es decir, la LTP de zanahoriz estaris implicads en Iz
n de la cuticula caracteristica de partes aérsas en plantas v que una
eﬁf‘, gwz funciones principales es evitar la pérdida excesiva de agus. La funcidn
'z capa de cuting en el embrién serfz la de protegerlo fremte 2 las ecnzimas
presentes en el endospermo. La posible induccidén de la LTP de
por  estrés salinofosmdético no ha sido investigada por esios auiores.

zm capa de cuting ausents en rafces; este drgane presenta una
sciore de suberinz. La cutfcula tieme wum grosor wariable en
a:tas v generalmente aparece engrosada en plantas sometidas a2
{Fahn, 1970; Downing er gl, 1992} Al dgual gue Iz LTP de
TewlZ st expresa zn iz cape celular externa, 25 deeir, en la
TswlZ podria intervenir en £! engroszmisnto de la capes protectors
gque minimizarfs las pérdidas de agua; esta hipdtesis estd en
iz con lz ausencia del mRNA v de lz proteina Tewil en ralces, donds
cutfcula. La expresién preferente en tallo frente & hojas podria
fos cambios en la composicién de Iz cutfculz gue opcurren durante el
de la hoja (Heide-Jgrgesen, 19%91). Por tanto, mondmeros de cuting de

; © composicién diferentes requerirfan  probablemente  proteinas
transferentes distintas 2 Tswl2.

5

iz respuestz a estrés hidrico también intervienen protsinas de pered
ntre ellas el grupe de las GRP (proteinas ricas en glicina) En tomate
by iﬁ’m& inducibles por herida, estzn reguladas también por ABA v por
gn (Showalter er gl., 1952). La inducibilidad de las ORP tanic por esirés
omo por heridas ha Ilevado z proponer gus su deposicidén en el eiide
puede tener Iz funcidén de sellar posibles puntos de entradsz de
g, impedir la pérdida de aguas por evaporacién o reforzar el tejido
con el fin de mantener turgencia. TswlZ es también inducible por
su posible funcidn de transferir mondmeres de cuting al exierior de
s de la epidermis vy del sistema vascular apoyariz esia hipdiesis. Se hsz
mmbiém gue en Trespuesta @ atague por patdgenos s&  produce
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en las capas protectoras externas de cutine v lignina
1986). La funcién de TSWI12 explicarfa que su expresidn se
=1 condiciones determinadas, concretamente durznte las  fases
de 1z germinsacidn, en situacicnes de estrés gsmético o saline, dafio
¢ chogue térmico. Sin embargo, para conocer exactamente la
o funciones que desempefia TswlZ en la plantz es necesaric dizponer
informacion, especialmente de tipo fisiolégico, bioquimico vy celular.
gran interés conocer su localizacién subcelular, su capacidad de
icidos grasos precursores de cutina y la relacidm, si existe, entre su
=l engrosamiento de la cuting en plantas sometidas 2 estrés saling,
s funcional de plantas transgénicas gque sobreexpresen el gen TEW1Z
plantas transgénicas con la expresidn de TSWIZ blogueada ayudard a
cer gl papel gue juega este gen en las plantas,

et

94







CONCLUSIONES

plantulas de tomate germinadas en medio salino se inducen
sspecificas.

chos de los polipéptidos inducibles por sal en pléntulas de tomate
también inducibles por dcido abscisico; sin embargo, existen proteinas
que responden especificamente a cada tratamiento.

Lo

aislado un clon de c¢DNA de tomate, denominado ‘"L’i‘i‘%“WEZy
iente 2 un mRNA inducible por estrés salino. Este mensajero se
principalmente en tallos y peciolos de plantas tratadas com cloruro

vy, O

secuencia de TSWI1Z presenta gran homologia con genes de
gue wdthan proteinas de transferencia de lipidos.

expresién del RNA mensajero TSWIZ estd regulada
mente, induciéndose durante la germinacién en plantas no

niveles de acumulacién de la proteina Tswi2 aumentan con la
del tratamiento salino, llegando 2 ser una proteina
aria fras tratamientos prelongados.

proteina Tswl2 se localiza en la epidermis y en el tejido
- gde tallos v pecicles de plantas tratadas con sal

At
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ABREVIATURAS

ABA dcido abscisico

APS persulfatec amdnico
BEA seroalbimina bovina
o curig

&) cuenias por minuto
dd AT dideosxziadenosina-5"-trifosfaio
4 dideoxicitidina-5"-trifosfalo

dddy dideoxiguanidina-5'-trifosfato
adirip dideoxitimidina-5'-trifosfato
DIWVED : dimetisulfdxido

deoxirribonucleasa

densidad d&ptica

ditiotreitol

dcido etilen-diaminotetraacético
dcido etilen<bis oxietd! nitrilo tetrazcético
isceleciroenfogue
Inmunocglobulings

kilopares de bases

kilgdalton

protena transferente de lipidos
nucledtido

‘electroforesis en gradiente de pH no equilibrado
electroforésis en gel de poliacrilamida
pares de bases

polistilénglicol
fenil-metil-sulfonil-fluorurc
2.5-difeniloxazol

revoluciones por minuto

lauril sulfato sédico

icido triclorpacético

N,N,N N -tetrametiletilendiamina
Temperatura de fusidén
tri-(bidroximetil)-aminomelang
ultravicleta

voltios
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