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1. La embriogénesis zigética en plantas superiores.

Las plantas superiores se caracterizan por la formaciéon de
semillas que contienen el embrién protegido por una cubierta
procedente de tejidos maternos (Wobus y Weber, 1999). La formacién
de las semillas comienza con un doble evento de fertilizacién, del que
se forman el zigoto y la célula progenitora del endospermo. El
endospermo es un tejido de reserva, que forma parte de las semillas
maduras en plantas monocotiledéneas. En cambio, en plantas
dicotiledoneas puede formar parte de la semilla madura, como es el
caso del tabaco, o desaparecer durante la embriogénesis, como es el
caso del girasol. El zigoto por su parte, sufre una serie de divisiones
celulares y cambios morfolégicos hasta transformarse en un embridn
maduro con un eje embrionario, que contiene un meristemo apical y
otro radicular (de los que surgirdn el tallo y la raiz respectivamente), y
los cotiledones. El embrion maduro permanece en estado quiescente
hasta la germinacion (revisado en Goldberg ef al, 1994 y Dodeman et
al, 1997).

El desarrollo embrionario en plantas dicotiledéneas se puede
dividir en tres fases sucesiva: una fase inicial (embriogénesis
temprana), una fase de maduracién temprana y una fase de desecacion
(Parcy et al, 1997 y Dodeman et al, 1997).

La embriogénesis temprana es un periodo de intensa division y
diferenciaciéon celular, donde se produce la morfogénesis del embridn.
Tras la fertilizacion, el zigoto se divide en dos células hijas: la célula
apical y la célula basal. La célula basal sufre una serie de divisiones
transversales y genera el suspensor, que ancla el embrién en desarrollo
a los tejidos maternos adyacentes y transporta los nutrientes desde la
planta madre al embrién. El suspensor senesce posteriormente y no
forma parte del embrion maduro. La célula apical, mediante divisiones
radiales, forma el embrién globular. En el embrién globular se
diferencian el protodermo, el procambium y el meristemo fundamental
que generan los tejidos epidérmicos, vasculares y parenquimdticos de
la planta adulta, respectivamente. El embrién globular sufre una serie
de divisiones celulares asimétricas y una diferenciacion celular que
forman el embrién con forma de corazén. En este embrion se
diferencian dos sistemas de Organos: el eje y el cotiledén. El eje
contiene los meristemos apical y radicular que, tras la germinacion,
dan lugar a la planta adulta. El1 cotiledén en cambio, almacena
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sustancias de reserva para nutrir a la germinula hasta que sea
fotosintéticamente activa y senesce durante la germinacién (revisado
en Goldberg er al.,, 1994 y Dodeman et al, 1997).

Durante la fase de maduracién temprana se produce una
expansién celular y una enorme sintesis y deposicién de proteinas,
lipidos y azdcares de reserva que se utilizan como fuentes de carbono
y nitrégeno durante la germinacion. En este periodo, en dicotiledéneas
se alcanza la méaxima acumulacién de acido abscisico (ABA) y
comienza a descender el potencial hidrico de las células embrionarias
(revisado en Galau et al, 1991, Goldberg et al., 1994 y Dodeman et al,
1997).

En Ja fase de desecacion se detiene toda actividad transcripcional,
se reduce el contenido hidrico de las células embrionarias y de las
envueltas adyacentes hasta el 10% yel embrién entra en un estado
quiescente donde se detiene toda la actividad metabdlica. El embrién
maduro permanece en estado quiescente hasta que las condiciones
ambientales son propicias para su germinacion (revisado en Galau et al,
1991, Goldberg et al., 1994 y Dodeman et al, 1997).

Adn queda mucho por saber sobre los mecanismos de regulacién
que coordinan los procesos que ocurren durante las fases de
maduracién temprana y desecacion de la embriogénesis. Sin embargo,
hay evidencias de que el ABA es un regulador fundamental de muchos
de estos procesos (Giraudat et al, 1994). Algunos mutantes en la
sintesis de ABA de Arabidopsis (mutantes aba), que contienen un nivel
reducido de esta hormona, muestran una acumulacién reducida de
algunas proteinas de reserva, lo que indica que el ABA estd involucrado
en su acumulacién, junto con otros factores (Giraudat et al, 1994).
También se ha demostrado que el ABA interviene en la inhibicién de la
germinacion, en el establecimiento y mantenimiento de la dormancia y
en la adquisicién de tolerancia a la desecacién (Thomas et al, 1997,
Dodeman et al, 1997 y Quatrano et al, 1997).

Entre los genes implicados en la regulacién de la maduracién vy
desecacion de las semillas de Arabidopsis se ha determinado un papel
prominente de los genes ABA-insensitive3 (abi3), fusca3 (fus3) y leafy
cotyledonl (lecl) que afectan a un amplio espectro de procesos
especificos de estas fases (Parcy er al, 1997 y Wobus y Weber, 1999). El
analisis de los dobles mutantes en estos genes demuestra que son
responsables de distintas rutas de desarrollo que se integran en la
regulacién de la maduracién de las semillas. Asi por ejemplo, abi3 es el
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tnico de los tres que estd implicado en la respuesta a la hormona ABA.
abi3 actia conjuntamente con fus3 y con lecl en la degradaciéon de la
clorofila, en la supresiéon de la acumulacién de antocianinas durante la
embriogénesis tardia, en la acumulacion de proteinas de reserva y en la
adquisicion de la dormancia y la tolerancia a la desecacion. Por su
parte, los mutantes en los genes fus3 y lecl son los unicos que
presentan cotiledones con caracteristicas de hojas, lo que indica que
estdn relacionados con la morfogénesis de los cotiledones (Parcy et al,
1997 y Holdsworth, 1999).

Los mutantes abi de Arabidopsis (entre los que se incluye abi3)
son mutantes insensibles a ABA que se aislaron como embriones
capaces de germinar en medios de cultivo en presencia de dicha
hormona. El andlisis de los dobles mutantes aba/abi3 indica que la
proteina  ABI3 modula 1la expresién de determinados genes
embrionarios a través de dos rutas, una dependiente de ABA y otra
independiente (Parcy et al, 1994). Los embriones con mutaciones en
abi3 o en vpl (su homélogo en maiz) se desarrollan con normalidad
hasta la fase de maduracién. En cambio, durante esta etapa, estos
mutantes acumulan niveles bajos de proteinas y lipidos de reserva en
sus semillas, no degradan la clorofila acumulada en etapas anteriores
del desarrollo y no alcanzan la tolerancia a la desecacién ni entran en
dormancia (Thomas et al, 1997). No todas las proteinas de reserva
estdn afectadas de igual modo por la mutacién de abi3. Por ejemplo, en
los embriones mutantes para abi3 ven reducidos sus niveles de
acumulacién de ARNms de las proteinas de reserva cruciferinas y
napinas, pero en cambio los ARNms PAP85 que codifican proteinas de
reserva homdlogas a las vicilinas de haba se acumulan normalmente. La
mayoria de los ARNms de genes lea (late embryogenesis abundant)
presentan patrones de acumulacién andémalos en los mutantes abi3,
pero la acumulaciéon de algunos como los ARNm PAP51 y RABI18 no estd
alterada (Parcy et al.,1994).

Los genes abi3 y vpl codifican proteinas que contienen dominios
con caracteristicas tipicas de factores transcripcionales (McCarty,
1995). Estas proteinas pueden actuar sobre algunos genes como un
activador transcripcional y sobre otros como un represor. Por ejemplo,
se ha comprobado que durante la maduracién de la semilla, el factor
VP1 actia como activador transcripcional de los genes embrionarios
em de trigo y CI (colourless-1) de maiz y como represor del gen o-
amilasa de cebada que se expresa durante la germinacion
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(Schwechheimer y Bevan, 1998). El factor VP1 puede ejercer su accién
como un activador (uniéndose directamente al ADN) o como
coactivador (no se une al ADN sino que actia sobre otros factores).
Asi, por ejemplo, VP1 activa directamente al gen CI a través de los
elementos Sph de su promotor pero, en cambio, activa al gen e m
facilitando la unién del factor EMBPI1 a los elementos Emla y Emlb de
su promotor (Schwechheimer y Bevan, 1998). El factor ABI3 también
puede actuar como un coactivador. En la activacién del gen de girasol
Ha hspl7.7 G4, Rojas et al (1999) demostraron que ABI3 no se une
directamente a su promotor sino que lo hace a un HSF y éste se une a
los HSEs alli presentes (descrito con mds detalle mas adelante).

2. Expresién de 1las sHSPs durante el desarrollo
embrionario.

2.1. Caracteristicas estructurales de las sHSPs.

Ante una subida en la temperatura (choque térmico) los
organismos, desde las bacterias hasta los eucariotas superiores,
responden con un fuerte aumento en la sintesis de un grupo de
proteinas denominadas de choque térmico (HSP) y la represién de la
transcripcién y traducciéon de la mayoria de los genes restantes. Esta
respuesta a choque térmico ocurre cuando la temperatura se eleva
hasta constituir un estrés para el organismo en cuestién, lo que en
plantas suele ser entre 8 y 12°C sobre su temperatura O6ptima de
crecimiento (Vierling, 1991 y Nagao y Gurley, 1999). Las principales
HSPs sintetizadas por los eucariotas se agrupan en al menos cinco
familias muy conservadas: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 y HSP de bajo
peso molecular (sHSP) con tamaifios entre 17 y 30 kDa. Las ubiquitinas,
involucradas en proteolisis dependiente de ATP, también se consideran
HSPs dada su inducibilidad por choque térmico aunque no tienen
homologfas de secuencias con las demds clases de HSPs (revisado por
Vierling, 1991 y Nagao y Gurley, 1999).

Una caracteristica de la respuesta al choque térmico que
diferencia a las plantas del resto de los organismos es la sintesis de un
gran nudmero de sHSPs diferentes, que en algunas especies alcanza
hasta 30 (revisado por Vierling, 1991). En cambio, en levaduras sélo se
sintetiza una unica sHSP, cuatro en Drosophila y tres en mamiferos,
incluyendo el oA y el aB-cristalinos, que se pueden considerar como
verdaderas sHSPs (Revisado por Arrigo & Landry, 1994). En plantas las
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sHSPs durante un choque térmico, llegan a constituir hasta el 1% del
total de las proteinas en hojas, a diferencia de otros organismos donde
predominan las HSP70 (DeRocher et al, 1991).

La familia de las sHSPs es la menos conservada evolutivamente de
las HSPs. Todas las sHSPs vegetales presentan un dominio carboxilo
terminal conservado (dominio de choque térmico) pero muestran una
gran variabilidad en su regién amino terminal. El dominio de choque
térmico estd formado por unos 100 aas que forman dos subdominios,
denominados consenso I y II, separados por una regién hidrofilica de
extensiéon variable. En el consenso I, méds préximo al extremo carboxilo
terminal, destaca la conservacién en casi todas las sHSPs de la
secuencia Pro-X(14)-Gly-Val-Leu. En el consenso II aparece el motivo
Pro-X(14)-X-Val/Leu/Ile-Val/Leu/Ile y se le predice una estructura
secuandaria similar a la del consenso I (revisado en Waters et al.,
1996). Las sHSPs vegetales se han clasificado en 6 grupos segin la
homologia entre sus secuencias y su localizacién celular: dos grupos se
localizan en el citosol (clases I y II), otro en las mitocondrias, otro en
los cloroplastos y otro en el sistema de endomembranas (Waters et al,
1996 y Waters y Vierling, 1999). La clase VI estd representada por un
unico ¢cDNA de Glycine max, Gm hsp22.3, descrito por Lafayette et al
(1996). Segin los andlisis evolutivos, este gran numero de familias de
sHSPs debié sugir por duplicaciones génicas y divergencia previas a la
diversificaciéon de las plantas angiospermas (Waters et al, 1996 y
Waters y Vierling, 1999).

2.2. Posibles funciones de las HSPs.

La correlacién entre la expresion de HSPs y la resistencia celular a
altas temperaturas ha conducido a la hipdtesis de que las HSPs
protegen a las células de los efectos negativos de las altas temperaturas
(Waters et al, 1996). Para comprobar esta hipdtesis se han generado
plantas de Arabidopsis que superproducen At HSF3 (Prandl et al, 1998)
o que expresan el factor At HSF1 fusionado traduccionalmente con el
gen gus (esta fusién activa artificialmente el factor At HSF1) (Lee et al,
1995 B). De acuerdo con la hipdtesis de partida, en ambos casos las
plantas obtenidas sufrfan un incremento en sus niveles de HSPs y
mostraban una mayor termotolerancia. Adn no se ha determinado en
detalle el mecanismo por el que las HSPs ejercen esta proteccién pero
se ha comprobado que algunas HSPs actdan como "chaperonas
moleculares”. Las chaperonas moleculares son proteinas que se unen a
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otras proteinas parcialmente plegadas o desnaturalizadas y, o bien
evitan una agregacién irreversible, o bien promueven un plegamiento
correcto (Waters et al, 1996). Las chaperonas moleculares son
esenciales durante la sintesis de proteinas o en su translocacién a
través de membranas, para evitar asociaciones incorrectas entre
distintas regiones de los péptidos que emergen. Para ello, las
chaperonas se unen a estos péptidos y secuestran transitoriamente las
superficies proteicas que pueden interaccionar indebidamente.
Durante el choque térmico, las proteinas celulares se pueden
desnaturalizar y formar agregados. Se propone que las HSPs, a través
de su actividad chaperona podrian evitar la formacién de estos
agregados y participar en su correcta renaturalizacion después del
estrés (revisado en Vierling, 1991, Parsell y Lindquist, 1993 y Nover y
Scharf, 1997).

Aunque en el caso de las sHSPs tampoco se conocen sus funciones
especificas, su abundancia, distribuciéon y la conservaciéon de sus
secuencias también sugieren que estin involucradas en la capacidad de
la plantas para sobrevivir en condiciones de estrés (Waters et al,
1996). Para algunas de ellas, como la proteina de zanahoria HSP17.7, se
ha determinado un papel esencial en la termotolerancia. Las plantas
transgénicas de zanahoria que superproducen HSP17.7 son maés
termotolerantes mientras que las que presentan una reduccién en sus
niveles ven reducida su termotolerencia (Malik et al, 1999). Algunas
sHSPs poseen actividad chaperona, como por ejemplo las proteinas Ps
HSP18.1 (de clase I) y Ps HSP17.7 (de clase 1I) que evitan la agregacion
de proteinas desnaturalizadas por estrés 'y potencian su
renaturalizacion (Lee er al, 1995 A). Otra funcién que se ha propuesto
para las sHSPs es la de secuestrar y proteger en situaciones de choque
térmico los ARNm inactivos transcripcionalmente. Esta hipoétesis se
basa en los experimentos de cofraccionamiento realizados por Nover et
al, (1989) donde los granulos de sHSPs se purificaban junto ARNms que
no son traducidos durante un choque térmico. Las sHSPs cloroplésticas
podrian estar implicadas en la proteccién del fotosistema II (Waters et
al, 1996). La HSP27 de humanos detiene la polimerizacién de la actina
in vitro y podria actuar estabilizando los microfilamentos durante el
choque térmico y ayudando a su posterior reparacién (Arrigo y Landry,
1994). También se han propuesto otras funciones para las proteinas
sHSP como la de inhibir las proteasas o proteger contra el estrés
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oxidativo provocado por la actividad mitocondrial (revisado en Arrigo
y Landry, 1994, Waters et al, 1996 y Nover y Scharf, 1997).

2.3. Expresion de las sHSP.

El estrés térmico no es el tnico factor que conduce a una elevada
expresion de HSPs. Los tratamientos con andlogos de amino dacidos,
etanol, metales pesados o arsenito también conducen a la expresién de,
al menos, algunas HSPs (revisado en Vierling, 1991). El estrés hidrico
provoca acumulacién de sHSP de tipo I y II en girasol (Almoguera et al,
1993). En respuesta a estrés osmdtico también se acumulan ARNms de
algunos genes hsps y en casos como los del gen de soja Gm hsp26-A
llegan incluso a alcanzar niveles similares a los observados durante la
respuesta a un choque térmico (Czarnecka et al, 1984).

Algunas HSPs también se expresan en ausencia de estrés exdgeno
(Vierling, 1991 y Nagao y Gurley, 1999). En la familia Asp70 de
guisante encontramos un claro ejemplo de genes HSPs que se expresan
constitutivamente y genes HSPs inducibles por un choque térmico
(DeRocher y Vierling, 1995). Los ARNm Ps HSP71.2, que son
indetectables en hojas no estresadas, se inducen fuertemente en
respuesta a choque térmico. En cambio, los ARNm Ps HSP70 se detectan
en las hojas no estresadas y su concentracién apenas sufre variacién en
un choque térmico (DeRocher y Vierling, 1995). Otro ejemplo lo
encontramos en la familia de genes hsp90. En plantas de Arabidopsis
sin estresar se detecta la acumulacién de los ARNms hsp81-3 y hsp81-2
(este ultimo en menor concentracién) pero apenas se detecta la del
ARNm hsp81-1. Por el contrario, tras un choque térmico la
concentracién de los ARNm hsp81-1 supera a la de los otros dos
ARNms (Yabe et al, 1994).

La expresiéon de sHSPs en ausencia de estrés, se ha estudiado con
mayor profundidad en animales. En Drosophila se ha descrito que, en
ausencia de estrés, Dm hsp27, Dm hsp26 y Dm hsp23, se acumulan a
distintos niveles en determinados tejidos como las células de los
ovarios y los oocitos o durante el desarrollo embrionario. La tnica sHSP
de levaduras se expresa durante la meiosis y la formaciéon de la
ascospora. En embriones de Xenophus sin estrés exdgeno se ha
detectado la acumulacién de la HSP30. En mamiferos, HSP27 y oAy aB
cristalinos se expresan en ausencia de estrés en distintos tejidos. En el
caso de HSP27 se ha asociado esta expresién con cambios en el estado
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de diferenciacién y proliferacion de determinadas lineas celulares
(revisado en Arrigo & Landry, 1994).

En la familia de genes shsp de plantas se ha observado expresién
en ausencia de estrés exodgeno, durante la formacién de polen
(Mascarenhas y Crone, 1996) y el desarrollo embrionario (Waters et al,
1996). En la familia génica de las shsps se ha determinado, tanto a nivel
de acumulacién de ARNm (Coca et al, 1996) como a nivel de
acumulacién de proteinas (Hernandez y Vierling, 1993 y Coca et al,
1994), que hay miembros que se expresan exclusivamente en respuesta
a un choque térmico y otros que lo hacen en respuesta a un choque
térmico y durante el desarrollo embrionario. Por andlisis tipo Western
también se han detectado algunas proteinas sHSP se expresan durante
el desarrollo embrionario pero no en hojas sometidas a choque térmico
(Hernandez y Vierling, 1993). Este resultado podria ser un artefacto
debido a proteolisis parciales o modificaciones postraduccionales de
otras sHSPs presentes tanto en semillas como en hojas sometidas a
choque térmico. No obstante, de confirmarse la ausencia de
acumulacién de algunas proteinas sHSP embrionarias en hojas
sometidas a choque térmico, ésta se podria deber tanto a wuna
regulacion postranscripcional del gen como a la falta de activacion del
promotor.

Los resultados de los experimentos de transcripcién in vitro a
partir de nucleos (ensayos run on) obtenidos en este trabajo sobre el
gen de girasol Ha hspl7.6 GI muestran por primera Vvez un gen shsp
vegetal que se transcribe durante la embriogénesis zigbtica pero que no
se transcribe en respuesta a un choque térmico (figura 10). De esta
forma, en nuestro laboratorio se ha descrito, para la familia génica
shsp de tipo I de girasol, un miembro que se transcribe en respuesta a
choque térmico pero no durante el desarrollo embrionario (Ha hspl8.6
G2; figura 10 y Coca et al, 1996), otro que se transcribe durante la
desecaciéon del embrién pero no en respuesta a choque térmico (H a
hspl7.6 GI; figura 10) y un tercero que se transcribe en ambos casos
(Ha hspl7.7 G4; figura 10; Coca et al, 1996 y Almoguera et al, 1998).

3. Regulacién transcripcional de los genes shsp.
3.1. Los elementos en cis de respuesta a choque térmico.

La acumulacién rdpida de los ARNms de los genes hsp en
respuesta a un choque térmico se debe principalmente a una fuerte
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activacion transcripcional. La activacién de los genes hsp estd mediada
por la unién de factores transcripcionales de choque térmico (HSFs) a
elementos reguladores en cis (HSEs) localizados en sus secuencias
promotoras. Los HSEs estdn presentes en los promotores de los genes
hsps de los distintos organismos estudiados a una distancia de 40 a 270
pb aguas arriba del inicio de la transcripcién. En Drosophila y levadura
se ha establecido que los HSEs se componen de un nimero variable de
repeticiones contiguas del pentanucle6tido nGAAn (normalmente
mayor de tres), que alternan esta orientacién con su inversa (revisado
en Fernandes et al, 1994 A). Aunque el factor de transcripcion de
choque térmico (HSF) de Drosophila es capaz de unirse in vitro a un
fragmento de ADN con dos repeticiones del pentanucleétido perfectas,
contiguas y con orientaciéon alterna, lo hace con mucha menos afinidad
que a un fragmento de ADN con tres repeticiones (Xiao et al, 1991). En
Drosophila y levadura, la posicion méds importante en los
pentanucleétidos nGAAn y nTTCn para la unién del HSF es la segunda y
la cuarta (G y C) respectivamente (Fernandes et al, 1994 B). En
levaduras ademds, en el promotor del gen hsp70 se permiten
espaciamientos de cinco nucle6tidos entre dos repeticiones del
pentanucle6tido si las dos estdn en la misma orientaciéon (Amin et al,
1988). La uni6n de los HSFs a los HSEs es cooperativa, de manera que la
unién de un trimero de HSFs a un HSE potencia la ocupacién de los
pentanucleétidos contiguos por un segundo trimero (revisado en Wu,
1995).

En plantas se mantiene las caracteristicas de los HSEs descritas
para animales (Gurley y Key, 1991). En vegetales, para que un trimero
de HSFs se una eficientemente a un HSE son necesarios al menos tres
pentanucledtidos perfectos y contiguos en la orientacion adecuada
(Gurley y Key, 1991 y Schoffl et al, 1998). Sin embargo, para su funcion
6ptima, un HSE debe contener al menos cuatro pentanucledtidos
reconocibles, lo que permite la unidén cooperativa de dos trimeros de
HSFs (Nagao y Gurley, 1999). Como en el caso de Drosophila, los
estudios sobre el gen de soja Gm hspl7.5E han confirmado Ila
importancia de la segunda posicién del pentanucledtido nGAAn para la
activacion transcripcional de dicho gen (Barros et al, 1992). Estos
estudios demostraron también que las posiciones de los extremos del
pentanucle6tido nGAAn no se disponen aleatoriamente sino que una A
en la primera posicién y una G en la ultima favorecen la transcripcion
inducida por calor del gen Gm hspl7.5E.
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3.2. Los factores transcripcionales de choque térmico.

Los factores transcripcionales de choque térmico (HSFs) son
factores responsables de la activacién de los genes hsp durante el
estrés térmico. Aunque muchos se sintetizan constitutivamente, al
menos en plantas hay HSFs que son por si mismas proteinas inducibles
por choque térmico. En las levaduras y Drosophila se ha encontrado un
tnico HSF, pero en animales superiores y plantas hay maltiples HSFs.
Los tamafos de los multiples HSFs purificados oscilan entre los 301 y
los 833 restos de aas (revisado en Wu, 1995 y en Nover y Scharf,
1997). Esta complejidad en cuanto al tamafio se ve incrementada por el
descubrimiento de isoformas generadas por "splicing" alternativo en
los HSF1 y HSF2 de ratén (Fiorenza et al, 1995). A pesar de la gran
variacion en el tamafio de los HSFs, éstos mantienen una serie de
estructuras comunes. En la regién amino terminal de la proteina se
encuentran los dominios reponsables de la unién al ADN, de tipo
hélice-giro-hélice, y de la trimerizacién de los HSFs, que estdn
extensamente conservados. En la regién carboxilo terminal se hallan
otros dominios menos conservados evolutivamente, como el dominio
responsable de la transactivacién, las secuencias que suprimen la
trimerizacién constitutiva de los HSFs, las secuencias que impiden la
transactivacion constitutiva del HSF y el dominio de localizacién
nuclear (revisado en Wu, 1995 y en Nover y Scharf, 1997).

Aunque en las levaduras, en condiciones normales de
crecimiento, los HSFs estan unidos a los HSEs como trimeros
transcripcionalmente inactivos, en eucariotas superiores el HSF1 vy
permanece como mondémeros inactivos, no unidos al ADN. Esta
regulacion negativa de la unién del HSF1 al ADN y de su transactivacién
requiere interacciones intramoleculares con su regién central y su
fosforilacién constitutiva en residuos criticos de serina. También hay
chaperonas moleculares como HSP90 que podrian intervenir en
mantener este estado inactivo. En condiciones de estrés, el HSF1 se
hiperfosforila, trimeriza (lo cual potencia notablemente su afinidad por
los HSEs), se une al ADN y activa la transcripcién. Cuando la cantidad
de HSPs sintetizadas es suficiente para proteger las células ante el
estrés, la transcripcion se detiene (revisado en Wu, 1995 y Morimoto,
1998).

El conocimiento sobre las funciones de los distintos HSFs de
vertebrados permanece atin incompleto. La diversidad observada en los
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HSFs podria proporcionar una cierta redundancia en sus funciones, lo
que seria una base adecuada para la especializaciéon de distintos HSFs
en distintas sefiales de estrés y para su accién conjunta con otros
factores reguladores de otras respuestas genéticas (revisado en
Morimoto, 1998 y en Cotto y Morimoto, 1999). El HSF1 de raton esta
relacionado con la respuesta celular a choque térmico: los ratones que
no sintetizan HSF1 se desarrollan con normalidad hasta ser adultos
pero sus genes de choque térmico no se inducen por estrés (McMillan
et al, 1998). Sin embargo, en la respuesta a choque térmico pueden
intervenir otros HSFs, ya que las células de ave a las que les falta el
HSF3 sufren una severa reduccién en la expresién de los genes de
choque térmico y pierden su termotolerancia a pesar de expresar
normalmente el HSF1 (Tanabe et al, 1998). E1 HSF4 de humanos parece
actuar como represor de la transcripciéon de los genes hsp: la
sobrexpresién constitutiva del hHSF4 en células HelLa provoca su unién
al ADN y una reduccién en la expresiéon basal de los genes enddgenos
hsp70, hsp90,y hsp27 (Nakai et al, 1997). Por su parte, el HSF2 se ha
asociado tradicionalmente a procesos de desarrollo, ya que se activa
durante el desarrollo embrionario temprano en ratén, durante la
espermatogénesis y por exposicion de las células de eritroluecemia
humana K562 a hemina (revisado en Morimoto, 1998 y en Cotto y
Morimoto, 1999). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que la
activacion del HSF2 es el resultado de la regulacién negativa de la
maquinaria de degradacién proteica dependiente de wubiquitina: la
incubacién de células de mamifero que expresan el HSF2 con
inhibidores especificos de la ruta de degradacién por ubiquitinas,
producen la activacién de la unién del HSF2 al ADN de manera
independiente del tipo celular (Mathew et al, 1998).

En plantas se ha encontrado una mayor diversidad de HSFs que en
animales (al menos 6 HSFs distintos en soja). En base a comparaciones
entre la secuencia de aminodcidos de sus dominios de unién al ADN y
de oligomerizacion, los HSFs vegetales caracterizados se han clasificado
en al menos dos clases multigénicas (A y B), que a su vez se subdividen
en otras dos subclases (revisado en Nover et al, 1996). En plantas, a
diferencia de lo que ocurre en animales, la diversificaciéon de los
trimeros de HSFs podria resultar ain mas compleja por la posible
heteroligomerizaciéon entre los distintos HSFs que cohabitan en las
células. Hasta la fecha sélo se ha publicado la interaccion entre dos
HSFs de tomate de la clase A (Lp HSFAl1 y Lp HSFA2) para su



12 1. Introduccién.

importacién al nidcleo en células de tomate (Scharf er al, 1998) pero no
se puede descartar que los heteroligémeros formados sean capaces de
unirse al ADN y activar la transcripciéon. La regién responsable de esta
interaccion es el dominio de oligomerizacién HR-A/B. La region HR-A/B
de los HSFs vegetales de clase A contienen una insercién de 21 aas que
no esta presente ni en los HSFs vegetales de clase B ni en los HSFs
animales. Esta insercién podria explicar que no se hayan detactado una
interacciéon entre los HSFs de clase B o los HSFs animales similar a la
descrita entre el Lp HSFA1 y el Lp HSFA2 (Scharf et al, 1998). Como en
el caso de los HSFs animales, la diversificacién de los HSFs vegetales
podria reflejar una especializacién funcional. En Pridndl et al (1998) se
sugiere una especializacién funcional de los HSF3 y HSF4 de
Arabidopsis respecto a la termotolerancia: las plantas transgénicas de
Arabidopsis que superproducen At HSF3 sufren un incremento en su
termorresistencia basal, pero no las que superproducen At HSF4.

3.3. Participacion de 1los HSEs en la regulacién
embrionaria de genes shsp.

Los anélisis por delecion de los promotores del gen de girasol Ha
hspl7.7 G4 y del gen de soja Gm hspl7.3-B, mostraron que las regiones
que contienen sus HSEs son necesarias para la expresién de dichos
genes durante la fase de desecacion de las semillas (respectivamente,
Coca et al, 1996 y Priandl y Schoffl, 1996). Los estudios mds precisos,
por mutagénesis dirigida de las regiones con HSEs del gen Ha hspl7.7
G4, muestran una evidencia mas directa de la implicacién de estos
elementos en la expresiéon de dicho gen durante la desecacién del
embrion: las mutaciones en las dos regiones con HSEs del gen Ha
hspl7.7 G4 que impiden especificamente la unién de los HSFs,
redujeron drasticamente la activacién de este gen durante la fase de
desecacién del embrién aunque no afecté a su activacién en etapas
anteriores (Almoguera et al, 1998; mutante E). Este resultado
demuestra que las regiones con HSEs de este gen son necesarias para su
expresion durante la fase de desecacién de los embriones y, por lo
tanto, participan en ella de HSFs. Por el contrario, en las etapas
anteriores no intervienen los HSE.

Fuera de contexto, repeticiones de HSEs sintéticos fusionados a las
secuencias de la caja TATA del promotor CaMV 35S, son capaces de
dirigir la expresion del gen gus en semillas de tabaco (Prindl y Schoffl,
1996). En cambio, en este trabajo mostramos que en un promotor
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natural como el del gen de girasol Ha hspl8.6 G2, con regiones con alta
homologia con los HSEs, no hay transcripcién en embriones de girasol
de 20 a 24 dpa (figura 10). Este resultado nos indica que la presencia
de HSEs en los promotores de genes shsp no es suficiente para su
expresion durante el desarrollo embrionario en plantas.

En plantas hay evidencias que indican que los mecanismos de
activaciéon de genes shsp durante el desarrollo embrionario y en
respuesta a choque térmico podrian ser distintos. Mediante
hibridaciones tipo Western, con anticuerpos contra At HSP17.6, se ha
demostrado que las sHSPs que se expresan en las semillas de
Arabidopsis durante la embriogénesis no se acumulan en cantidades
detectables en los mutantes abi3-6. Sin embargo, en estos mutantes, la
acumulacién de estas proteinas en respuesta a choque térmico no ve
afectada (Wehmeyer et al, 1996). Otra evidencia la encontramos en el
estudio de las plantas transgénicas de Arabidopsis con el gen gus (B-
glucuronidasa) bajo el control del promotor Ar hspl7.4. En estas
plantas se empieza a detectar actividad GUS a los 9 dpa, que va en
aumento hasta la desecacién del embrién. Sin embargo, la actividad
GUS en embriones de 4 dpa sometidos a choque térmico es
indistinguible de la encontrada en embriones mds maduros sometidos
al mismo tratamiento (Wehmeyer y Vierling, 2000). La actividad del
promotor At hspl7.4 también se ha estudiado en mutantes de
Arabidopsis fus3-3, lecl1-2 y abi3-6 (afectados en la fase de maduracién
de los embriones) utilizando el mismo gen quimérico (Wehmeyer y
Vierling, 2000). En estos mutantes la actuvidad GUS es muy reducida
(mutantes fus3-3 y lecl-2) o indetectable (abi3-6), pero tras someter
los embriones a choque térmico, se alcanzan unos niveles de actividad
similares a los hallados en las plantas con un fondo genético silvestre
sometidas al mismo tratamiento. Estos resultados indican una clara
diferencia en la regulacién del promotor At hspl7.4 en repuesta a
choque térmico y durante el desarrollo embrionario (Wehmeyer y
Vierling, 2000). En el caso del gen Ha hspl7.7 G4 hay ademads
evidencias de que los mecanismos de activacién a través de los HSEs de
este gen durante el desarrollo embrionario y en respuesta a choque
térmico son distintos. Se han descrito mutaciones que alejan la region
con HSEs proximal del promotor del gen Ha hspl7.7 G4 del consenso
para los HSEs, que eliminan su respuesta a choque térmico pero sdélo
reducen parcialmente su expresiéon durante la desecacién del embrid

(Almoguera et al, 1998; mutante A). O ol
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Las diferencias entre los mecanismos de activacién a través de los
HSEs, durante el desarrollo embrionario y en respuesta a un choque
térmico, podrian deberse a la participacion de HSFs distintos en cada
caso. Los HSFs implicados en la regulacién embrionaria a través de HSEs
podrian tener una especificidad por la secuencia de ADN distinta a la de
los HSFs implicados en la respuesta a choque térmico. En animales se ha
descrito una especializacién en las secuencias a las que se unen los
HSFs: el mHSF1 se une preferentemente a HSEs mdas extensos que el
mHSF2, probablemente debido a una mayor capacidad para establecer
interacciones cooperativas entre trimeros (Kroeger y Morimoto, 1994).
En plantas ain no se ha publicado una especializacién andloga de los
HSFs, pero no puede descartarse dada la multiplicidad de los HSFs
Vegetales.

Alternativamente y de forma no excluyente, los HSFs podrian
unirse a los promotores de genes shsp que se expresan en embriones de
un modo especifico, tal vez mediante interacciones con otros factores
transcripcionales embrionarios. Se ha descrito que los HSFs
interaccionan con el factor TBP (proteina de unién a la caja TATA) en
animales (Lis y Wu, 1993 y Mason y Lis, 1997) y en plantas (Reindl y
Schoffl, 1998). Sin embargo, se conocen muy pocos ejemplos de
interaccion entre HSFs y otros factores transcripcionales, excluidos los
componentes generales de la maquinaria basal de transcripcién, tanto
en animales (Kanei-Ishii et al, 1997 y Stephanou et al, 1999) como en
plantas (Rojas er al, 1999). En células de vertebrados CV-1 en
proliferacién, el factor transcripcional c-Myb es capaz de transactivar
el gen hps70, a través de sus HSEs en ausencia de estrés térmico (Kanei-
Ishii et al, 1997). El factor c-Myb, sin embargo no interacciona
directamente con el ADN de este promotor sino que forma un complejo
con el HSF3 y potencia su trimerizacién, su transporte al nticleo y su
uniéon al ADN (Kanei-Ishii et al, 1997). En plantas, se ha demostrado una
activacion sinérgica del promotor Ha hspl7.7 G4 por el HSF de tomate
Lp HSFA1l y el factor de Arabidopsis ABI3 (descrito anteriormente)
mediante experimentos de expresién transitoria con embriones de
girasol de 21 dpa (Rojas et al, 1999). Como en el caso anterior, el
factor ABI3 parece que no se une directamente al ADN, sino que
actuaria a través de los HSFs como un coactivador.

En este trabajo hemos clonado y caracterizado el gen de girasol
Ha hspl7.6 GI, que se transcribe durante la fase de desecacién de la
embriogénesis pero no en respuesta a un choque térmico (figura 10).
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Este gen posee en su regién promotora un HSE muy imperfecto y distal
(figura 4). Como en el caso del gen Ha hspl7.7 G4, las mutaciones que
alejan su HSE del consenso reducen dradsticamente su transcripcidon
durante la desecaciéon de los embriones (figura 17). De esta forma, los
resultados obtenidos con los dos genes shsp de tipo I de girasol que se
expresan durante la embriogénesis zigética demuestran que los HSEs
son necesarios para la transcripcién embrionaria y sugieren que los
HSFs pudieran participar de forma general en la regulacién de los genes
shsp durante la fase de desecacién del embrién en plantas. El gen Ha
hspl7.6 GI es el tUnico gen conocido con un HSE funcional durante la
desecacién del embrién pero que no responde a un choque térmico, lo
que indica que, al menos para este gen, los mecanismos de regulacion a
través de HSEs en respuesta a choque térmico y durante el desarrollo
embrionario son diferentes.

En el promotor del gen Ha hspl7.6 GI hay otras secuencias en cis,
ademds del HSE, necesarias para su expresién embrionaria. Este
resultado indica que para activar al promotor del gen Ha hspl7.6 GI es
necesaria la acciéon de factores presentes en embriones que se unan a
estos elementos en cis y activen su promotor de forma sinérgica con
los HSFs implicados. Este es el primer caso que conocemos en el que los
HSFs actian de forma sinérgica con otros factores transcripcionales
que se unen directamente al ADN. De este modo, la diferencia en la
activacién observada para este promotor durante la embriogénesis y en
respuesta a un choque térmico se podria deber a la accién sinérgica de
los factores que colaboren con los HSFs.



II. MATERIALES Y METODOS.
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1. Material biologico.
1.1. Genoteca y vectores.

Hemos utilizado una genoteca de bacteriéfagos de ADN gendémico
de girasol construida en el vector AGEM11 (Promega), descrita en Coca
et al, (1996). La genoteca se construyé6 mediante una digestién parcial
del ADN genémico de girasol con el enzima de restricciéon Sau 3A, y se
cloné en los brazos del vector AGEM11 (Promega), en el sitio de corte
del enzima Xho I, relleno parcialmente con el fragmento Klenow de la
ADN polimerasa I de E. coli, de manera que su extremo protuberante
resultase compatible con el extremo liberado por Sau 3A.

El bacteri6fago M13K07 (Vieira y Messing, 1987) se utiliz6 como
bacteri6fago auxiliar en la preparacion de ADN monocatenario para la

secuenciacion.

El plasmido pBluescript SK* (Stratagene Cloning Systems) se usé
para la clonacién, secuenciaciéon y obtencién de sondas de fragmentos
de ADN seleccionados.

El pldsmido pBI101 (Jefferson et al., 1987), es un derivado del
vector binario de Agrobacterium pBinl9 (Bevan, 1984) disefiado para
poder clonar promotores que dirijan la expresién del gen "delator" gus
y que aporten su propio sitio de inicio de la traduccién. Para ello, el
plasmido contiene, tras el sitio de clonacién multiple, el gen de la f-
glucuronidasa (gus) de E. coli con la seflal de poliadenilacion del gen de
la nopalina sintetasa (rnos). Existen tres versiones pBI101.1, pBI101.2 vy
pBI101.3, que permiten la obtencién de las tres fases de lectura del gen
gus respecto al sitio de clonacién miltiple. Entre las regiones Ti de
movilizacién de ADN, necesarias para la transformacién de las plantas,
contiene ademds del gen gus, el gen nptlIl, que confiere resistencia a
kanamicina a las plantas transformadas. Este pldsmido se ha utilizado
para la preparacion de las fusiones traduccionales del promotor del
gen Ha hspl7.6 GI al gen gus.

1.2. Bacterias.

En este trabajo utilizamos la estirpe de E. coli XL1-Blue para la
transformacién y la multiplicacién de plasmidos. La estirpe XL1-Blue
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tiene un genotipo recAl, endAl, gyrA96, thi hsdR17, supE44, relAl, lac
{F'proAB laclq ZDM15Tnl10(tetR)} (Bullock et al., 1987). La estirpe de E.
coli KW251 se utiliz6 como bacteria hospedadora del fago AGEM-11 y
tiene un genotipo F-, supE44, galK22, galT22, metB1, hsdR2, mcrB1,
mcrA-, argA81:Tnl0, recD1014 (Frischauf et al., 1983). Ambas
bacterias se cultivaron en medio LB a 37°C. Para la seleccién de
bacterias portadoras de plasmidos, el medio se suplement6 con 50
mg/l de ampicilina o 100 mg/l de kanamicina. ‘

La estirpe de A. tumefaciens LBA4404 se empledé para la
transformacién de discos de hoja de tabaco. Esta estirpe contiene
plasmidos Cr (criptico), pAL4404 sobre un fondo cromosémico C58-C9
(Hoekema et al., 1983). El cultivo se realiz6 a 28°C en medio YEP
suplementado con 250 mg/l de estreptomicina. Las bacterias
transformantes se seleccionaron en medio YEP suplementado con 100
mg/l de kanamicina.

Medio LB: 10 g/l bactotriptona, 5 g/l extracto de levadura y 10 g/l
NaCl pH 7,0.

Medio YEP: 10 g/l bactopeptona, 10 g/l extracto de levadura y 5 g/l
NaCl pH 7,0.

Para preparar medio sélido se aiiade 15 g/lde agar bacteriolégico.

1.3. Material vegetal.
1.3.1. Especies vegetales.

Hemos empleado plantas de girasol (Helianthus annuus L. cv.
Sunweed) procedentes de semillas proporcionadas por Rhone-Poulenc
Agrochimie y plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) de la variedad
Xanthi.

1.3.2. Esterilizacion de semillas y germinacién.

Previamente a la germinacién, la superficie de las semillas se
esteriliz6 mediante lavados sucesivos en etanol al 70% (1 minuto), en
hipoclorito sddico 2% con una gota de Triton X-100 (30 minutos) y
varios enjuagados en agua destilada estéril.

Las semillas esterilizadas de girasol se colocaron sobre papel de
filtro autoclavado y saturado con agua destilada estéril y se incubaron
a 25°C en oscuridad.
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Las semillas esterilizadas de tabaco silvestre se colocaron en cajas
Petri con medio MS (Murashige y Skoog, 1962), y las de las plantas
transgénicas en medio MS con kanamicina a 300 pug/ml (MSK). Se
incubaron en cdmaras de cultivo con iluminacién y temperatura
controladas (16 h de luz, 25°C; 8 h de oscuridad, 20°C).

1.3.3. Cultivo de plantas.

Las plantas de girasol y tabaco se cultivaron en macetas con una
mezcla 4:1 de turba y perlita. Las plantas se cultivaron con un régimen
de 16 horas de luz a 25°C y 8 horas de oscuridad a 20°C, con una
humedad relativa constante del 80%.

1.4. Tratamientos del material vegetal.

Las plantas transgénicas de tabaco que iban a someterse a
tratamientos de choque térmico se crecieron hasta alcanzar un tamaiio
de 15 a 20 cm. Al alcanzar dicho tamafio cada planta se cortd en dos
mitades, y ambas se cultivaron de forma que regeneraron la raiz o el
tallo perdido. De esta forma se obtuvimos dos plantas clénicas: una de
ellas se someti6 al correspondiente tratamiento y la otra se utilizo
como control.

1.4.1. Tratamientos con acido abscisico.

Las germinulas de girasol de 3 dias después de la imbibicién (dpi)
se transpasaron a cajas de Petri con papeles de filtro estériles saturados
en una solucién 100 uM de ABA y se incubaron durante 24 horas. Las
germinulas control se mantuvieron en las cajas de Petri con papeles de
filtro saturados en agua estéril.

1.4.2. Tratamientos de estrés hidrico.

Los experimentos de estrés hidrico con plantas adultas de girasol
se realizaron interrumpiendo el riego de 1 a 4 dias, mientras que las
plantas controles se regaron diariamente.

1.4.3. Tratamientos de estrés térmico.

Regamos las plantas adultas de tabaco y girasol (de unos 25 cm
de altura) antes de empezar cada tratamiento. Sometimos las plantas a
tratamientos de choque térmico de 42°C durante 2,5 horas en cdmaras
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iluminadas y con una humedad relativa del 80%. Debido a la alta
humedad, los estomas permanecen cerrados y las plantas reducen su
transpiracién, por lo que la temperatura de las hojas no suele ser
inferior a la ambiental. Inmeditamente tras el tratamiento, recogimos
muestras de tallo de unos 5 cm situadas a 4 cm del meristemo apical y
muestras de hojas de la misma zona y se congelé con nitrégeno
liquido.

Los tratamientos de choque térmico en germinulas de girasol de 4
0 14 dpi se realizaron a la temperatura indicada en cada experimento
durante 2,5 horas, en papel de filtro saturado con agua destilada.

Los tratamientos de choque térmico en germinulas de tabaco de
20 dpi se realizaron a 42°C durante 2,5 horas, en la misma caja de Petri
donde se germinaron.

2. Escrutinio de una genoteca gendmica.

Rastreamos la genoteca gendmica de girasol en el bacteriéfago
AGEMI11 descrita en la seccién 1.1 para aislar el clon genémico del
ADNc Ha hspl7.6 Gl (Almoguera y Jordano, 1992). En cada rastreo
sembramos 16 cajas Petri (de 150 mm de didmetro) con unas 30.000
particulas formadoras de calvas de lisis (pfc) sobre un césped de la
bacteria hospedadora KW251.

2.1. Propagacion de los bacteriéofagos.

Inoculamos una colonia de E. coli KW251 en medio LB
suplementado con 10 mM MgSO4 y 0.2% de maltosa e incubamos a
37°C hasta alcanzar una D.O.600 nm) de 0.6. Mezclamos 500 pl del
cultivo bacteriano con 500 pl de una suspensién de bacteriéfagos en
tampén SM, a la concentracion adecuada. Para la preadsorcién de los
bacteriofagos a las bacterias incubamos la mezcla anterior durante 20-
30 minutos a 37°C. Luego afiadimos 8 ml de agarosa de cobertera a
45-50°C y lo extendimos sobre una caja Petri con medio LB con MgSO4
10 mM. Incubamos las cajas a 37°C hasta que las calvas de lisis
alcanzaron 0,5-1 mm de didmetro.

Para las sucesivas rondas de purificacién de los bacteriofagos
recombinantes empleamos cajas de Petri de 90 mm de didmetro. En las
sucesivas rondas de purificaciéon los bacteriéfagos recombinantes se
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van sembrando a una densidad cada vez menor. Seguimos el mismo
procedimiento que con las cajas de Petri de 150 mm de didmetro pero
mezclamos 200 ul de bacterias con 200 pul de bacteriéfagos y afiadimos

3 ml de agarosa de cobertera.

Tampén SM: 0,1 M NaCl, 10 mM MgSO4, 50 mM Tris-HC1 pH 7,5.
Agarosa de cobertera: 0,6% de agarosa en tampén SM.

2.2. Transferencia a membranas de nitrocelulosa del
ADN de los bacteriéfagos. ‘

Tras crecer las calvas de lisis hasta alcanzar el tamafio adecuado,
las enfriamos durante 2 horas a 4°C para endurecer la agarosa.
Colocamos la membrana de nitrocelulosa sobre el césped bacteriano
con los bacteriéfagos, evitando la formacién de burbujas. Dejamos
adsorber los bacteriéfagos durante 3 minutos y perforamos los filtros
en varios sitios distribuidos asimétricamente. Estas perforaciones
permitirdn orientar la autorradiografia del filtro correctamente sobre
la caja de Petri. Después de la adsorcién retiramos los filtros con
pinzas, evitando desprender la agarosa.

El ADN adsorbido sobre las membranas se desnaturaliza
sumergiendo el filtro en una solucién 0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl durante
2 minutos. Luego se sumerge 2 minutos en una solucién 0,5 M Tris-HCI
pH 7,5; 1,5 M NaCl para su neutralizacién. Finalmente se lava en SSC x
2 al menos 1 minuto y se dejan secar. Una vez secas las membranas se
incuban a 80°C durante 2 horas en vacio, con lo que el ADN se fija
irreversiblemente a la membrana.

SSC x 20: 3 M NaCl; 0,3 M citrato sédico, pH 7,0.
2.3. Preparacion de sondas radiactivas de ADN.

El marcaje in vitro de fragmentos de ADN se realiz6 por el
método de cebado al azar descrito por Feinberg y Volgelstein (1983),
usando los kits comerciales de Boehringer Mannheim o Pharmacia
Biotech, segtin las instrucciones del fabricante. Las moléculas de ADN
se marcaron con 25 uCi de [0-32P]dCTP. Después del marcaje
eliminamos los nucledtidos no incorporados por cromatografia en
minicolumnas de Sephadex G-50.



22 II. Materiales vy _métodos

Para el escrutinio de 1la genoteca gendémica marcamos
radiactivamente un fragmento de ADN correspondiente al ADNc Ha
hsp17.6 (descrito en Almoguera y Jordano, 1992).

2.4. Cromatografia en minicolumnas de Sephadex G-50.

Montamos las minicolumnas en jeringas de 1 ml de volumen,
selladas en su extremo inferior con lana de vidrio y rellenas con
Sephadex G-50 previamente hidratado y esterilizado. Las minicolumnas
se empaquetaron por centrifugaciéon a 1000 g durante 3 minutos y se
equilibraron pasando por la minicolumna 100 pl de TE o TEN.
Finalmente afiadimos la solucién de 4cidos nucleicos que deseamos
purificar a través de la minicolumna centrifugando en las mismas
condiciones.

TE: 10 mM TrisHCI pH 8; 1 mM EDTA pH 8.
TEN: 10 mM TrisHCI pH 8; 1 mM EDTA pH §; 100 mM NaCl.

2.5. Hibridacion de las membranas con la sonda.

Hibridamos las membranas con el ADN de los bacteriéfagos fijado
con la sonda radiactiva del ADNc Ha hspl7.6 Gl. En primer lugar las
prehibridamos para bloquear los lugares de unién inespecifica de ADN
en la membrana. Para ello, incubamos las membranas mas de 2 horas
en solucion de prehibridacion a 42°C y con agitacién suave. Tras la
prehibridacién, incubamos las membranas en 25 ml/5 filtros de
solucion de hibridacion durante 16-20 horas a 42°C, con agitacién
suave. Lavamos las membranas en volimenes grandes (200-300 ml)
durante periodos de 20 minutos, una vez en SSC x 2; 0.1% SDS y dos en
SSC x 0,2; 0,1% SDS, a 45°C y con agitacion suave, evitando que se
secaran. Dejamos secar las membranas lavadas y les expusimos una
pelicula autorradiografica colocada entre pantallas intensificadoras a
-80°C durante el tiempo necesario.

Solucion de prehibridacién: 50% formamida; SSPE x 5; solucién de
Denhardt x 2 y 0,1% SDS.

Solucion de hibridacién: solucién de prehibridaciéon a la que se
aflade la sonda (al menos 500000 cpm/ml de solucién) previamente
desnaturalizada a 100°C durante 10 minutos.

SSPE x20: 3 M NaCl; 0,2 M NaH;POy4; 0,02 M EDTA, pH 7.4.

Solucién de Denhardt x 50: 1% ficoll; 1% polivinil pirrolidona y 1%
seroalbimina bovina (BSA).
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2.6. Seleccion del clon Ha hspl7.6 Gl.

Orientamos la autorradiografia del filtro sobre la caja de Petri
mediante las perforaciones realizadas en la seccién 2.2. Las calvas que
coincidian con las sefiales detectadas en la pelicula autorradiogréifica se
aislaron de las cajas de Petri recortando con una pipeta Pasteur la
superficie del agar. Eluimos los bacteri6fagos en 1 ml de tampén SM
saturado con cloroformo y los sembramos en cajas de Petri de 90 mm
de didmetro, a una densidad de 200-500 pfc por caja. Volvimos a
hibridar y a aislar las calvas de lisis que coincidian con las sefiales de la
hibridacién. Repetimos 1la operacién, bajando la densidad de
bacteri6fagos de las cajas hasta que las calvas de lisis que se aislan
contienen un unico tipo de bacteri6fago.

3. Purificacion y analisis de ADN.
3.1. Minipreparaciones de ADN plasmidico bacteriano.

Hemos seguido el método de extraccién por lisis alcalina descrito
en Sambrook et al. (1989).

3.2. Purificacion de ADN de cadena sencilla.

En algunos casos hemos utilizado ADN monocatenario como
molde para secuenciar insertos de ADN clonados en el plasmido pbSKT.
Para ello purificamos ADN de una cadena siguiendo el protocolo
descrito en Sambrook et al. (1989), utilizando como bacteriéfago
auxiliar M13K07.

3.3. Purificacion de ADN de bacteriofagos.

Para la purificaciébn de ADN de bacteri6fagos hemos seguido el
protocolo descrito por Chisholm (1989).

Propagamos los bacteriéfagos como se describi6 en la seccion
2.1. Incubamos las cajas Petri a 37°C hasta que las calvas de lisis eran
confluyentes. Recogimos los bacteriéfagos eluyéndolos durante 2
horas con 7 ml de SM y en agitacién suave. Afiadimos 100 ul de
cloroformo al eluido para lisar las bacterias y NaCl hasta alcanzar la
concentraciéon 1 M, y centrifugamos a 13.000 g durante 20 minutos.
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Para precipitar los bacteri6fagos afiadimos PEG hasta la
concentracién final del 10%, agitamos vigorosamente, incubamos en
hielo 1 hora y centrifugamos a 13.000 g durante 20 minutos.
Resuspendimos el sedimento en 500 pl de SM e hicimos una extraccién

con un volumen de cloroformo. Afiadimos 50 pg de ADNasa I y 50 pg
de ARNasa A a la fase acuosa e incubamos a 37°C durante 30 minutos.
Seguidamente afiadimos 20 ul de EDTA 0,5 M pH §; 5 ul de SDS al 20%
y 25 ug de proteinasa K e incubamos a 65°C durante media hora.
Hicimos una extraccion con fenol:cloroformo y otra con cloroformo.
Precipitamos el ADN con isopropanol y tras lavarlo con etanol 70%, lo
secamos y resuspendimos en TE. Opcionalmente, el ADN puede
purificarse pasdndolo a través de una columna de Sephadex G-50.

3.4. Purificacion de ADN de plantas.

Para la extraccion de ADN total de plantas se ha seguido el
método de Dellaporta et al. (1985).

Trituramos el material vegetal con nitrégeno liquido hasta
convertirlo en polvo fino. Por cada 100 mg de material triturado
afiadimos 120 ul de tampon de extracciéon y 10 ul de SDS 20% y
homogenizamos con ayuda de un émbolo. Incubamos a 65°C durante
15 minutos.

Afiadimos 1/4 de volumen de acetato potdsico 5 M e incubamos a
0°C durante 20 minutos. Centrifugamos a 15.000 g durante 20 minutos
a 0°C vy recogimos el sobrenadante. Hicimos extracciones al
sobrenadante con un volumen de fenol:cloroformo:IAA (25:24:1),
hasta que la interfase qued6 limpia.

Precipitamos los dcidos nucleicos con 0,6 volimenes de
isopropanol a temperatura ambiente y centrifugamos 5 minutos a
13.000 g. Lavamos el precipitado con etanol al 70%, secamos
ligeramente y resuspendimos en 100 uL de TE con 40 ug/ml de ARNasa
A. Incubamos a 37°C durante 30 minutos y realizamos una extraccion
con un volumen de fenol:cloroformo:IAA (25:24:1).

Precipitamos el ADN aifiadiendo acetato potdsico a pH 5,2 hasta
alcanzar una concentracién de 0,3 M y dos volimenes de etanol
absoluto e incubando a -20°C durante 10 min. Centrifugamos a 15.000
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g y 4°C durante 30 minutos. Lavamos el precipitado de ADN con etanol
al 70%, lo secamos y lo resuspendimos en 40 pl de TE.

Tampén de extraccion: 100 mM Tris-HC1 pHS8,0; 50 mM EDTA
pH8,0; 500 mM NaCl; 10 mM B-mercaptoetanol.

3.5. Cuantificacion del ADN.

Estimamos la concentracién del ADN en solucién por su
absorbancia a 260 nm, asumiendo que D.O.(260nm) = 1 equivale a 50
ug/ml de ADN. Para verificar la concentracién del ADN realizamos una
comparacién en geles de agarosa con muestras de ADN de
concentracién conocida.

3.6. Electroforesis de ADN en geles de agarosa.
Realizadas segin se describe en Sambrook et al., 19809.

3.7. Extraccion de fragmentos de ADN de geles de
agarosa.

Para la recuperaciéon de fragmentos de ADN de geles de agarosa
utilizamos los kits comerciales: Agarosa Gel DNA Extraction Kit
(Boehringer Mannheim, GmbH) y GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (Pharmacia Biotech GmbH), siguiendo estrictamente las
indicaciones de los fabricantes.

3.8. Analisis de tipo Southern.

Para detectar secuencias especificas entre fragmentos de ADN
separados por electroforesis utilizamos esta técnica, descrita
originalmente por Southern (1975).

3.8.1. Digestion de los ADNs.

Para los Souterns con ADN de bacteri6fagos digerimos 1 ug de
ADN con 20 U de un enzima de restricciéon (HindIII, EcoRI, Sacl, Smal,
Xbal o Xhol), en un volumen de 30 wl durante 3 horas. Finalizada la
digestién realizamos una extraccién con un volumen de
fenol:cloroformo:IAA (25:24:1) y precipitamos el ADN digerido con
etanol y acetato sédico. Resuspendimos en 20 pl de tampon TE.
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Para los Souterns con ADN genémico de planta digerimos entre
15-20 pg de ADN de tabaco con 20 U de enzima de restricciéon (en este
trabajo se utiliz6 HindIII), en un volumen de 300 wnl durante 4 horas.

Finalizada la digestién limpiamos y precipitamos el ADN digerido como
en el caso anterior y resuspendimos en 40 pl de tampdén TE.

Los fragmentos de ADN digerido se separan por electroforesis a 1
V/ecm durante 6 horas para el ADN de bacteriéfagos y toda la noche
para el ADN gendémico, en geles de agarosa al 0,8% en TBE x 0,5 con
bromuro de etidio (100 pg/l). Procesamos el gel y transferimos el ADN

a un filtro de nylon.

TBE x 5: 445 mM Tris-HCl; 445 mM acido boérico; 10 mM EDTA
pHS,0.

3.8.2. Transferencia de ADN desde los geles a
membranas de nylon.

Hemos seguido el procedimiento descrito por Sambrook et al.
(1989), de transferencia por capilaridad.

En el caso de ADN gendémico, tratamos el gel durante 10 minutos
con una solucién 0,2 N HCI, para hidrolizar los fragmentos de alto peso
molecular, facilitando asi la transferencia.

Para fijar el ADN al filtro de nylon dejamos secar los filtros con el
ADN y los fijamos con radiacién ultravioleta durante 4 min por cada
cara.

3.8.3. Preparacion de las sondas de ADN.

Los filtros con ADN de bacteriéfagos se hibridaron con una sonda
radiactiva obtenida a partir de un fragmento de ADN correspondiente
al ADNc Ha hspl7.6, descrita en la seccién 2.3. Los filtros con ADN
genOmico de plantas se hibridaron con una sonda radiactiva del gen f-
glucuronidasa marcada como se describe en la seccién 2.3. El ADN
utilizado para esta sonda es un fragmento del gen gus obtenido
mediante restriccion del plasmido pBI101 con los enzimas EcoRI y
Xbal.

3.8.4. Hibridacion con sondas radiactivas.
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Bloqueamos los sitios de unién inespecifica presentes en el filtro
bafidgndolo en un gran volumen de solucién de prehibridacién
durante 2 horas a 42°C (al menos 6 horas para los filtros con ADN
genémico de plantas). Retiramos la solucién y afiadimos solucién de
prehibridacién con la sonda radiactiva (aproximadamente 500.000
cpm/ml), previamente desnaturalizada durante 10 minutos a 100°C.
Incubamos a la misma temperatura durante 4 o 6 horas (12-18 horas
para ADN genémico de plantas). La incubacién con la sonda se lleva a
cabo en recipientes de pldstico, herméticamente cerrados, usando el
minimo volumen de solucién de hibridacién que asegure que la
membrana permanece constantemente humedecida.

Solucion de prehibridacién: 50% formamida, SSPE x 5, Denhardt 5
x, 0,1% SDS.

3.8.5. Lavado de los filtros hibridados.

Después de la hibridacién lavamos la membrana en condiciones
muy restrictivas: dos veces durante 20 minutos en SSPE x 1; 0,1% SDS a
45°C, y dos veces en SSPE x 0,1; 0,1% a 65°C. Una vez lavada, la
envolvimos en pldstico y la expusimos a peliculas autorradiogréficas
con pantallas intensificadoras a -80°C.

4. Manipulacién enzimatica del ADN.

En general hemos seguido los protocolos descritos por Sambrook
et al. (1989).

4.1. Digestion del ADN con enzimas de restriccion.

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccién se realizaron
siempre en los tampones y las condiciones recomendadas por los
fabricantes. Las manipulaciones posteriores de los productos de la
digestiéon se realizaron tras fenolizar y precipitar el ADN afiadiendo
acetato soédico hasta 0,3 M y 2-3 volimenes de etanol e incubando a
-20°C durante 30 minutos. Tras centrifugar durante 15 minutos en una
microcentrifuga, lavamos el sedimento con etanol al 70%, secamos Yy
resuspendimos en TE.

4.2. Defosforilacion de extremos 5'.
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Mediante este procedimiento se eliminan los grupos fosfatos en
los extremos 5' de los pldsmidos que utilizamos como vectores de
clonacién, con el objetivo de evitar su religamiento.

Después precipitar el ADN digerido con la enzima de restriccién
adecuada, lo se resuspendimos en Tris-HClI pH 8,3, y afiadimos 1/10
del volumen de tampén x 10 para fosfatasa alcalina (Boehringer
Mannheim). A continuacién, se afiade 1-2 U de fosfatasa alcalina e
incubamos a 37°C durante 30 minutos. Inactivamos la fosfatasa
alcalina afiadiendo EDTA hasta 5 mM e incubando a 75°C durante 10
minutos. Posteriormente, realizamos una extraccién del ADN con un
volumen de fenol:cloroformo:IAA (25:24:1), lo precipitamos y lo
resuspendimos en TE.

4.3. Generacion de extremos romos de ADN.

Estos métodos se utilizan para permitir la posterior ligacién de
fragmentos de ADN generados con distintas enzimas de restriccidn,
que producen extremos incompatibles.

Para hacer romos los extremos 5' protuberantes recurrimos al
relleno del extremo 3' no protuberante con el fragmento Klenow de la
ADN polimerasa I de E. coli (Sambrook et al., 1989).

Para los extremos 3' protuberantes usamos la ADN polimerasa del
bacteriéofago T4, que posee una fuerte actividad exonucleasa 3'->5' en
ADN monocatenario (Sambrook et al., 1989).

4.4. Ligacion de moléculas de ADN.

Digerimos previamente el ADN con las enzimas de restriccién
adecuadas y desfosforilamos los extremos 5' del vector en los casos en
los que podia haber religacidn.

La mezcla de reaccién contiene tampén de ligasa x 1, 1 U de ADN
ligasa del bacteriéfago T4 y los fragmentos de ADN a ligar, en un
volumen médximo de 20 pl. La relacién molar del inserto respecto al
vector es de dos. Las ligaciones de extremos cohesivos se incuban a
16°C durante 5 horas; para las de extremos romos incubamos a
temperatura ambiente durante 1-2 horas. Pasado este tiempo,
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transformamos células competentes de E. coli con la mezcla de
ligacién sin modificaciones adicionales.

5. Transformacion de bacterias.

La introduccién de ADN en bacterias requiere el tratamiento
previo de las células para hacerlas competentes. Las cé€lulas
competentes son transformadas con el ADN adecuado y las células
transformantes se seleccionan sembrdndolas en un medio con los
antibiéticos apropiados.

5.1. Preparaciéon de células competentes de E. coli.
Método del RbCl (Hanahan, 1983).

Inoculamos 5 ml de medio ¥ con una colonia de la estirpe
apropiada y lo cultivamos a 37°C hasta alcanzar una D.O. oonm de 0,3.
Con este precultivo, inoculamos 100 ml de medio ¥, precalentado a
37°C, e incubamos con agitacién vigorosa (300-350 rpm) hasta una
D.O. 600nm de 0,5.

Enfriamos el cultivo en hielo y recogemos las células
centrifugando a 2.500 g durante 5 minutos a 4°C. Resuspendimos las
células en 30 ml de solucion TFB1 a 0°C y centrifugamos como antes.
Resuspendemos las células en 4 ml de solucién TFB2 a 0°C con
suavidad y hacemos alicuotas de 0,2 ml que se congelan a -80°C hasta
su uso.

Soluciéon TFB1: 100 mM RbCI; 50 mM MnCly; 30 mM acetato
potasico; 10 mM CaCly; 15% glicerol. El pH se ajusta a pH 5,8 con écido
acético 0,2 M. Se esteriliza por filtracién y se guarda a -20°C.

Solucion TFB2: 10 mM MOPS pH 7,0; 10 mM RbCl; 75 mM CaCly; 15%
glicerol. Se esteriliza por filtracién y se guarda a -20°C.

Medio ¥: 2% bactotriptona; 0,5% extracto de levadura; 15 mM
MgSOy4; 10 mM KCl. Se ajusta el pH a 7,6 con KOH.

5.2. Transformacion de E. coli.

Afiadimos aproximadamente 10 ng de ADN (en un volumen
menor de 20 ul), a 200 ul de células competentes e incubamos 20

minutos en hielo, 90 segundos a 42°C y enfriamos inmediatamente con
hielo. Afiadimos 1 ml de medio LB, incubamos a 37°C durante 1 hora y
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extendemos las células en cajas Petri con el medio de seleccién
apropiado.

5.3. Preparacion de <células competentes de A .
tumefaciens (Holsters et al, 1978).

Inoculamos 5 ml de medio YEP con una colonia de la estirpe de A.
tumefaciens apropiada e incubamos a 28°C durante una noche.
Utilizamos 2 ml de este cultivo para inocular 80 ml de medio YEP, y lo
cultivamos a 28°C hasta una D.O. ggonm entre 0,5 y 1.

Recogemos las células por centrifugacion a 3000 g y 4°C durante
10 minutos y las resuspendemos en 1,6 mL de 20 mM CaCl; a 0°C.
Hacemos alicuotas de 100 pl y las congelamos a -80°C o las usamos

inmediatamente.

5.4. Transformacién de A. tumefaciens.

Afade al menos 1 pg de ADN plasmidico (en un volumen menor
de 10 pl) 100 pul de células competentes y las congelamos en nitrégeno
liquido. Descongelamos a 37°C durante 5 minutos, y afiadimos 1 ml de
medio YEP. Incubamos a 28°C con agitacién suave durante 3 horas y
extendemos las células en cajas Petri con el medio de seleccién
apropiado.

6. Secuenciacion de ADN.
6.1. Reacciones de secuenciacion.

Para secuenciar moléculas de ADN seguimos el método basado
originalmente en el uso de dideoxinucleétidos que producen paradas al
azar en una reaccion de polimerizacién de ADN (Sanger et al, 1982).

Realizamos reacciones de secuenciacién con ADN monocatenario
o bicatenario obtenidos a partir de insertos de ADN clonados en el
plasmido pSK* o con ADN bicatenario de insertos de ADN clonados en
el plasmido pBI10l1. Para la secuenciacién de insertos clonados en el
pldsmido pSK* usamos los cebadores SK (5'-TCTAGAACTAGTGGATC-
3", KS (5'-CGAGGTCGACGGTATCG-3"), T3 (5'-ATTAACCCTCACTAAAG-
3) y T7 (5'-AATACGACTCACTATAG-3"), que aparean con secuencias
del vector situadas a ambos lados del sitio de clonacién muiltiple. Para
la secuenciacién de insertos clonados en el plasmido pBI101 usamos el
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cebador GUSIII (5'-ACGCGCTTTCCCACCAACGCTG-3"), que aparea con
secuencias del gen gus contenido en el vector desde la posicién +115
a la +94 respecto de su ATG.

Los ADNs moldes para secuenciar se obtuvieron por los métodos
descritos en el seccién 3, se limpian por cromatografia en columnas de
Sephadex G-50 (seccién 2.4), se precipitan y se resuspenden en TE.
Para cada reacciéon con ADN bicatenario usamos 5 pg de ADN que
desnaturalizamos con NaOH 1IN en presencia del cebador vy
neutralizamos con HCI 1N para que aparease el cebador y el ADN.

Para las reacciones de sucuenciacién utilizamos el kit de USB

(Sequenase version 2.0) siguiendo los protocolos del fabricante.
Marcamos las moléculas de ADN sintetizadas con [a33S]-dATP, o con

[033P]-dATP (Amersham).
6.2. Electroforesis con geles de poliacrilamida.

Los productos de la reaccién de secuenciacién se resolvieron en
geles al 4% o al 6% 8 M de acrilamida/bisacrilamida (19:1); urea 8 M;
TBE x 1; APS 0,05% y TEMED 0,5 ul/ml.

Montamos los geles entre dos placas de vidrio, lavadas
cuidadosamente y tratadas con alcohol, de 20 x 50 cm con un
gradiente de grosor de 0,2 a 0,4 mm. Una de las placas fue tratada
ademds con Repel-silane (Pharmacia Biotech). Los pocillos se formaron
con peines de “dientes de tiburén” de 0,2 mm de grosor. Realizamos la
electroforesis a 2750 V, en tampén TBE x 1. Para controlar la
migracién de los fragmentos generados en la reaccién de
secuenciacién, se adicionan los colorantes azul de bromofenol vy
xilencianol.

Terminada la electroforesis, separamos las placas y adsorbimos el
gel a una hoja de papel Whatman 3MM. A continuacién fijamos el gel
en una soluciéon 10% 4cido acético y 10% de metanol, durante 30
minutos a temperatura ambiente y lo secamos y expusimos a una
pelicula autorradiogriafica a temperatura ambiente.

6.3. Analisis de secuencias asistido por ordenador.
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Las secuencias fueron analizadas utilizando los programas del
Genetics Computer Group de la Universidad de Wisconsin (Devereux et
al., 1984), ejecutados en un ordenador del Centro Informaético
Cientifico de Andalucia (CICA). Realizamos comparaciones de
secuencia con los programas FASTA y BESTFIT.

7. Purificacion de ARN.
7.1. Preparacion de ARN total de tejidos vegetales.

Seguimos fundamentalmente el protocolo descrito en (Hall et al,
1978), con ligeras modificaciones.

Trituramos el material en nitrégeno liquido hasta convertirlo en
polvo fino y afiadimos tampém de extraccion (300 pul/100 mg de
material) a 100°C y proteinasa K hasta 0,5 mg/ml. Incubamos la mezcla
1 hora a 37°C en suave agitacion. Afiadimos KCl hasta una
concentracién final 50 mM e incubamos 15 minutos en hielo.
Centrifugamos 15 minutos a 13.000 g y afiadimos LiCl al sobrenadante
hasta una concentracién final de 2 M. Incubamos a 4°C al menos 2
horas, precipitando asi el ARN de forma selectiva. Tras centrifugar 20
minutos a 13.000 g lavamos el sedimento con LiCl 2 M y
resuspendimos el precipitado en acetato sédico 0,2 M, retirando el
material insoluble (polisacdridos) mediante centrifugacién. Realizamos
una extraccién con un volumen de fenol:cloroformo:IAA (25:24:1) y
precipitamos con 2,5 volimenes de etanol. Finalmente resuspendimos
en HPO-DEPC estéril y guardamos el ARN extraido a -80°C hasta su uso.

Tampén de extraccion: 200 mM Tris-HC1 pH 9,0; 400 mM NaCl; 25
mM EDTA; 1% SDS.

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

7.2. Cuantificacion de ARN.

La concentraciéon de ARN en soluciones se estima a partir de la
absorbancia a 260 nm, asumiendo que D.O.260nm = 1 equivale a 40
pg/ml de ARN. Para verificar la concentracién, las muestras de ARN se
comparan en geles de agarosa con otras muestras de concentracion
conocida.
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7.3. Electroforesis desnaturalizante de ARN.

Para cuantificar el ARN realizamos electroforesis en geles de
agarosa en presencia de formaldehido. Preparamos las muestras de
ARN en una solucién de tampéon MOPS x 1; 7% formaldehido y 50%
formamida las desnaturalizamos a 65°C durante 15 minutos y les
afiadimos 0,1 volimenes de tampon de cargax 10. Preparamos
geles al 1% de agarosa; MOPS x 1; formaldehido 7% y realizamos la
electroforesis en tampén MOPS x 1, aplicando 8 V/cm hasta que el azul
de bromofenol recorre las 3/4 partes del gel.

Tampon MOPS x 10: 0,2 M MOPS; 80 mM acetato sédico; 10 mM
EDTA. Se ajusta a pH 7 con NaOH.

Tampén de carga x 10: 50% glicerol; 1 mM EDTA pH 8; 0,25% azul
de bromofenol.

8. Proteccion frente a la digestion con ARNasa A.

Con esta técnica podemos detectar, dentro de una poblacién
compleja de ARNs, aquél cuya secuencia es totalmente idéntica a la de
la ribosonda empleada.

Para ello, hibridamos el extracto de ARN total con la ribosonda
radiactiva deseada. Posteriormente, tratamos con ARNasa A, enzima
que so6lo digiere ARN de cadena sencilla, de forma que los hibridos
perfectos ARN/ARN quedan protegidos de la accién enzimitica. La
hibridacién se debe hacer de forma que siempre haya exceso de la
ribosonda y hay que optimizar la temperatura de hibridacién para
estar seguros de que la hibridacién de la ribosonda con el ARN
correspondiente es completa. Igualmente hay que asegurarse de que la
digestiéon con la ARNasa A es total.

8.1. Preparacion de la ribosonda.

Las ribosondas se preparan por transcripcién in vitro de un ADN
en presencia de [a32P]-CTP. El ADN se clona en el pldsmido pBluescript

SK* para aprovechar las secuencias promotoras para las ARN
polimerasas de los bacteri6fagos T3 y T7 que flanquean su sitio de
clonacién maultiple.

8.1.1. Transcripcion in vitro.
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En este trabajo realizamos ribosondas de los genes Ha hspl7.6 GI
y Ha hspl7.7 G4. En el caso del gen Ha hspl7.6 Gl sintetizamos, a
partir del pldsmido pSK Gl Sac-Sma (figura 1), una ribosonda de 813
nt que incluye, ademds de 55 nt procedentes del vector, las secuencias
de la hebra no codificante de dicho gen entre los sitios -533 y +225. En
el caso del gen Ha hspl7.7 G4 sintetizamos una ribosonda de 651 nt
que incluye 86 nt procedentes del vector y las secuencias de la hebra
no codificante de dicho gen entre los sitios -188 y +399 (descrito en
Coca et al, 1996).

Linearizamos los pldsmidos con un enzima de restriccién que
corta en el extremo del fragmento a marcar para que la transcripcién
se interrumpa en ese punto (Xho I en el caso del gen Ha hspl7.6 GI).
Posteriormente realizamos una extraccién con un volumen de
fenol:cloroformo:IAA (25:24:1), precipitamos con 0,1 volumen de
acetato sédico 3 M y 2 de etanol y lo resuspendemos el precipitado en
H2O-DEPC hasta una concentraciéon final 0,3 mg/ml.

Mezclamos a temperatura ambiente 6,5 ul de H2O-DEPC; 2 ul de
tampon de transcripcién x 10 (Boehringer Mannheim); 2 ul de DTT 0,1
M; 24 U de inhibidor de ARNasas (RNase guard®, Pharmacia); 2 nl de
una mezcla 10 mM ATP, 10 mM GTP y 10 mM UTP; 1 ul de una solucién
0,2 mM CTP; 0,6 ug de ADN del plasmido linearizado; 2,5 pl de [a32P]-
CTP (50 uCi); 10 U de la ARN polimerasa adecuada (Boehringer
Mannheim).

Incubamos a 37°C durante una hora. Afiadimos 1 pug de ADNasa

(libre de ARNasas) e incubamos a 37°C durante 30 minutos para
eliminar el ADN. Interrumpimos esta reaccién afiadiendo 2 pul EDTA 0,5
M pH 8 y 77 ul TEN.

TEN: 10 mM TrisHCI pH 8; 1 mM EDTA pH 8; 100 mM NaCl.
8.1.2. Purificacion de la ribosonda.

Para separar los nucle6tidos no incorporados, realizamos una
cromatografia en una columna Sephadex G-50 previamente equilibrada
en TEN.

Precipitamos la sonda afiadiendo 20 ug de ARNt de levadura,
acetato sédico hasta 0,3 M y 2 volimenes de etanol. Incubamos
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durante 30 minutos a -20°C, centrifugamos a 15.000 G durante 15
minutos a 4°C, secamos el precipitado y lo resuspendimos en 30 ul de

FBL.

Los fragmentos marcados se separan por tamafio mediante
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida, descritos
en la seccién 6.2. Montamos los geles sobre dos placas de vidrio de 20
x 18 cm con separadores de 1 mm de grosor.

Inmediatamente antes de cargar la sonda en el gel, calentamos la
sonda a 85°C durante 3 minutos. Efectuamos la electroforesis a 250 V
hasta que la ribosonda alcance la altura deseada. Entonces separamos
una de las placas, envolvemos el gel con papel de plastico y lo
exponemos a una pelicula autorradiogrdfica durante 4 minutos. Para
orientar correctamente la pelicula autorradiogrdfica, colocamos
asimétricamente sobre el plastico tres trozos de cinta adhesiva y
taladramos tanto la pelicula como la cinta. Una vez localizada sobre la
autorradiografia la banda de tamafio adecuado, superponemos las
marcas de la pelicula y las de la cinta y recortamos y troceamos la
zona del gel donde se halla la ribosonda.

Eluimos la ribosonda en 380 ul de una solucién 2 M acetato
amoénico/0,1 % SDS durante una noche a 37°C con agitacion.
Eliminamos la acrilamida mediante pulsos de centrifugacién vy
precipitamos la sonda afiadiendo 30 pg de ARNt y 900 ul de etanol
absoluto. Tras incubar a -20°C durante 30 minutos centrifugamos 15
minutos a 13.000 G, lavamos con etanol 70% y dejamos secar al vacio.
Resuspendemos en 25-30 pl de solucion de hibridacion y
cuantificamos 1 ul en un contador de centelleo.

FBL: 0,1% SDS; 10 mM Tris-HCl pH 7; 97% formamida; 1 mg/ml
xilencianol; 1 mg/ml azul de bromofenol.

Solucion de hibridacion: formamida 80%; NaCl 0,4 M; EDTA 1 mM
y 40 mM PIPES pH 6,7. Se guarda a 4°C.

8.2. Hibridaciones.

Mezclamos 30 pg de ARN total con 5 x 105 c.p.m. de ribosonda y
53 pl de solucién de hibridacién y lo completamos con HpO-DEPC hasta
60 pl. Para desnaturalizar el ARN calentamos la muestra a 85°C durante
5 min. Dejamos hibridar a 48°C durante 16 horas.
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8.3. Digestiones con ARNasa A.

Afiadimos 600 pl de tampén de digestion a la hibridacién e
incubamos a 30°C durante 30 o 60 min (en este trabajo hemos
comprobado que a los 30 min la digestion era total). Para parar la
reacciéon tomamos 330 ul de la digestién, afiadimos 20 pl de SDS 10% y
5 pl de proteinasa K (10 mg/ml) e incubamos a 37°C durante 15
minutos. Afiadimos 3 ul de ARNt (10 mg/ml) e hicimos una extraccidén
con fenol:cloroformo:IAA (25:24:1) para eliminar las proteinas.
Precipitamos el ARN con 2 volimenes de etanol durante 30 minutos a
-70°C 'y centrifugando después. Finalmente lavamos con etanol
absoluto, secamos y resuspendemos en 30 ul de FBL.

Tampén de digestion: 75 pg/ml ARNasa A; 10 mM Tris-HCl1 pH7,5; 5
mM EDTA pH 8; 300 mM NaCl. Se prepara inmediatamente antes de su
uso.

8.4. Electroforesis.

El fragmento protegido se resuelve en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida (descritos en la seccién 8.1.2). Tras la electroforesis
colocamos el gel sobre papel Whatman 3MM, lo secamos y lo
expusimos a una pelicula autorradiogrdfica. Para determinar los sitios
de iniciacién de la transcripcién, también resolvemos los productos de
la digestion con ARNasaA en geles de secuenciacién de poliacrilamida
(descritos en la seccién 8.1.2) junto con una reaccién de
secuenciacion.

Como marcadores de peso molecular utilizamos la escalera de
fragmentos de ADN pBR322/Hpall marcados con 32P. Para ello,
digerimos el vector pBR322 con el enzima de restriccion Hpall y
rellenamos el extremo de ADN protuberante con el fragmento Klenow

de la ADN polimerasa I de E.coli, utilizando como nucleétidos dGTP y
[a-32P]-dCTP.

9. Extension del cebador (primer extension).

Esta técnica permite determinar el extremo 5 de un transcrito
de ARN, conociendo parte de su secuencia. La técnica se basa en la
capacidad de la retrotranscriptasa de sintetizar una cadena de ADN
utilizando como molde una cadena de ARN, hasta llegar a su extremo
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5'. Para ello se utiliza como cebador de la enzima un oligonucledtido
marcado radiactivamente, complementario de una regiéon del ARN que
queremos copiar. El fragmento de ADN sintetizado se analiza en un gen
de poliacrilamida junto con una reaccién de secuencia del ADN
correspondiente al ARN en estudio, que utiliza como cebador el mismo
oligonucle6tido. De esta forma podemos determinar el nucleétido
donde se inicia la transcripcidn.

9.1. Marcaje del oligonucleédtido.

El oligonucleétido empleado en este trabajo tiene la secuencia: 5'-
GCGCGGGTTCGGTGGAGATGATCCC-3', e hibrida con la secuencia del
gen Ha hspl7.6 GI1 entre las posiciones +109 y +85 (a partir del ATG).

Marcamos el oligonucledtido radiactivamente en su extremo 5°
por la accién de la enzima polinucleétido kinasa. Para ello mezclamos
0,8 ul del oligonucleétido (20 ng); 0,6 wul Tris-HCl 0,5 M pH 8; 0,5 ul
MgCly 120 mM; 1,5 ul DTT 20 mM; 3 ul [y 32 P]-ATP (30 puCi) y 0,8 pl de
polinucleétido kinasa (7,5 U). Incubamos a 37°C durante 30 minutos e
inactivamos la enzima por calor, incubando la mezcla de reaccién
durante 10 minutos a 65°C.

9.2. Hibridacion del ARN con el cebador.

Para hibridar el oligonucleétido marcado con el ARN
correspondiente mezclamos 1,5 ul del oligonucledétido marcado (4 ng);
1,6 ul KC1 2 M; 1,3 pl Tris-HCI 100 mM pH 8,3 y 9,5 ul de ARN total (25
ug). Desnaturalizamos la mezcla a 85°C durante 3 minutos y después
incubamos una hora a la temperatura de hibridaciéon (en este caso a
65°C).

9.3. Reaccion de la retrotranscriptasa.

Mezclamos 3 pl del hibrido oligonucle6tido:ARN obtenido en la
seccién anterior con 5 ul de tampén de retrotranscriptasa 2 X
(Pharmacia Biotech); 1 ul HO y 1 ul (200 U) de retrotranscriptasa
AMYV (Pharmacia Biotech). Incubamos a 42°C durante 90 minutos.

Para parar la reacci6n afiladimos a la mezcla 0,5 ul EDTA 0,5 M pH
8y 0,5 ul ARNasa A (2,5 pg) e incubamos a 37°C durante 30 minutos.
Afiadimos 170 ul de TEN e hicimos una extraccién con fenol:
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cloroformo:IAA (25:24:1). Precipitamos el ADNc obtenido incubando
con etanol absoluto durante una hora a 0°C. Centrifugamos 15 minutos

a 13.000 G, lavamos con etanol al 70%. Finalmente resuspendimos en 4
ul de FBL.

9.4. Resolucion en gel de secuenciacion.

Realizamos reacciones de secuenciacién (descritas en la seccién
6.1) de un fragmento de ADN genémico que comprende el posible
inicio de transcripcién (plasmido pSK G1 EcoRI 3.9, figura 1) con el
mismo oligonucleétido empleado, sin marcar. Es conveniente hacer las
reacciones con un deoxinucleétido trifosfato marcado con 32P en vez
de 35S, para que el tiempo y las condiciones de exposicién requeridos
seran similares para la escalera de secuencia y para el ADNc obtenido.
Cargamos 4 pl del ADNc obtenido, en un gel de secuenciacién al 6%
(descrito en la seccién 6.2) junto a la escalera de secuencia, después
de desnaturalizar las muestras 3 minutos a 85°C.

10. Experimentos de transcripciéon in vitro con nucleos
aislados (run on).

Esta técnica se utiliza para determinar la transcripcion de ARNms
determinados. Para ello se extraen nidcleos del tejido deseado en
condiciones que minimicen la transcripcién y permitan que la ARN
polimerasa permanezca unida al ADN. Posteriormente se favorece la
continuacién de la transcripcién en presencia de [a-32PJUTP. De esta
forma, los ARNm que se estaban sintetizando al comenzar la extraccidon
quedan marcados radiactivamente. Tras purificar los ARNs sintetizados,
se hibridan con filtros con sondas especificas para los ARNms que
tratamos de detectar y los detectamos mediante autorradiografias.

10.1. Purificacion de los niicleos.

En este trabajo extrajimos nicleos de embriones zigdticos de 20 a
24 dpa y de germinulas de 14 dpi sometidas o no a choque térmico.
Para ello seguimos el procedimiento (método II) descrito en Luthe y
Quatrano (1980) con algunas modificaciones.

Recogimos entre 7 y 10 g de material, lo troceamos y lo dejamos
en éter 4 min a 0°C. Retiramos todo el éter y afiadimos 50 ml de
tamp6én Honda a 0°C. Trituramos el material en un mortero y lo
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filtramos por una gasa. Centrifugamos el liquido obtenido (todas las
centrifugaciones de la extraccién se realizan en un rotor basculante)
durante 8 min a 2500 G, a 4°C y retiramos el sobrenadante.
Resuspendimos el precipitado en un total de 5 ml de tampén Honda a
0°C, con ayuda de un pincel de pelo de camello.

Cargamos los nucleos resuspendidos en gradientes de solucidén
de Percoll® (2 M sacarosa / 80% Percoll / 60% Percoll / 40% Percoll)
y centrifugamos durante 30 min a 4080 G, a 4°C. Recogemos la banda
con los nicleos (situados entre el tampén 2 M sacarosa y la solucién al
80% de Percoll) y le afiadimos 10 ml de tampén Honda a 0°C.
Centrifugamos los ntcleos durante 8 min a 2500 G y a 4°C y retiramos
el sobrenadante. Afiadimos otros 10 ml de tampén Honda a 0°C y
resuspendimos con el pincel. Volvimos a centrifugar y a retirar todo el
sobrenadante. Resuspendimos los nidcleos en 5 ml de NRB a 0°C y
centrifugamos 8 min 4000 G, a 4°C. Finalmente, retiramos el
sobrenadante y resuspendimos en 500 pl de NRB a 0°C. Los nicleos se
congelan riapidamente a -80°C y se guardan hasta su uso.

Tampon Honda: 0,44 M sacarosa; 2,5 % Ficoll® 400
(Pharmacia); 5 % Dextran T40 (Pharmacia); 25 mM Tris HCI pH 7,4; 10
mM MgCly; 0,5 % Tritén X-100 y 10 mM B-mercaptoetanol.

Soluciones de Percoll: 0,44 M sacarosa; 25 mM Tris HCl pH

7,4; 10 mM MgCly y Percoll® (Pharmacia) al porcentaje indicado.
NRB: 50 mM Tris HCl pH 8 5 mM MgCly; 10 mM B-
mercaptoetanol y glicerol al 20%.

10.2. Cuantificacion del ADN de la soluciéon de nicleos.

Partimos de dos alicuotas de 10 pl que tratamos en paralelo.
Afiadimos 290 ul de TE 10:1 pH 8; 100 ul de soluciéon de lisis y 2 pl de
ARNasa A a 10 mg/ml e incubamos 1 hora a temperatura ambiente.
Afiadimos 10 ul de proteinasa K a 10 mg/ml e incubamos 1 hora a 37°C.
Realizamos una extraccion con fenol:cloroformo:IAA (25:24:1) y otra
con cloroformo:IAA (24:1) y precipitamos con 2 volimenes de etanol

absoluto centrifugando 10 min a 15.000 G. Resuspendimos el ADN en
500 ul de TE 1:0.1 pH 8 y medimos la absorbancia a 280 y 260 nm.

Solucion de lisis: 0,2 M Tris-C1IH pH 8; 2 M CINa; 100 mM EDTA; 2%
lauroil sarcosina.
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10.3. Reaccion de transcripcion y purificacion de los
ARN.

En este trabajo seguimos el procedimiento descrito en (Mittler y
Zilinskas, 1994) con algunas modificaciones.

Precipitamos los ntcleos (unos 110 ug de ADN de nicleos),
centrifugando durante 8 min a 4000 G, a 4°C. Retiramos el
sobrenadante y resuspendimos en 30 ul y afiadimos 50 ul de tampén
de transcripcion; 3,8 pul de RNase guard® (Pharmacia) (150 u); 0,5 pl
de cada nucleétido ATP, CTP, GTP 100 mM; 1 ul DTT 100 mM y 7,5 ul
32P-UTP.10 mCi/ml. Se incuba durante 20 min a 25°C.

La reaccién se detiene afiadiendo 6 uwl de DNAsel BRL (800 u); 4,5
ul ChCa 100 mM y 2 pul de ARNt 10 mg/ml. Se agita fuertemente y se
incuba 45 min a 37°C. Rompemos las células afiadiendo 110 pl de
tampén de lisis y 11 pul proteinasa K 10 mg/ml. Se agita
vigorosamente y se incuba 30 min a 37°C. Tras la incubacién afiadimos
1,75 ml de 0.5% SDS y 2 ml de fenol, agitamos y centrifugamos 5 min a
2500 G, a temperatura ambiente. Realizamos otra extraccién con
cloroformo: alcohol isoamilico 24:1 y precipitamos el DNA. Para ello
afiadimos 4 ml de 100% etanol y dejamos 1 hora a -80°C.
Centrifugamos 10 min a 4°C y 12000 g y retiramos el sobrenadante.

Resuspendimos el ARN en 100 ul de STE y afiadimos 3,8 ul de
RNase guard® (Pharmacia) (150 u). Purificamos la solucién a través de
una minicolumna de Sephadex G-50 equilibrada en STE y dejamos en
hielo hasta la hibridacién.

Tampén de transcripcién: 100 mM Tris-HC1 pH 8; 20 mM MgCly;
150 mM NH4CI; 0,9 mM KCl; 2 mM MnCly; 24% de glicerol.

Tampon de lisis: 0,1 M Tris-HCI pH 8; 25 mM EDTA; 1 M NaCl; 2%
sarcosina de sodio.

STE: 10 mM NaCl; 10 mM Tris-HC1 pH 8; 1 mM EDTA.

10.4. Preparacion de los filtros para la hibridacién.

Los ARN obtenidos en la secci6n anterior se hibridaron con filtros
que contenian fragmentos de ADN que hibridan especificamente con
los genes Ha hspl7.6 GI, Ha hspl7.7 G4y Ha hspl8.6 G2 y el ADNc Ha
ubiS. Estos fragmentos contienen las secuencias del gen Ha hspl7.6 Gl
entre los sitios de restriccién de Dde I (+1442) y Xba I (+1699), del gen
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Ha hspl8.6 G2 entre Hinc II (+1486) y Cla I (+1762), del gen Ha
hspl7.7 G4 entre Sac I (+1399) y Hind I (+1683) y del ADNc Ha ubiS
entre las posiciones +127 y +1069.

Los fragmentos de ADN de los genes Ha hspl7.6 Gl1, Ha hspl7.7
G4 y Ha hspl8.6 G2 estaban clonados en los sitios de restriccién
correspondientes del sitio de clonacién multiple del vector pBluescript
SK*. El fragmento de ADN del ADNc Ha ubiS estd clonado en el vector
pBluescript SK*, como se describe en Almoguera et al (1995). Para
obtener los fragmentos de ADN realizamos digestiones con enzimas que
liberan los insertos de su correspondiente vector. Digerimos 40 pg de
los tres primeros pldsmidos y 9,2 pg del pldsmido del ADNc de la
ubiquitina. Realizamos una extraccién con fenol:cloroformo:IAA
(25:24:1), precipitamos los ADNs y resuspendimos en 40 ml de TE
1:0,1.

Realizamos una electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% en 0,5
x TBE a 50 V con 10 pg de la digestion de los tres primeros plasmidos
(0,8 ng de inserto) y con 2.3 ug para el dltimo (0,6 ug de inserto). Tras
la electroforesis recortamos la zona del gen que contiene los
fragmentos de ADN liberados del vector pBluescript SK* y los
transferimos a un filtro de nylon (descrito en la seccién 3.8.2.).

10.5. Hibridacion y deteccion.

Prehibridamos los filtros en una caja de Petri de 5 cm de didmetro
con 5 ml de solucién de prehibridacién, a 45°C y agitacién durante
unas 7 horas.

Desnaturalizamos toda la sonda de ARN obtenida en la seccidn
10.2 calentdndola a 85°C durante 10 min y colocdndola en hielo.
Afiadimos 1,3 ml de la solucién de prehibridaciéon para obtener la
solucion de hibridacién. Incubamos los filtros prehibridados con la
soluciéon de hibridacién durante unas 50 horas a 45°C en agitacion.

Tras la hibridacion lavamos el filtro dos veces en 50 ml de una
soluciéon 1 x SSPE y 0,1% SDS durante 10 min a 45°C y en agitacion.
Realizamos otro lavado en 50 ml de solucién 1 x SSPE y 0,1% SDS de 15
min a 65°C y en agitacién. Envolvimos el filtro en film transparente y lo
expusimos con una autoradiografia a -80°C.
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Soluciéon de prehibridacion: 50% formamida; 5 x SSPE; 5% solucién
de Denhardt; 1% SDS; 25 mg/ml de ARNt.

11. Experimentos de retardo de bandas.
11.1. Preparaciéon de los fragmentos de ADN.

En este trabajo realizamos experimentos de retardo de bandas con
fragmentos de ADN del gen Ha hspl7.6 GI desde la posicién -126 a la
posiciéon +50, que incluye su HSE (tanto en la versién silvestre como en
la version mutada pHSE, descrita en la seccién 12 y en la figura 16) y
un fragmento de ADN del gen Ha hspl7.7 G4 desde la posiciéon -188 a la
posicién +80 que también incluye sus HSEs. Los fragmentos de ADN del
gen Ha hspl7.6 GI con las versiones silvestre y mutada del HSE se
obtuvieron respectivamente mediante digestiéon de los pldsmidos pSK
G1 HAIIT 0.17 (figura 1) y pSK Gl(m) Xho-Sty::GUS (descrito en la
seccién 12.4) con la enzima Hind III. El fragmento de ADN del gen Ha
hspl7.7 G4 se obtuvo como se describe en Almoguera et al (1998). Los
fragmentos de ADN se marcaron rellenando sus extremos cohesivos
con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli, utilizando
para ello el nucleétido marcado [a-33P]dATP.

Para los experimentos de competicién utilizamos los mismos
fragmentos sin marcar radiactivamente y un oligonucleétido sintético
de doble cadena con HSEs (descrito en Hiibel y Schoffl, 1994). Como
control negativo utilizamos un fragmento de ADN de 445 pb del vector
pBluescript SK* purificado tras digerir con Pvu II.

11.2. Reaccion de unién del hHSF1 a los fragmentos de
ADN.

Las reacciones de unién tienen lugar durante 15 minutos, a 20°C,
en 12 pl tampon 10 mM Hepes pH 7,9; 1,5 mM MgCl12; 0,05 mM EDTA;
120 mM NaCl y 6% de glicerol. Para las reacciones mostradas en la
figura 5 cada reaccién llevaba 1 ng de fragmento marcado; 1,8 pg de
poli(dI-dC) (Pharmacia Biotech Inc.) y 2 nug de un extracto de proteinas
obtenido de células de E. coli BL21 que expresan el HSF1 humano a
partir del pldsmido pHu HSFMI1 (Rabindram et al, 1991). Las reacciones
mostradas en la figura 16 se diferencian en que cada reaccién llevaba 4
ug de poli(dl-dC) y cantidades crecientes del extracto de proteinas
obtenido (indicado en la figura).
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Para los experimentos de competicién afiadimos en cada reaccion
un exceso 50 veces molar del fragmento de ADN competidor respecto
al fragmento marcado radiactivamente.

11.3. Electroforesis y deteccion.

Tras la reacciéon de unién se afiade 1 ul de tampon LB y se carga
todo en un gel al 1,2% de agarosa en TBE 0,5 x, sin bromuro de etidio.
La electroforesis se realiza en tampén TBE 0,5 x a 80V hasta que el azul
de bromofenol ha avanzado 4,5 cm. Secamos el gen entre papel de
filtro durante 1 hora y en un secador de geles durante otra hora. Una
vez seco exponemos la pelicula autorradiografica.

12. Mutagénesis dirigida por PCR.

En este trabajo hemos realizado dos mutagénesis dirigidas
mediante PCR para modificar la secuencia del HSE del gen Ha hspl7.6
G1. Para ello hemos empleado el método del "megaprimer” descrito por
Chen y Przybyla (1994). En este método se usan dos oligonucledtidos
(P1 y P2) que flanquean el sitio que se desea mutar, y un tercer
oligonucle6tido que es el que contiene las mutaciones que se desean
introducir. Para la amplificacién se utiliza la Pfu ADN polimerasa
(Stratagene), por su baja tasa de error y porque no tiene actividad
transferasa terminal. Se realizan dos reacciones de PCR. En la primera
.se emplean el oligonucledtido que introduce las mutaciones y uno de
los que flanquean el sitio a mutar (P1). El producto de esta PCR es un
"megaprimer”, que junto con el otro oligonucleétido que flanquea el
sitio a mutar (P2), se emplea en la segunda reaccién de PCR.

12.1 Construccion del plasmido pSK G1 Xho-Sty::GUS.

Los fragmentos de ADN mutagenizados del gen Ha hspl7.6 Gl los
clonamos en el plasmido pSK G1 Xho-Sty::GUS. Para construir este
pldsmido cortamos el pldsmido -1486::GUS (descrito en la seccién
13.1.1) con las enzimas de restriccion Xho I y Eco RI. Purificamos el
fragmento de ADN que contiene el fragmento del gen Ha hspl7.6 Gl
desde la posicién -533 hasta la +121 fusionados al gen gus. Insertamos
este fragmento dentro del vector pBluescriptSK* digerido con las
mismas enzimas de restriccidn.

12.2 Sintesis del '"megaprimer'".
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La sintesis del megaprimer se realizé empleando, como ADN
molde, el plasmido pSK G1 HdAII 0,17 (figura 1). Para introducir las
mutaciones mHSE y pHSE se utilizaron respectivamente los
oligonucledtidos Glmut6 con la secuencia 5'
GTCCAtATAAGTACAtAATATTTCAtAACACTACTACG 3' (las mutaciones
introducidas estdn en mindsculas) y Glmut7 con la secuencia 35’
GTCCAGAaAAGTACAGAATATTctAGAACACTACTACG 3', que hibridan con
las secuencias del gen Ha hspl7.6 GI, entre las posiciones -101 y -63.
El otro oligonucleétido empleado en la reacciéon fue el SK, cuya
secuencia 5'-TCTAGAACTAGTGGATC-3', hibrida con secuencias del sitio
de clonacién miltiple del vector pBluescriptSK+, aguas abajo del
inserto.

Para la reaccion de PCR mezclamos 50 ng de ADN del pldsmido
pSK G1 HdII 0,17 con 5 pl tampén Pfu 10 x (Stratagene); 5 pl de una
mezcla 2 mM de cada uno de los deoxinucledtidos dATP, dCTP, dGTP y
dTTP; 1 pl de una solucién 25 uM de cada uno de los oligonucledtidos;
H»>O hasta 49 uly 1 ul (2,5 U) de Pfu ADN polimerasa (Stratagene).

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador con el
siguiente programa:

Un ciclo: 95°C, 5 min; 48°C, 1 min; 72°C, 1 min.

30 ciclos: 95°C, 1 min; 48°C, 1 min; 72°C, 1 min.

Un ciclo: 10 min a 72°C.

El producto de la PCR fue un fragmento de ADN de 206 pb, que se
purificé en un gel al 1,6% de agarosa y se empleé como megaprimer en
la siguiente amplificacién por PCR.

12.3 La segunda PCR.

En la segunda PCR se emple6 como molde el mismo pldsmido y
como oligonucleétidos el megaprimer sintetizado en la primera PCR y el
oligonucleétido KS, cuya secuencia 5'-CGAGGTCGACGGTATCG-3,
hibrida con secuencias del sitio de clonacién multiple del vector
pBluescriptSK™, aguas arriba del inserto.

La reaccion de PCR fue idéntica a la anterior pero se la
temperatura de hibridacién de la PCR fue 52°C en lugar de 48°C. El
producto de la PCR fue un fragmento de ADN de 242 pb.
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12.4 Introducciéon de los fragmentos de ADN
mutagenizados en el plasmido pSK G1 Xho-Sty::GUS.

Digerimos el producto de la segunda PCR correspondiente a cada
una de las mutagénesis realizadas con el enzima de restriccién Hind III
y purificamos el fragmento de ADN del75 pb que incluye las
secuencias mutadas. Los fragmentos purificados se ligaron al plasmido
pSK G1 Xho-Sty::GUS previamente digerido con Hind III y
desfosforilado. Comprobamos la presencia de este inserto en la
orientacién adecuada mediante PCR (descrito en la seccién 14.1).
Secuenciamos el fragmento amplificado por PCR para comprobar que
tinicamente se habfan introducido las mutaciones deseadas. Para ello
empleamos el oligonucle6tido GUSIII, de secuencia 5'-
ACGCGCTTTCCCACCAACGCTG-3', que hibrida con la del gen gus entre
las posiciones +115 y 494 (a partir del ATG). De esta forma obtuvimos
los pldsmidos pSK Gl(m) Xho-Sty::GUS y pSK Gl1(p) Xho-Sty::GUS con
las versiones mutadas del HSE.

13. Transformacion de plantas de tabaco mediante
Agrobacterium tumefaciens.

En este trabajo hemos transformado plantas de tabaco con
distintas fusiones traduccionales del promotor del gen Ha hspl7.6 GI
al gen que codifica la B-glucuronidasa (gus). Para ello hemos utilizado
el método de transformacién de plantas de tabaco descrito por Horsch
et al (1985).

13.1. Plasmidos para la transformacion de plantas de
tabaco.

13.1.1. Construcciéon quimérica -1486::GUS.

Esta construcciéon contiene la regién del gen Ha hspl7.6 Gl
comprendida entre los sitios de restriccién de Eco RI (posicién -1486
respecto al sitio 1 de inicio de la transcripcién) y Sty I (posicién +121)
fusionada en fase con el gen gus. Para ello realizamos una digestién
parcial del pldsmido pSK G1 EcoRI 3.9 (ver figura 1) con el enzima de
restriccién Sty 1 y rellenamos sus extremos con el fragmento Klenow de
la ADN polimerasa I de E. coli. Posteriormente digerimos los fragmentos
rellenados con el enzima de restricciéon Sal I y purificamos la banda de
1619 pb. Introdujimos el fragmento obtenido en el pldsmido pBI 101.2
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digerido con Sal I y Sma I. Para asegurarnos de que los dos genes
fusionados estaban en fase secuenciamos la zona de unién utilizando
como cebador el GUSIII (descrito en la seccién 0).

13.1.2. Construccién quimérica -533::GUS.

Esta construccién contiene la regiéon del gen Ha hspl7.6 Gl
comprendida entre los sitios de restriccion de Xhol (posicién -533) y
Sty I (posicién +121) fusionada en fase con el gen gus. Para obtener
esta construcciéon digerimos el plasmido -1486::GUS con los enzimas
de restricciéon Xho I y Sal I y religamos.

13.1.3. Construcciéon quimérica -126::GUS.

Esta construcciéon contiene la regiéon del gen Ha hspl7.6 Gl
comprendida entre los sitios de restriccién de Hind IIT (posicién -126)
y Sty I (posicién +121) fusionada en fase con el gen gus. Para realizar
esta construccion digerimos el plasmido -1486::GUS con el enzima de
restriccién  Hind III 'y purificamos el vector. Posteriormente
introdujimos el fragmento del gen Ha hspl7.6 GI1 desde el sitio de
restriccion de Hind III (posicién -126) a Hind III (posicién +49)
obtenido por digestion del pliasmido pSK G1 HAII 0.17 (figura 1) con el
enzima de restriccion Hind III. Comprobamos la presencia de este
inserto en la orientacién adecuada mediante PCR (descrito en la
seccién 14.1).

13.1.4. Construcciones quiméricas -1486(m)::GUS y
-1486(p)::GUS.

Estas construcciones contienen la regién del gen Ha hspl7.6 Gl
comprendida entre los sitios de restriccion de Eco RI (posicién -1486)
y Sty I (posicion +121), con versiones mutadas de su HSE, fusionadas
en fase con el gen gus. Para realizar esta construccién digerimos los
plasmidos pSK G1l(m) Xho-Sty::GUS y pSK Gl(p) Xho-Sty::GUS con las
enzimas de restriccion Xho I y Eco RI y purificamos respectivamente,
los fragmentos de ADN Gl(m) Xho-Sty::GUS y Gl(p) Xho-Sty::GUS, de
2804 pb. Insertamos los fragmentos G1(m) Xho-Sty::GUS y G1(p) Xho-
Sty::GUS en el plismido -1486::GUS tras digerirlo con Eco RI y Xho I y
eliminar el fragmento de 2804 pb liberado. De esta manera obtuvimos
los plasmidos -1486(m)::GUS y -1486(p)::GUS, respectivamente.
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13.2. Preparaciéon de las células de A. tumefaciens.

Inoculamos una colonia de A. tumefaciens, portadora de la
construccién a introducir en plantas de tabaco, en 50 ml de medio
M9 suplementado con 100 pg/ml de kanamicina y 100 pg/ml de

estreptomicina. Cultivamos a 28°C durante 48 horas en agitacion.
Recogimos las células centrifugando a 1.500 G durante 20 minutos y
resuspendimos en 25 ml de medio MS sin antibidticos.

Medio M9 (medio minimo de cultivo de bacterias): A 750 ml de HO
estéril se afiaden: 200 ml sales M9 x 5; 2 ml MgSO4 1M; 20 ml sacarosa
20%; 0,1 ml CaCly 1M. Se agita rapidamente y se completa con agua
hasta 1 1. Todas las soluciones deben estar estériles por autoclavado
salvo la de sacarosa que se esteriliza por filtracion.

Sales M9 x 5: 34 g/l NayHPOy; 15 g/l KHaPOy4; 2,5 g/l NaCl; 5 g/l
NH4Cl.

Medio MS: 100 ml/l Macronutrientes MS x 10; 10 ml/l
Micronutrientes MS x 100; 10 ml Vitaminas MS x 100; 5 ml/l Solucién
de hierro MS x 200; 30 g/l sacarosa; 0,1 g/l mio-inositol. Se ajusta el
pH a 5,8 con NaOH 1 M. Para medios sélidos se afiade 8 g/l agar
(Difco).

Macronutrientes MS x 10: 16,5 g/l NH4NO3; 19 g/l KNO3; 4,4 g/l
CaClz-2H70; 3,7 g/l MgS04-7TH20; 1,7 g/l KHpPO4.

Micronutrientes MS x 100: 0,62 g/ H3BO3; 2,23 g/l MnSO4-4H70;
0,86 g/l ZnSO4-4H20; 0,083 g/l KI; 0,025 g/l NazMo0O4-2H20; 0,0025
g/l CuSO04-5H,0; 0,0025 g/l CoClz-6H20.

Vitaminas MS x 100: 0,1 g/l 4cido nicotinico; 0,1 g/l piridoxina HCI,
0,02 g/l tiamina-HCI.

Solucion de hierro MS x 200: 7,46 g/l NaEDTA; 5,56 g/l FeSO4-
7H70. Se disuelve el NapEDTA en agua, se afiade el FeSO4-7H20 y se
calienta a 100°C durante 2 o 3 minutos. Se conserva en botellas dmbar
a 4°C.

13.3. Transformaciéon de discos de hoja de tabaco.

Para la transformacién se requieren plantas silvestres de tabaco,
de uno o dos meses de edad, crecidas in vitro en condiciones de
esterilidad. Se cortan las hojas en discos de 1 cm? aproximadamente,
eliminando el nervio central. Los discos de hoja se sumergen en el
cultivo de A. tumefaciens resuspendido en MS durante 10 minutos. Se
seca el exceso de medio de los discos, se colocan en cajas de medio
TR con el haz hacia abajo y se incuban tres dfas en cdmara de cultivo
para que ocurra la infeccién de A. tumefaciens.
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El cuarto dia, los discos de hoja se traspasan a medio TR con 250
mg/l de cefotaxina (para eliminar las bacterias) y 150 mg/l de
kanamicina (para seleccionar brotes transgénicos). A los 15-20 dias
empiezan a proliferar los callos y posteriormente brotes de plantas.

Medio TR: 100 ml/l Macronutrientes MS x 10; 10 ml/l
Micronutrientes MS x 100; 10 ml/l Vitaminas MS x 100; 5 ml/l
Solucién de hierro MS x 200; 30 g/l sacarosa; 0,1 g/l de Mio-Inositol; 1
mg/l 6-Benzil-aminopurina (6BA); 0,1 mg/l 4dcido naftaleno acético
(NAA). Se ajusta el pH a 5,6 con NaOH 1M. Para medio sélido se afiade
8 g/l de agar (Difco).

13.4. Seleccion de transformantes y enraizamiento.

Los brotes obtenidos de los discos de hoja se cortan y se
traspasan a contenedores Magenta con medio MS con kanamicina 150
mg/l y carbenicilina 250 mg/l. Los brotes transformados deben ser
capaces de enraizar en este medio selectivo con kanamicina.

Mantuvimos las plantas en cultivo in vitro en cdmaras hasta que
alcanzaron una altura de 5-15 cm, las traspasamos a macetas con
tierra. Para aclimatarlas al cambio de humedad las cubrimos con bolsas
de plastico. Las cultivamos en una cédmara de cultivo hasta su
desarrollo completo.

14. Comprobacién de la presencia del transgén en las
plantas de tabaco transformadas.

Analizamos las plantas de tabaco para comprobar si eran
transgénicas y determinar cudntas copias del (ransgen tenian
integradas en su genomio. Para ello utilizamos las técnicas de PCR e
hibridaciones tipo Southern.

14.1. PCR de ADN genémico de plantas.

Comprobamos la presencia en el genomio de las plantas de tabaco
resistentes a kanamicina de un fragmento interno del ADN transferido
por A. tumefaciens. Para ello utilizamos ADN genémico de esta plantas
como molde para amplificar mediante la reaccién en cadena de la ADN
polimerasa (PCR).

En las reacciones de amplificacién se utilizaron como cebadores
los oligonucledtidos GUS I, de secuencia, 5'-
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GATTTCACGGGTTGGGGTTTCT-3', que hibrida con la del gen gus entre
las posiciones +37 y +15 (a partir del ATG) y Gloli5, de secuencia, 5'-
CTCTATCTGTCCAGATAAG-3', que hibrida con las secuencias del gen Ha
hspl7.6 GI1 entre las posiciones -110 y -91.

14.1.1. Reacciones de PCR.

Para la reaccién de PCR mezclamos 100 ng de ADN de la planta a
analizar con 5 pl tampén PCR 10 x (Pharmacia Biotech); 5 pl de una
mezcla 2 mM de cada uno de los deoxinucleétidos dATP, dCTP, dGTP y
dTTP; 1 ul de una solucién 20 uM de cada uno de los oligonucledtidos;
H7O hasta 49 pul y 1,5 U de Taq polimerasa (Pharmacia Biotech).

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador con el
siguiente programa:

Un ciclo: 95°C, 5 min; 55°C, 1 min; 72°C, 1 min.
30 ciclos: 95°C, 1 min; 55°C, 1 min; 72°C, 1 min.
Un ciclo: 10 min a 72°C.

14.1.2. Analisis de los fragmentos amplificados por PCR.

Las reacciones de amplificacién se analizaron por electroforesis
en geles al 1.6% de agarosa (descrito en la seccién 3.6), comprobando
el tamafio del fragmento amplificado mediante la comparacién con
otros fragmentos de ADN de tamafio conocido.

14.2. Analisis de las plantas transformadas mediante
hibridaciones tipo Southern.

Analizamos el ndmero de copias de los transgenes transferidos
por A. tumefaciens en el genomio de las plantas de tabaco resistentes a
kanamicina. Para ello realizamos hibridaciones tipo Southern del ADN
gendémico de las plantas a analizar con una sonda radiactiva del gen
gus, como se describe en la seccién 4.7.

15. Analisis de la actividad B-glucuronidasa de las
plantas transgénicas.

Realizamos ensayos de 1la actividad GUS de las plantas
transgénicas obtenidas tanto histoquimicos, para localizar la actividad
GUS, como fluorimétricos para cuantificarla.
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15.1. Detecciéon histoquimica de la actividad GUS.

Este protocolo fue descrito inicialmente por Jefferson (1987). El
protocolo se basa en la capacidad de la B-glucuronidasa para utilizar el
sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénido (X-Gluc), que es
incoloro, y transformarlo en dicloro-dibromoindigo (ClBr-indigo), que
es de color azul intenso e insoluble. Este compuesto final precipita
inmediatamente tras su formacién, lo que nos permite localizar dénde
se estd dando la reaccidn.

Tras la recolecciéon, diseccionamos los embriones de tabaco de la
testa y el endospermo con la ayuda de aguja y pinzas. Recogemos los
endospermos y los embriones en tampén fosfato sédico 50 mM pH 7.
Sustituimos este tampoén por tampén de reaccion, infiltramos unos
segundos con vacio e incubamos a 25°C en oscuridad durante 16 horas.

Una vez transcurrido este tiempo se para la reaccién y se fija la
tincién del material. Para ello incubamos durante 10 minutos a
temperatura ambiente en tampon de fijacion. Finalmente,
incubamos 2 minutos en etanol al 50%, y otros 2 minutos en etanol al
70%. El material se conserva en etanol al 70% durante meses sin
cambios apreciables.

Tampén de reacciéon: 1 mM X-Gluc; 50 mM fosfato sédico pH 7; 10
mM EDTA; 0,1 mM ferrocianida de potasio; 0,1 mM ferricianida de
potasio; 0,1% triton X-100.

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

Tampén de fijacion: 10% formaldehido, 20% de etanol y 5 % 4cido
acético.

15.2. Cuantificacion de la actividad GUS por
fluorimetria.

Este procedimiento descrito inicialmente por Jefferson et al.
(1987) se basa en la hidr6lisis del substrato 4-metilumbeliferil B-D-
glucurénido (MUG) por la enzima GUS. Esta enzima transforma el MUG
en dcido glucurénido y MU. E1 producto MU es fluorescente, con un
méximo de excitacién a 365 nm y un méaximo de emisién a 455 nm vy
alcanza su mdéxima fluorescencia cuando el grupo hidroxilo est4
ionizado. La lectura del fluorimetro nos indicard la cantidad de MU



II. Materiales v métodos 51

formado y, por lo tanto, la actividad GUS presente en la muestra
analizada.

15.2.1. Extraccion de proteinas.

El material, recolectado y congelado inmediatamente en nitrégeno
liquido, se guarda a -80°C hasta su procesamiento. Trituramos el
material en Ny liquido con un mortero hasta convertirlo en un polvo
fino y lo homogenizamos con un volumen de tampoén de extraccion.
Eliminamos el material insoluble centrifugando las muestras a 13.000 g
durante 5 minutos a 4°C y recogiendo el sobrenadante. Determina la
concentracion de proteinas mediante el método Bradford. Las muestras
se pueden conservar a 4°C durante periodos de horas o a -80°C durante
periodos mads largos.

Tampén de extraccion: 50 mM tampén fosfato sédico pH 7; 10 mM
EDTA pH 8; 0,1% SDS, 10 mM B-mercaptoetanol, 1% tritén X-100.

15.2.2. Cuantificacion de las proteinas de los extractos.

Determinamos la concentracién de proteinas de los extractos
mediante el método descrito por Bradford (1976).

14.2.3. Reacciones fluorimétricas.

Mezclamos 5 pl de cada extracto de proteinas con 175 pl de
tampén de extraccién y preincubamos la mezcla hasta que alcanza los
37°C. La reaccién se inicia afadiendo 20 pul de solucién 10 mM MUG
disuelta en tampdén de extraccién y agitando. Las reacciones se llevan a
cabo durante 30 y 60 minutos a 37°C para cada muestra. Cuando ha
transcurrido el tiempo de reacciéon deseado, afiadimos 0,8 ml de 0,2 M
NayCO3, para parar la reaccidn.

15.2.4. Medidas fluorimétricas.

Las medidas fluorimétricas se han tomado con un fluorimetro
TKO 100 (Hoefer Scientific Instruments). Este aparato excita a una
longitud de onda de 365 nm y lee a 455 nm.

Para medir utilizamos todo el producto de la reaccién
fluorimétrica. Para las medidas excesivamente altas diluimos las
muestras en tampén 0,2 M NayCO3.
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Para saber la concentracién de MU que corresponde a la medida
obtenida con el fluorimetro se prepara una recta patrén diluyendo: O,
2, 10, 25, 50, 100, 150 y 200 nM de 4-MU en 0,8 ml de NaCO3 0,2 M y
se aflade tampon de extraccién hasta 1 ml.

Nota: El producto 4-MU (Sigma) se disuelve en DMSO y se afiade
NaCO3 0,2 M, hasta alcanzar una concentracién 1 uM de 4-MU. Esta
solucion se puede conservar 4°C en oscuridad por unos dias. A partir
de ella se prepara la recta patrén cada vez que se vayan a medir
muestras.

15.3. Analisis estadistico de los datos.

La actividad GUS se mide como pmoles MU/ mg proteina x
minuto. Las distribuciones de 1los valores de actividad GUS
determinados para las plantas transgénicas portadoras de las distintas
construcciones fueron comparadas mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) usando el programa Statview v4.1 (Abacus Concepts, Inc.).
Los datos fueron transformados logaritmicamente para obtener
distribuciones normalizadas (Nap et al., 1993). La normalidad de las
distribuciones transformadas fue analizada usando el test de Shapiro-
Wilk, asumiendo la normalidad para un valor P> 0,94, siendo P el
estadistico Shapiro-Wilk. Adicionalmente, la distribucién de los valores
residuales del ANOVA se examiné para verificar su normalidad y la
homogeneidad de las varianzas. Usando el test de Student-Newman-
Keuls, se realizaron comparaciones miltiples a posteriori del efecto de
cada gen quimérico en el total de la varianza observada. El nivel de
significacién considerado fue P<0,05.
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1. Clonacién, secuenciacion y determinacion del inicio
de la transcripcion del gen Ha hspl7.6 Gl.

En trabajos previos de nuestro laboratorio se rastre6 una
genoteca de ADNc de semillas secas de girasol, por hibridacion
diferencial. En el rastreo se aislaron varios clones para los que se
detectaba una fuerte hibridacién con una sonda de ARN de semillas
secas y no se detectaba hibridacién con una sonda de ARN de
germinulas (Almoguera y Jordano, 1992). Uno de estos clones,
denominado Ha hspl7.6, mostré una homologia alta con los genes de
choque térmico de bajo peso molecular (shsp) de tipo I. Mediante
hibridaciones tipo Northern se demostré la acumulacion de ARNs muy
homélogos al ARNm Ha hspl7.6 en embriones, desde los 10 dias
posteriores a la antesis (dpa) hasta la completa desecacién de la
semilla, pero no en germinulas de 3 dias posteriores a la imbibicion
(dpi). Sin embargo, tratamientos con la hormona vegetal ABA, o de
estrés térmico u osmético provocaban una leve acumulaciéon de ARNs
muy homoélogos al ARNm Ha hspl7.6 en dichas germinulas (Almoguera
y Jordano, 1992).

En nuestro laboratorio estamos interesados en el estudio de la
regulacién de genes durante el desarrollo embrionario, por lo que
decidimos estudiar las secuencias de ADN implicadas en la regulacién
del clon gendémico correspondiente al ADNc Ha hspl7.6. Para ello
aislamos dicho clon rastreando la genoteca gendmica de girasol
descrita en Coca et al. (1996) con una sonda del ADNc Ha hspl7.6
completo (ver materiales y métodos). Tras rastrear 9 x 105 pfc
hallamos una calva de lisis que hibridaba fuertemente con la sonda
utilizada y la purificamos hasta la homogeneidad mediante otras dos
rondas de rastreo. Hicimos un mapa de los sitios de restriccion del ADN
del bacteri6fago aislado (figura 1) y determinamos los fragmentos de
restriccion que hibridaban con la sonda del ADNc Ha hspl7.6 mediante
hibridaciones tipo Southern (ver materiales y métodos).

Subclonamos un fragmento de restriccién de ADN del clon
genomico aislado EcoRI-EcoRI de 3,9 Kb y otro Sacl-Sacl de 4,5 Kb que
hibridaban con la sonda del ADNc Ha hspl7.6, en el vector pBluescript
SK+ (Stratagene Cloning Systems). Secuenciamos en ambas cadenas la
pauta abierta de lectura correspondiente al ADNc Ha hspl7.6, 1521 pb
de secuencias 5' flanqueantes y 918 pb de secuencias 3' flanqueantes
(ver las figuras 1 y 2). Comprobamos que la regién de ADN secuenciada
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Figura 1. Mapas de restriccién y secuenciacién del clon Ha hspl7.6 GI.
Parte inferior: esquema de las secuencias genémicas de girasol clonadas por hibridacién con la
sonda del ADNc Ha hspl7.6. Parte central: esquema de la regién de ADN del gen subclonada en
el plasmido pBluescript SK*t (Stratagene Cloning Systems). Parte superior: esquema de los
plasmidos construidos con distintas regiones del clon, de importancia en este trabajo y sus
respectivos nombres. Las flechas sobre y bajo la secuencia indican la direccién y longitud de
las reacciones de secuenciacién realizadas. La flecha en el esquema central indica el inicio de
la transcripcién. Los sitios de restriccién indicados son: D = Ddel, H = HindIll, R = EcoRI, S =

Sacl, Sm = Smal, St = Styl, X = Xbal y Xh = Xhol.

del clon aislado contenia la secuencia exacta del ADNc Ha hspl7.6. El
analisis de esta secuencia mostré6 que el <clon gendémico
correspondiente al ADNc Ha hspl7.6 carece de intrones, como ocurre
con los otros dos genes shsp de tipo I de girasol secuenciados hasta la
fecha (Coca et al, 1996). La secuencia determinada se denominé H a
hspl7.6 GI y esta disponible en las bases de datos "GenBankTM/EBI Data
Bank" con el nimero de acceso Z95153.

Determinamos el sitio de inicio de la transcripcién mediante
experimentos de extensién del cebador y de protecciéon frente a la
digestiéon con ribonucleasa A. Ambos métodos presentan problemas
técnicos diferentes, por lo que la confirmacién de los sitios de inicio
con las dos técnicas afiade fiabilidad al resultado obtenido. Para los
experimentos de extensién del cebador utilizamos un oligonucledtido
de 25 nt de la cadena no codificante del ADNc Ha hspl7.6 (descrito en
materiales y métodos y figura 3, panel C) y extractos de ARN total de
embriones maduros de girasol. Mediante esta técnica detectamos dos
seflales correspondientes a dos sitios de iniciacién de la transcripcion
situados a 35 y 43 pb hacia el extremo 5' del inicio de la traduccidn,
respectivamente (figura 3, panel A). Para los experimentos de
protecciéon frente a la digestion con ribonucleasa A utilizamos una
ribosonda de 758 nt correspondiente a la cadena de ADN no
codificante del gen Ha hspl7.6 G1 entre los sitios de restriccion Smal y
Xhol (descrita en materiales y métodos y en la figura 3, panel D). Tras
hibridar esta ribosonda con los mismos extractos de ARN del
experimento de extensién del cebador digerimos con ribonucleasa A
(detalles en materiales y métodos). Mediante esta técnica detectamos
dos sefiales de igual intensidad correspondientes a los sitios de
iniciaciéon de la transcripcién determinados por la técnica de extension
del cebador (figura 3, panel B). El hecho de que ambas sefiales tengan
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~1486 GAATTCCACTAGCGGTAGGTGCTTCTCCCAACTCTTGCCAAAATCGATCACACATGTCCTAAGCATGTCTTCTAG
GGTTTGGATGTTGCGTTCAGACTGCCCATCCGTTTGCGGATGATAAGCGGTGCTCATGTCTAATCGTGAGCCAAA
-1336 GGATCTGTGCATAGCTTGCCACAACTCAGAAGTAAAACGGGCGTCTCGATCGGAAATAATGGAGGTTGGCACCCC
GTGCCTGGACACTACTTCCTTTAAGTAAATGTCTGCCAAGGTAGAGAACTTTTCTGTTTCTTTGATAGCCAAAAA
-1186 GTGTGCAGACTTGGTCAATCGATCTACTATCACCCAAATAGTGTCATTTACTCGTTGGGATCTAGGTAGGCCAGT
AACGAAATCCATGGAAATTTGCTCCCATTTCCATTTCGGGATCTCTGGTTGTTGGAGTAGGCCCGCTGGTTCTTT
~-1036 ATACTCAGTCTTGACTCTCGCGCAAGTCAAACATTTGCTGACATATGCTGCTATGTGGGCTTTCATGCCAGGCGA
CCAATATGTAGTCTTTAAGTCATGGTACATCTTATCCGAACCAGGATGTACTAAGTAACGGGACTTATGGGCTTC
-886 GTCCATCACGAGCTCGCGTAACTTTCCATAAAGGGGAACCCATATGCGCCCGGTTACATAGTAAGCGCCGTCTTC
TTTTGTTCCAACCGCTGTCTCGATCCTAATAGGGACTCAGCCCTGATGTTCTCTGGTTTCAATGCTTCAACCTGA
-736 GCGCCTCGTATCTGAGTAGGGAGGTTAGACTGGATGGTAAGTTGTAGTGCTCGCACGCGCTTGGGTGTAGTGTCC
TTTTGGCTGAGGGCGTCTGCCACGACGTTGGCTTTGTCCGGATGGTACTTGATGGCGCATTCGTAATTATTCAAG
-586 AGTTCGAGCCATCGACGTTGTCGTATGTTTAATTTCTTTTGCTTGAAGATATGCTCGAGACTCATGTGATCGGTG
TAAATGGTGCACCTGGTACCGTACAGGTAATGTCTCCATATCTTAAGAGCAAAAACCACTGCTCCTAGTTCCAAG
-436 TCGTGCATAGTGTTGTTCCTTTCGTGAGTCTTAAGTTGTCGAGAAGCGTAAGCAATATTTCAAACAGGAAAAACT
AGACGCGGGTCCATCGTAACGCGCGGGTCCTAGATCAAATTTTATTCTATGTTTTACGTTTCGGTTTAATTTCTT
-286 CGCATTAACACCGCAACTTCAGTGTCGGTGATCGCTGACAGTAGTGTGGCATTAGTGCTCGCCCCGCGCAACGCG
GGGTGTTTAATAATAGTTATATAAAAAATAAAACATTTATAAACGATATATACTAAGAGTTCCACATAATAATCC

.. . C e el
-136 GTAGAAAAAAAAGCTTATTCTCTATCTGTCCAGATAAGTACAGAATATTTCAGAACACTACTACGTTGGCAATAT

-
— ]
-61 CCAACAGAAGCCACCTCAACACTTC‘CCTCCTATAAATACCACCATTCATA’I‘CCACTCAC%CAACACAT:II‘AACACT

+15 CACAACTCAAAAACATTCACCATGTCAATCATTCCAAGCTTTTTCACCAGCAAAAGAAGCAACATATTCGACCCA
M s I I P S F F T™ S K R S8 N I F D P

+90 TTCTCCCTAGACACATGGGACCCGTTCCAAGGGATCATCTCCACCGAACCCGCGCGGGAAACCGCAGCGATCGTG
F S L. D T WD P F Q G I I 8§ T E P AU RETA A A I V

+165 AACGCGAGAATCGACTGGAAAGAGACGCCCGAGGCGCACGTGTTAAAAGCCGACTTACCCGGGATGAAGAAGGAA
N A R I D WK E T P EAHV L K ADUL P G M K K E

+240 GAGGTGAAGGTGGAAGTGGAAGACGGGAGGGTGTTGCAGATAAGTGGAGAGAGGTGTAGAGAGCAGGAGGAGAAG
E VvV K VvV E V ED G RV L Q I $S G E R CUR E Q E E K

+315 GATGACACGTGGCATAGGGTTGAGAGGAGTAGTGGGAAGTTTATTAGGCGGTTTCGGTTGCCGGAGAATGCGAAG
b b T™WH®RV ER S S G K F I RRF RL P E N A K

+390 ATGGATGAGGTGAAGGCGATGATGGAGAACGGTGTGTTGACGGTGETTGTGCCTAAGGAGGAGGAGGAGAAGAAG
M D EV K AMMENDNGV L TV V V P K E E E E K K

+465 CCGATGGTGAAGGCTATTGATATTTCTGGGTAGGTTTGTGTCAGGGGTAGGGGTGCTCCACTTTTCATCATTCAC
P M v XK A I D I S G *
CGTGACGCCCCGACCCGCTTATGTGAGGCTGGGAGCTTTGTTTTGCATGTTGTAATGAAATAAACGTAATAGGTT
+615 CGTGGTGTTTTGAGGTGGGGTTTGTATGTATGTATTATGTATATATGTATGTTTGCTTGAATAAAAGGTTGTGTT
ATATTTGTATCTAGATTAGATTAGATGTTGATTATGTAGTAAAGTGAAGGAAGAAGATTTGTATTAAATATAGTA
+765 ATTAGTATAATATAATACAAGGAAAAATGATTTTATTCGTCAAACGTAACATTTTAAATTATAAATCTAAAGTAA
AGTAAAATGAACACACTTTAAGTTATATAAAATATATGTTGGAAAAATATGTGAAAATAGTATTTTTCACAAATA
+915 TAGGAAAATGATTTTTTCCTATTTCGGACTAAAAATAAATATAATAAAATAAGCGGGTTTTATGTATTTATTTGT
GGGTTTATGTTCTATGTTGCAAGCTTCGCAACGAACTAAACCACGTCTAAAACGGAGCTAAGATGAATGAGATAT
+1065 TGATGCTCAAAGTTGGGTGTTTGGAACATTCGATGCTGAAAC TAAAGGGAAAGTAGCACCTTGTCCCACATAGGA
GGAGAGATAGAACTTAAATAGATATTTAAGGTGGAACTCTCCATCCGCACCCTAACTTGCACCCGCACGCGCGGC
+1215 CGCGGCGTGGGCGATGAGGCGCAATGTGGCGCTTTGATGGCGCACGCTCGCATCGCCGCGAGCCGCTTGAGAGCT
GCCTTTGTATTTTTGATCGCGCGCGCGTGGTGGAGCACAATGGTTGCAAGGACCAAGTGGTGGGTGATGCGCGGC
+1365 ATGACGTGGCAGTCAGCTGATGCGCGCGCGAGTACACATGGCACGGA
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Figura 2. Secuencia del gen Ha hspl7.6 GI1. Secuencia de nucleétidos del gen
Ha hspl7.6 GI desde la posiciéon -1486 hasta la +1412 respecto del sitio 1 de inicio de la
transcripcién. Los dos sitios (I y 2) de inicio de transcripcién estdn indicados con una flecha.
La caja TATA més probable estd subrayada y el posible HSE indicado por un corchete. Los
niicleos de las repeticiones que componen el HSE se indican con segmentos sobre su secuencia
y los nucleétidos que se ajustan a la secuencia consenso llevan un punto encima. Las
repeticiones que se ajustan perfectamente a dicho consenso estin ademds subrayadas. Bajo la
secuencia codificante aparece su traduccién a aminodcidos. El final de la traduccién se marca

con un asterisco.

A B
EXTENSION PROTECCION
DEL CEBADOR ANTE ARNasa A

ACGT ACGT

C D
H H st Sm s Xh H HStSm D
b ! ! T TS
-< <
25 nt 758 nt

FZ=A Secuencia5' flanqueante Hahsp17.6 G1
L1 Secuenciacodificante Hahsp17.6 G1

Figura 3. Determinacién del inicio de la transcripcién. Experimentos de
extensién del cebador (panel A) y de proteccién frente a la digestién con la ribonucleasa A
(panel B). Los carriles A, C, G y T corresponden a una reaccién de secuenciacién de ADN del
gen Ha hspl7.6 GI. Las flechas de los paneles A y B indican los sitios 1 y 2 de inicio de
transcripcién detectados. El esquema C corresponde al experimento de extensién del cebador:
la flecha bajo el esquema indica el tamafio y el lugar donde hibrida el cebador utilizado. El

esquema D corresponde al experimento de proteccién frente a la digestion con ribonucleasa A:
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la flecha bajo el esquema indica el lugar donde hibrida la ribosonda empleada. Las flechas
sobre los esquemas indican la posicién de los sitios de inicio de transcripcién determinados.

Los sitios de restriccién indicados son los indicados en la figura 1.

la misma intensidad indica que los ARNms producidos a partir de los
dos sitios de iniciacién de la transcripcién se deben acumular al mismo
nivel, al menos en las muestras analizadas. Las secuencias de ADN que
flanquean los sitios de inicio de 1la transcripcion determinados (figura
2) se aproximan al consenso para plantas superiores CTCATCA (Joshi,
1987). El entorno del mdas cercano al ATG se ajusta mejor a este
consenso por lo que lo elegimos como posicién +1 para numerar la
secuencia (figura 2). La presencia de una secuencia (TCCTATAAATAC)
que se ajusta al consenso en plantas de la caja TATA (Joshi, 1987) a 23
y 31 pb aguas arriba de los sitios de inicio de la transcripcién, apoya

los resultados obtenidos experimentalmente.

La 1iniciacién de la transcripcién a partir de los sitios
determinados experimentalmente genera unos ARNms con una regién
5' no traducida de 35 y 43 nt, para los sitios 1 y 2 respectivamente (ver
figuras 2 y 4). En ambos casos la longitud de esta regién es
especialmente corta en comparacién con otros genes shsp de plantas
superiores (Joshi y Nguyen, 1995), incluidos los otros dos genes shsp
de girasol de tipo I anteriormente clonados (figura 4). Este hecho
podria conferir a los ARNm del gen Ha hspl7.6 GI una estabilidad y/o
traducibilidad diferente de la de otros genes shsp (Joshi y Nguyen,
1995).

2. El gen Ha hspl7.6 GI contiene un HSE imperfecto
capaz de unirse al hHSF1 in vitro.

Una de las caracteristicas de los genes shsp de los distintos
organismos estudiados es la presencia de elementos en cis de respuesta
a choque térmico (HSE) entre 40 y 270 pb aguas arriba del inicio de la
transcripcion. Los HSEs estdn compuestos por un nimero variable de
repeticiones contiguas del pentanucleétido nGAAn (usualmente mayor
de 3), que alternan esta orientacién con su inversa (Fernandes et al,
1994 A). El factor de transcripcién de choque térmico (HSF) de
Drosophila es capaz de unirse in vitro a un fragmento de ADN con dos
repeticiones del pentanucledtido perfectas, contiguas y con orientacién
alterna aunque con mucha menos afinidad que a un fragmento de ADN
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Figura 4. Secuencias proximales de los genes de girasol shsp de tipo L
Secuencias de nucleétidos que flanquean el sitio de inicio de la transcripcién de los genes Ha
hspl7.6 G1, Ha hspl7.7 G4 y Ha hspl8.6 G2. Las secuencias estin numeradas a partir del sitio
de inicio de la transcripcién (sitio 1 para el gen Ha hspl7.6 GI). Los sitios de iniciaciéon de la
transcripcién estdn indicados con una flecha. Las cajas TATA mas probables estdn escritas en
negrita y los HSEs indicados por un corchete (I para la regién con HSEs proximal y II para la
distal en los dos ultimos genes). Los niicleos de las repeticiones que componen los HSEs se
indican con segmentos sobre la secuencia y los nucle6tidos que se ajustan a la secuencia

consenso llevan un punto encima. Las repeticiones que se ajustan perfectamente a dicho
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consenso estdn ademds subrayadas. Bajo la secuencia codificante aparece su traduccién a

aminoacidos.

con tres repeticiones (Xiao et al, 1991). En plantas, para que un HSF se
una eficientemente a un HSE son necesarios al menos tres
pentanucleétidos perfectos y contiguos en la orientaciéon adecuada
(Gurley y Key, 1991 y Schoffl et al, 1998). En Drosophila y levadura, la
posicién mds importante en los pentanucleétidos nGAAn y nTTCn para
la unién del HSF es la segunda y la cuarta respectivamente (Fernandes
et al, 1994 B). Los estudios sobre el gen de soja Gm hspl7.5E han
confirmado la importancia de esta posicién para la activacion
transcripcional de dicho gen en esta planta (Barros et al, 1992). Estos
estudios demostraron también que la presencia de una A en la primera
posicion del pentanucleétido nGAAn y una G en la ultima favorece la
transcripcion inducida por calor del gen Gm hspl7.5E.

En los estudios asistidos por ordenador de las secuencias de la
region promotora proximal del gen Ha hspl7.6 GI no se encontraron
secuencias que se ajustasen perfectamente al consenso para los HSEs
descritas anteriormente. No obstante, 50 pb aguas arriba de la caja
TATA del gen Ha hspl7.6 GI aparecen tres repeticiones contiguas del
pentanucleétido nGAAn que alternan esta orientacién con su inversa
(figuras 2 y 4). De estas tres repeticiones, la central no se ajusta al
consenso en su posicién mas importante (nTTTn en lugar de nTTCn).
Esta desviacion del consenso podria tener efectos negativos tanto en la
unién del HSF a este HSE como en la activacién transcripcional del gen
Ha hspl7.6 GI1. Aguas arriba de estas repeticiones se hallan otras dos
repeticiones imperfectas (nGTCcaGATn en lugar de nTTCtaGAAn), a una
distancia de cinco nucledtidos. El espacio entre estas ultimas y las
demds repeticiones se podria considerar como un espaciamiento o
como una repeticion muy imperfecta (nGTAn en lugar de nTTCn).

En los dos genes de girasol homélogos al Ha hspl7.6 Gl
previamente clonados (Ha hspl7.7 G4 y Ha hspl8.6 G2) se habia
detectado la presencia de dos regiones con HSEs complejas en la zona
proximal del promotor (Coca et al, 1996 y figura 4). El tnico posible
HSE del gen Ha hspl7.6 GI esta situado a una distancia de la caja TATA
de 50 pb, mas parecida a la de las regiones con HSEs distales de los
otros dos genes de girasol citados (63 pb para ambos) que a la de las
proximales (21 pb para Ha hspl7.7 G4 y 13 pb para Ha hspl8.6 G2).
Esta diferencia en la distancia entre la caja TATA y el posible HSE del
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gen Ha hspl7.6 GI con respecto a las regiones con HSEs proximales de
los otros genes shsp de tipo I de girasol estudiados (figura 4), podria
afectar a su posible regulacién a través de HSFs.

En resumen, el gen Ha hspl7.6 GI tiene un posible HSE muy
imperfecto debido tanto a su gran distancia con respecto a la caja TATA
como al bajo nimero de repeticiones del pentanucleétido nGAAn en la
orientaciéon adecuada, de las que sélo dos, no contiguas, son perfectas
(figuras 2 y 4). El hecho de que el posible HSE del gen Ha hspl7.6 Gl
tenga estas caracteristicas hace cuestionable que tenga un papel en la
regulacion de dicho gen. Como primera aproximacién para tratar de
determinar si este HSE podria participar en dicha regulacidn
estudiamos su capacidad para unir in vitro el HSF1 de humanos
(hHSF1). Para ello realizamos experimentos de cambio en la movilidad
electroforética de fragmentos de ADN. Marcamos radiactivamente un
fragmento de ADN del gen Ha hspl7.6 GI (desde el sitio -126 al +50)
que incluye el posible HSE y otro fragmento de ADN del gen Ha hspl7.7
G4 (desde el sitio -188 al +80) que incluye sus dos regiones con HSEs,
mas complejas y extensas (ver materiales y métodos). Tras incubar los
ADNs marcados con extractos de proteinas de bacterias que
superproducen hHSF1 (Rabindran et al, 1991), realizamos una
electroforesis para ver el retraso en la movilidad del ADN marcado
debido a la unién del hHSF1. También estimamos la afinidad relativa de
la uni6on de los fragmentos de ADN de los genes Ha hspl7.6 Gl y Ha
hspl7.7 G4 mediante experimentos de competicién. Para ello
incubamos cada uno de los ADNs marcados con los extractos de
proteinas de bacterias que superproducen hHSF1 y un exceso molar de
50 veces de los mismos fragmentos de ADN sin marcar de los genes Ha
hspl7.6 Gl y Ha hspl7.7 G4 (ver materiales y métodos).

Estos experimentos mostraron que el fragmento de ADN del gen
Ha hspl7.6 Gl marcado era capaz de unir hHSF1 en las condiciones
ensayadas (figura 5). Esta uni6én era especifica pues la sefial
correspondiente al complejo hHSF1/ADN marcado no se redujo al
afladir un exceso de competidor inespecifico (un fragmento de ADN del
vector pBluescript SK, descrito en materiales y métodos). El mismo
exceso molar de los fragmentos de ADN sin marcar de los genes Ha
hspl7.6 GI1 o Ha hspl7.7 G4 redujo en cambio la sefial correspondiente
al complejo hHSF1/ADN marcado. Sin embargo, la unién in vitro del
fragmento de ADN marcado del gen Ha hspl7.7 G4 al hHSF1 no se vio
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afectada por un exceso molar de 50 veces del fragmento de ADN del
gen Ha hspl7.6 GI1 (figura 5).

competidor - - SKG1G4 - - SKG1 G4
hHSF1 =+ + + + - o+ + o+ O+

ADN marcado G1 G4

Figura 5. Unién del hHSF1 a la region 5' proximal del gen Ha  hspl7.6
G1. Experimentos de unién in vitro del hHSF1 a un fragmento de ADN del gen Ha hspl7.6 Gl
que incluye su posible HSE (carriles G1) y a un fragmento de ADN del gen Ha hspl7.7 G4 que
incluye sus HSEs (carriles G4). El simbolo § indica la distancia en el gel de electroforesis a la
que migra el fragmento de ADN G1 sin unir proteinas y el simbolo * la correspondiente para el
fragmento de ADN G4. La flecha indica la distancia a la que migran los fragmentos de ADN
unidos al hHSF1. La presencia (+) o ausencia (-) de hHSF1 en la reaccién de unién se indica
sobre cada carril, asi como la presencia de un ADN competidor en las reacciones de unién. Los
competidores G1 y G4 corresponden a los fragmentos de ADN Gl y G4 sin marcar,
respectivamente. El competidor SK corresponde a un fragmento de ADN del vector pBluescript

SK* de 445 pb.

En resumen, en los andlisis de secuencia de la regién 5' proximal
del gen Ha hspl7.6 GI hemos detectado un posible HSE. Este HSE es
defectuoso tanto por su bajo nimero de repeticiones perfectas del
pentanucledtido nGAAn contiguas en la orientacién adecuada, como
por su distancia con respecto a la caja TATA. Sin embargo, los
experimentos realizados mostraron que el fragmento de ADN con el
HSE del gen Ha hspl7.6 GI utilizado es capaz de unirse especificamente
al hHSF1 in vitro aunque con una afinidad mds baja que la del
fragmento de ADN que incluye las regiones con HSEs del gen Ha
hspl7.7 G4 (figura 5).
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3. Los ARNms Ha hspl7.6 G1 se acumulan durante la
embriogénesis, pero no en tejidos vegetativos en respuesta a
estrés térmico o hidrico.

El hecho de que el HSE imperfecto del gen Ha hspl7.6 GI sea
capaz de unirse al hHSF1 in vitro no garantiza que intervenga en la
activacion de dicho gen en respuesta a un choque térmico. Por esta
razén decidimos estudiar la acumulacién de los ARNm del gen Ha
hspl7.6 GI en girasol tras someter las plantas a tratamientos de
choque térmico.

Los experimentos previos con germinulas de girasol habian
mostrado acumulacién de ARNms que hibridan con la sonda del ADNc
Ha hspl7.6 en respuesta a choques térmicos de 2 h 30 min a 37 o 42°C
(Almoguera y Jordano, 1992). Sin embargo, debido a la gran
conservacion entre los distintos genes de shsp de tipo I de plantas no
podiamos descartar que la hibridacién detectada no se debiese a los
ARNms del gen Ha hspl7.6 GI sino al ARNm de otros genes con alta
homologia. De hecho, se habia demostrado la acumulaciéon por
tratamientos de choque térmico de los ARNms de girasol Ha hspl7.7 G4
y Ha hspl18.6 G2, muy homdélogos a los ARNms Ha hspl7.6 Gl,
mediante experimentos de proteccién frente a la digestién con la
ribonucleasa A (Coca et al, 1996).

Para detectar la presencia de los ARNs del gen Ha hspl7.6 sin
interferencias de genes homdlogos realizamos experimentos de
proteccién frente a la digestién con ribonucleasa A. La ribonucleasa A
es capaz de digerir el ARN monocatenario que se forma por
desapareamientos en hibridos de ARN de incluso un nucleétido y, por
lo tanto, nos permite distinguir la presencia de moléculas de ARN que
hibridan sin ningin desapareamiento con una ribosonda determinada.
Para detectar el ARNm Ha hspl7.6 Gl utilizamos una ribosonda de 758
nt de la cadena de ADN no codificante del gen Ha hspl7.6 GI entre los
sitios de restriccion Smal (+226) y Xhol (-533) (figura 6, esquema
superior). Analizamos extractos de ARN total de germinulas y plantas
adultas de girasol (tallos y hojas por separado) sometidas a
tratamientos de 2 h 30 min a 25°C o a 42°C. Como control de que el
tratamiento a 42°C activaba la respuesta a choque térmico estudiamos
también la acumulacién de ARNm del gen Ha hspl7.7 G4, inducible por
choque térmico (Coca et al, 1996). Para ello hibridamos los mismos
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Figura 6. Ausencia de acumulacién del ARNm Ha hspl7.6 G1 en
germinulas y plantas adultas sometidas a choque térmico. Experimentos de
proteccién frente a la digestién con la ribonucleasa A con muestras de ARN total extraidos de
germinulas de 14 dpi (germ) y de hojas y tallos de plantas adultas tratadas (+) o no (-) durante
2 h 30 min a 42°C (HS). El panel superior corresponde a las hibridaciones de las muestras de
ARN con la ribosonda del gen Ha hspl7.6 Gl y el inferior a las hibridaciones de los mismos
ARNs con la ribosonda del gen Ha hspl7.7 G4. El carril "s" corresponde a la hibridacién con
ARN total de semillas secas de girasol y los carriles “t" a la hibridacién con ARNt de levadura.
Los carriles "p" muestran las ribosondas sin digerir. Los carriles "m" corresponden al
marcador de peso molecular (ADN del plasmido pBR322 digerido con Hpall) y a su izquierda se
indica el tamafio de las bandas en nt. Las flechas junto a las autorradiografias indican la
distancia a la que migran las bandas correspondientes a los fragmentos de ARN protegidos. La
autorradiografia superior corresponde a una exposicién de 4 dias y la inferior a 20 h. A Ia
derecha se muestran esquemas de los genes y las ribosondas empleadas (flechas bajo las
secuencias) asi como los fragmentos protegidos tras la digestién (segmentos bajo las flechas).
Las flechas sobre las secuencias indican los sitios de iniciacién de la transcripcién. Los sitios
de restriccién indicados son: D=Ddel, H=HindIlIl, RV=EcoRV, S=Sacl, Sm=Smal, St=Styl, X=Xbal y
Xh=Xhol.

extractos de ARN con una ribosonda del gen Ha hspl7.7 G4 (figura 6,
esquema inferior).

Los experimentos de protecciéon frente a la ribonuclesasa A con la
ribosonda del gen Ha hspl7.6 GI y extractos de ARN total de geminulas
y plantas adultas sometidas a choque térmico se muestran en la figura
6 (panel superior). No detectamos acumulacién de ARNm Ha hspl7.6
Gl en respuesta a los choques térmicos ensayados pero si en un
extracto de ARN total de semillas no estresadas. En cambio, en los
experimentos realizados con los mismos extractos de ARN vy la
ribosonda del gen Ha hspl7.7 G4 obtuvimos unas fuertes sefiales con
los extractos de ARN del material sometido a choque térmico. Este
resultado muestra que los tratamientos de choque térmico ensayados
provocan la acumulacién del ARNm Ha hspl7.7 G4 pero no del ARNm
Ha hspl17.6 Gl1.

El hecho de que el ARNm Ha hspl7.6 Gl no se acumulase en
respuesta a los tratamientos de choque térmico ensayados se podria
deber a que la temperatura utilizada no fuese la adecuada para la
induccién de este gen. Para descartar esta posibilidad sometimos
germinulas de girasol de 4 dpi a choques térmicos de 2h 30 min a
distintas temperaturas (desde 25°C a 45°C). Hibridamos los extractos



66 ITI. Resultados.

de ARN total obtenidos de estas muestras con las ribosondas de los
genes Ha hspl7.6 Gl y Ha hspl7.7 G4 (figura 7, esquemas). Las
hibridaciones con la ribosonda del gen Ha hspl7.7 G4 (figura 7)
mostraron una acumulacién de los ARNms Ha hspl7.7 G4 apreciable a
los 35°C, mixima a los 40°C y que decafa ligeramente a los 45°C. En
cambio, en las hibridaciones con la ribosonda del gen Ha hspl7.6 Gl
con los mismos extractos de ARN, no detectamos acumulacién del
ARNm Ha hspl7.6 Gl a ninguna de las temperaturas ensayadas ni

siquiera tras exposiciones mas largas de las autorradiografias (figura
7).
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Figura 7. Ausencia de acumulacién del ARNm Ha hspl7.6 G1 en girasol
en respuesta a choques térmicos a distintas temperaturas. Experimentos de
proteccion frente a la digestién con ribonucleasa A de muestras de ARN total extraidas de
germinulas de girasol de 4 dpi sometidas a tratamientos de 2 h 30 min a 20, 25, 30, 35, 40 ¢
45°C (temperatura indicada sobre los carriles). Las muestras se hibridaron con la ribosonda
del gen Ha hspl7.6 GI o del gen Ha hspl7.7 G4 (indicado sobre los carriles). Los carriles "pl y
p4" muestran las ribosondas sin digerir de los genes Ha hspl7.6 Gl y Ha hspl7.7 G4
respectivamente. La flecha indica la distancia a la que migra la banda correspondiente a los
fragmentos de ARN protegidos por la ribosonda del gen Ha hspl7.7 G4 y los asteriscos la
distancia a la que migrarian las bandas protegidas por la ribosonda del gen Ha hspl7.6 Gl. En
la parte inferior se muestran esquemas de los genes y las ribosondas utilizadas (flechas bajo
las secuencias) asi como los fragmentos protegidos tras la digestién (segmentos bajo las
flechas). Las flechas sobre las secuencias indican los sitios de iniciacién de la transcripcién.

Para el resto de las leyendas ver la figura 6.

En plantas de girasol sometidas a estrés hidrico por desecacién se
habfan detectado ARNs con alta homologia al ADNc Ha hspl7.6
mediante hibridaciones tipo Northern (Almoguera et al, 1993). Para
distinguir entre si la sefial observada en estos experimentos se debia a
los ARNs Ha hspl7.6 G1 o a otros ARNs con alta homologia realizamos
experimentos de proteccién frente a la digestiéon de la ribonucleasa A
con extractos de ARN total de plantas sometidas a estrés hidrico por
desecacién (ver materiales y métodos). En estos experimentos
utilizamos las ribosondas de los genes Ha hspl7.6 Gl y Ha hspl7.7 G4
descritas (figura 8, esquemas) y extractos de ARN total de muestras de
tallos de plantas adultas de girasol sometidas a estrés hidrico. Las
hibridaciones de estos extractos de ARN con la ribosonda del gen Ha
hspl7.7 G4 confirmaron la acumulacién de sus ARNms en tallos en
respuesta al tratamiento de estrés hidrico ensayado (figura 8, panel B y
Coca et al, 1996). En cambio, las hibridaciones de los mismos extractos
con la ribosonda del gen Ha hspl7.6 GI mostraron que el ARNm Ha
hspl7.6 G1 no se acumulaba en tallos en respuesta a este tratamiento
(figura 8, panel A).

El ADNc Ha hspl7.6 se aislé a partir de una genoteca de ADNc de
semillas, lo que indicaba que el gen Ha hspl7.6 GI se debia expresar
durante la embriogénesis zigdtica del girasol en ausencia de estrés. En
Coca et al (1996) se habia demostrado la acumulacién de los ARNms
del gen Ha hspl7.7 G4, homélogo al gen Ha hspl7.6 GI, en embriones
de girasol de 18 y 24 dpa y su desaparicién tras la germinacion,
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Figura 8. Ausencia de acumulacién del ARNm Ha hspl7.6 G1 en plantas
adultas de girasol sometidas a estrés hidrico. Experimentos de proteccién frente a la
digestiéon con ribonucleasa A de muestras de ARN total extraidas de los tallos de plantas
adultas de girasol sometidas (D) o no (C) a estrés hidrico por desecacién. El panel A
corresponde al resultado de las hibridaciones de las muestras de ARN con la ribosonda del gen
Ha hspl7.6 GI y el panel B a las hibridaciones con la ribosonda del gen Ha hspl7.7 G4. El
carril "s" corresponde a la hibridacién con ARN total de semillas secas de girasol. Los carriles

"pl y p4" muestran respectivamente las ribosondas de los genes Ha hspl7.6 GIy Ha hspl7.7
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G4 sin digerir. Las flechas junto a las autorradiografias indican la posicién de las bandas
correspondientes a los fragmentos de ARN protegidos. La exposicién del panel A corresponde a
6 dias y la del B a 12 h. Los paneles C y D muestran esquemas de los genes y las ribosondas
utilizadas (flechas bajo las secuencias) asi como los fragmentos protegidos tras la digestién
(segmentos bajo las flechas). Las flechas sobre las secuencias indican los sitios de iniciacion

de la transcripcion. Para el resto de las leyendas ver la figura 6.

mediante experimentos de proteccién frente a la digestién con
ribonucleasa A. Por ello, dedicimos estudiar con mdas detalle el patrén
de acumulacién de los ARNms Ha hspl7.6 G1 durante el desarrollo
embrionario y la germinacién del girasol.

Realizamos experimentos de proteccién frente a la digestion con
ribonucleasa A con extractos de ARN total de germinulas y embriones
de girasol cultivados en condiciones de humedad y temperatura
controladas. Las hibridaciones de estos extractos con la ribosonda del
gen Ha hspl7.6 GI1 (figura 9, panel C) mostraron que el ARNm Ha
hsp17.6 G1 se empezaba a acumular levemente entre los 12 y 15 dpa
para alcanzar su nivel médximo a los 18 dpa (figura 9, panel A). El nivel
alcanzado a los 18 dpa se mantenia hasta el final de la embriogénesis
(figura 9, panel A). Por consiguiente, la acumulacién del ARNm Ha
hspl17.6 G1 coincidié con la fase de desecacién de la embriogénesis. El
ARNm Ha hspl7.6 G1 desaparece tras la germinacién y no se detecta a
los 4 dpi (figura 9, panel B).

También se habia demostrado que en germinulas de girasol de 3
dpi, tratamientos con 100 uM de ABA provocaban la acumulacién de
ARN de genes con alta homologia al ADNc Ha hspl7.6 (Almoguera y
Jordano, 1992). Por ello estudiamos también el posible efecto de la
hormona vegetal ABA sobre el patrén de acumulaciéon del ARNm Ha
hspl17.6 G1. Hibridamos extractos de ARN total de germinulas de 4 dpi
tratadas o no con ABA con las ribosondas de los genes Ha hspl7.6 GIy
‘Ha hspl7.7 G4 descritas (figura 9, paneles C y D respectivamente). Las
hibridaciones con la ribosonda del gen Ha hspl7.7 G4 confirmaron la
acumulacién del ARNm Hspl7.7 G4 en estas germinulas en respuesta al
tratamiento aplicado (figura 9, panel B y Coca et al, 1996). En cambio,
en las hibridaciones con la ribosonda del gen Ha hspl7.6 GI no
detectamos acumulacién de ARNm Ha hsp17.6 G1 (figura 9, panel B).

Los resultados obtenidos (figuras 6, 7, 8 y 9) mostraron un patrén
de acumulaciéon de los ARNm del gen Ha hspl7.6 GI que carecia de
precedentes entre los demds genes shsp de plantas estudiados hasta el
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Figura 9. Acumulacién del ARNm Ha hspl7.6 G1 durante Ila
embriogénesis del girasol y en sus germinulas. Experimentos de proteccién frente a
la digestion con ribonucleasa A con muestras de ARN total extraidas de embriones de girasol

de 6, 8, 10, 12, 15, 18 y 20 dpa (edades indicadas sobre los carriles) y germinulas de 4 dpi
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sometidas (+) o no (-) a tratamientos con ABA. Los extractos de ARN total de embriones (panel
A) se hibridaron con la ribosonda del gen Ha hspl7.6 GI. Las muestras de germinulas (panel
B) se hibridaron con la ribosonda del gen Ha hspl7.6 GI1 (carriles G1) o del gen Ha hspl7.7 G4
(carriles G4). El carril "p" muestra la ribosonda del gen Ha hspl7.6 GI sin digerir. Los
paneles C y D muestran esquemas de los genes y las ribosondas utilizadas (flechas bajo las
secuencias) asi como los fragmentos protegidos tras la digestién (segmentos bajo las flechas).
Las flechas sobre las secuencias indican los sitios de iniciacién de la transcripcién. Para el

resto de las leyendas ver la figura 6.

momento. En contra de lo que ocurre con otros genes shsp, los ARNms
Ha hspl17.6 G1 no se acumularon por los tratamientos de choque
térmico ensayados ni a distintas temperaturas ni en distintos estadios
del desarrollo (germinulas o plantas adultas) (figuras 6 y 7). Tampoco
detectamos acumulacién de los ARNms Ha hspl7.6 Gl en respuesta a
estrés hidrico por desecacion (figura 8) o a tratamientos con ABA
(figura 9, panel B). Sin embargo, los ARNms del gen Ha hspl7.6 GI se
acumularon claramente durante la fase de desecacién de 1la
embriogénesis y se dejaron de detectar poco después de la germinacién
(figura 9).

4. El gen Ha hspl7.6 GI no se transcribe en respuesta a
choque térmico en germinulas.

Mediante los experimentos de proteccion frente a la digestién con
ribonucleasa A determinamos la ausencia de acumulacién de los ARNm
Ha hspl7.6 G1 bajo las condiciones de choque térmico ensayadas
(figuras 6 y 7). Sin embargo, no podiamos asegurar que el gen Ha
hspl7.6 GI mno se transcribiese bajo dichas condiciones.
Alternativamente el gen Ha hspl7.6 GI se podria transcribir en
respuesta a los tratamientos de choque térmico pero sus ARNms
podrian ser tan inestables que no se llegasen a acumular hasta niveles
detectables por las técnicas empleadas.

Para distinguir entre estas dos posibilidades realizamos
experimentos de transcripcién in vitro con nucleos aislados.
Recolectamos embriones de girasol de 20 a 24 dpa y germinulas de 14
dpi tratadas 40 min a 25°C o a 40°C para aislar los nicleos. Las
extracciones de nicleos se realizaron a 0°C para minimizar la
transcripcion durante el proceso de extraccién (ver materiales y
métodos). Posteriormente favorecimos la continuacién de la
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transcripcién de los ARNs en presencia de P32aUTP, para que éstos
quedasen marcados radiactivamente (materiales y métodos). Tras
purificar los ARNs los hibridamos con filtros que contenian sondas
especificas para los genes Ha hspl7.6 Gl, Ha hspl7.7 G4 v Ha hspl8.6
G2 (descritas en materiales y métodos). Para controlar la actividad de
la ARN polimerasa II incluimos en los filtros una sonda del ADNc Ha
ubiS que hibridaba con genes de poliubiquitina de girasol (ver
materiales y métodos). Los ARNms con los que hibridaba dicha sonda se
acumulan a altos niveles bajo todas las condiciones experimentales
ensayadas (Almoguera et al, 1995).

(N <
SO0

o
=)

Germinulas
Control

Germinulas
choque
térmico

Embriones

Figura 10. Experimentos de transcripcién in vitro con nicleos aislados.
Purificamos los ARNs transcritos en nicleos aislados de germinulas de girasol de 14 dpi,
tratadas durante 40 min a 25 C (panel A) o a 40°C (panel B) y de embriones de 20-24 dpa
(panel C). Estos ARNs se hibridaron con filtros que contienen sondas especificas para los
genes Ha hspl7.6 GI (Gl), Ha hspl8.6 G2 (G2) y Ha hspl7.7 G4 (G4) y una sonda del gen de
poliubiquitina de girasol Ha ubiS (UBI).

En los experimentos de transcripcién in vitro con nicleos aislados
de embriones sin estresar detectamos una clara sefial debida a la
transcripcion de los genes Ha hspl7.6 Gl y Ha hspl7.7 G4 y sb6lo una
ligera sefial debida a la del gen Ha hspl8.6 G2 (figura 10, panel C). En
cambio, con los niucleos aislados de germinulas de 14 dpi sin estresar
no detectamos la transcripcién de ninguno de estos genes (figura 10,
panel A). La fuerte seflal obtenida en este experimento con la sonda del
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ADNc Ha ubiS nos indic6 que la ausencia de transcripcién de los tres
genes mencionados no se debia a la inactivacién de la ARN polimerasa
II. Los experimentos realizados con niucleos aislados de germinulas de
14 dpi tratadas 40 min a 40°C mostraron una clara sefial
correspondiente a la transcripcion de los genes Ha hspl7.7 G4y Ha
hsp18.6 G2 (figura 10, panel B). Sin embargo, en estos experimentos no
detectamos ninguna sefial correspondiente a la transcripcion del gen
Ha hspl7.6 GI (figura 10, panel B), lo que demuestra que este gen no
se transcribe en germinulas tras el tratamiento de choque térmico.
Confirmamos asi que el patrén de acumulacién de los ARNms del
gen Ha hspl7.6 GI carece de precedentes entre los demds genes shsp
de planta estudiados. En contra de lo que ocurre con los demds genes
shsp, el gen Ha hspl7.6 Gl no se transcribe por los tratamientos de
choque térmico ensayados en germinulas (figura 10, panel B). Sin
embargo, los ARNms del gen Ha hspl7.6 G1 se transcriben claramente
durante la fase de desecaciéon de la embriogénesis (figura 10, panel C) y
dejan de hacerlo poco después de la germinacién (figura 10, panel A).

5. El gen quimérico -1486::GUS reproduce en plantas
transgénicas de tabaco el patron de expresion del gen H a
hspl7.6 GI en girasol.

Como se demostré en apartados anteriores, el gen Ha hspl7.6 Gl
no se transcribe por los tratamientos de choque térmico ensayados en
germinulas (figura 10, panel B). Tampoco detectamos acumulacién de
sus ARNms en respuesta a los choques térmicos ensayados en distintos
estadios del desarrollo o distintos 6rganos (figuras 6 y 7). Sin embargo,
los ARNms del gen Ha hspl7.6 GI se transcriben durante la fase de
desecacién de la embriogénesis (figura 10, panel C) y dejan de hacerlo
poco después de la germinacién (figura 10, panel A). Este patréon de
expresion carecia de precedentes entre los genes shsp de planta por lo
que nos propusimos analizar los elementos reguladores en cis
responsables de dicha expresion.

Para estudiar los elementos reguladores en cis implicados en la
regulacién del gen Ha hsp 17.6 GI decidimos realizar fusiones
traduccionales, de versiones modificadas del promotor de dicho, gen al
gen delator gus (B-glucuronidasa). Construimos fusiones traduccionales

en lugar de transcripcionales porque en los ultimos afios se han

descrito muchos casos en los que las secuencias transcritas participan
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en la regulacién de la expresion de genes en plantas (Taylor, 1997).
Elegimos el gen gus como delator porque su actividad es muy féacil de
cuantificar mediante reacciones fluorimétricas y de localizar en tejidos
mediante ensayos histoquimicos. Decidimos introducir estos genes
quiméricos tabaco por las dificultades técnicas que conlleva la
regeneracion de plantas de girasol a partir de células transformadas.
Previamente se habia demostrado que una fusién traduccional del gen
de girasol Ha hspl7.7 G4 al gen gus reproducia en tabaco el patrén de
expresion observado para el gen Ha hspl7.7 G4 en girasol (Coca et al,
1996). No obstante, en primer lugar comprobamos que la regién del
promotor del gen Ha hsp 17.6 GI que queriamos estudiar, fusionada al
gen delator gus, reproducia en tabaco el patréon de expresién observado
para el gen Ha hspl7.6 GI en girasol.
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Figura 11. Determinacién de la presencia del transgén -1486::GUS y su
nimero de copias en plantas de tabaco. Los paneles A y B corresponden a ejemplos de
hibridaciones de tipo Southern de ADNs de las plantas de tabaco transformadas con el gen
quimérico -1486::GUS, digeridos con la enzima de restriccién HindIll, con una sonda del gen
gus. Sobre cada carril figura el nimero correspondiente a cada planta. Como control negativo
(C-) se utiliz6 ADN de tabaco no transformado y como control positivo (C+) ADN de un
plasmido con dicho gen -1486::GUS. A la izquierda de los paneles A y B aparece el tamafio en
Kb del marcador de peso molecular utilizado. Los paneles C y D corresponden a experimentos
de PCR con el ADN de estas plantas (su ndmero correspondiente figura sobre cada carril).
Como control mnegativo (C-) se utiliz6 ADN de tabaco no transformado. El carril "m"

corresponde al marcador de peso molecular (ADN del pldsmido pBluescript SK digerido con

Sau 3A) y a su izquierda aparece su tamafio en pb.

Construimos una fusién traduccional de las secuencias de ADN del
gen Ha hspl7.6 GI, desde el sitio de restriccion de EcoRI (-1486) al de
Styl (+121), en fase con el gen delator gus del vector binario pBI 101.2
(Jefferson et al., 1987). Introdujimos este gen quimérico, denominado
-1486::GUS, en tabaco mediante transformaciéon de discos de hoja por
infeccion con Agrobacterium  tumefaciens (Horsch et al, 1985).
Determinamos la presencia del transgén en las plantas de tabaco
transformadas mediante PCR (figura 11) usando oligonucledtidos
especificos del promotor del gen Ha hspl7.6 GI y del gen GUS (ver
materiales y métodos). Hibridaciones de tipo Southern con una sonda
del gen GUS confirmaron los resultados de las PCRs, permitiéndonos
ademds determinar el ndmero de inserciones del transgén (figura 11).
De esta forma obtuvimos doce transformantes independientes con
entre una y tres copias del transgén. Finalmente comprobamos si las
plantas transgénicas de tabaco con el gen quimérico -1486::GUS
(plantas -1486::GUS) reproducian el patrén de expresién del gen Ha
hspl7.6 GI, descrito anteriormente en girasol, mediante ensayos
fluorimétricos e histoquimicos de la actividad GUS (ver materiales vy
métodos).

En las tinciones histoquimicas de embriones diseccionados de las
plantas transgénicas originales (TO) -1486::GUS no detectamos
actividad GUS en semillas de menos de 24 dpa. En cambio en las
semillas de 24 y 28 dpa de estas plantas detectamos una tincién, debida
a la actividad GUS, que se distribuia homogéneamente por todo el
embrién (Figura 12.1, paneles A, B y C) y el endospermo (Figura 12.2,
paneles A, B y C). Los ensayos fluorimétricos, de mayor sensibilidad,
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Figura 12. Tinciones histoquimicas durante el desarrollo embrionario
de las plantas transgénicas. Localizacién de la actividad P-glucuronidasa en embriones
(12.1) y endospermos (12.2) diseccionados de semillas de 16, 20 y 28 dpa. Se analizaron
embriones de dos cdpsulas de al menos 8 plantas transformantes originales para las
construcciones -1486::GUS (paneles A, B y C), -1486(m)::GUS (D, E y F), -1486(p)::GUS (G, H ¢
I), -533:GUS (J, K y L) y -126::GUS (M, N y O). Hemos seleccionado fotografias de material
representativo para cada edad y tipo de planta. El tiempo de tincién es de 16 h a 25°C en todos

los casos. Las barras de escala corresponden a 300 pm.

con extractos de proteinas de semillas de las plantas transgénicas
-1486::GUS apoyaron los resultados obtenidos en las tinciones
histoquimicas (figura 13). En estos ensayos fluorimétricos detectamos
una actividad GUS a los 16 y 20 dpa (31,1 £23,9 y 239 £ 66,2 pmol MU
x mgl x min-l, respectivamente), demasiado baja para ser detectada en
los ensayos histoquimicos. Estas actividades eran estadisticamente
superiores a las encontradas en tabaco no transformado (F= 5,69, P=
0,02 y F=15,96, P= 0,002, respectivamente). Los ensayos fluorimétricos
de las semillas de las plantas -1486::GUS (figura 13, grafica) mostraron
también que habia un aumento de la actividad GUS de 6.6 veces a los
24 dpa (1585 £ 479 pmol MU x mg-! x min'l) y se alcanzaba el méximo
de actividad a los 28 dpa (2880 £ 679 pmol MU x mg-! x min-!). Estos
experimentos mostraron que en tabaco transformado con el gen
quimérico -1486::GUS habia una ligera expresién del transgén en etapas
tempranas de la maduracién del embrién y una fuerte expresién del
mismo por todo el embrion en la fase de desecacion.

Para estudiar la actividad GUS de las plantas -1486::GUS en
respuesta a un choque térmico sometimos a germinulas de 20 dpi y a
plantas adultas a tratamientos de 2 h 30 min a 25 o 42°C. Los ensayos
fluorimétricos con plantas -1486::GUS sin estresar (figura 14)
mostraron una actividad GUS en las germinulas y en las hojas y los
tallos de plantas adultas de la generacién descendiente de los
transformantes TO (T1) de 10,3 =24; 156 £3,1 y 67,3 29,1 pmol
MU x mg! x min! respectivamente. Estas actividades no diferian
estadisticamente de las encontradas en tabaco sin transformar (F=
0,002, P= 0,968; F= 0,734, P= 0,393 y F=1,28, P= 0,259,
respectivamente para germinulas, tallos y hojas). Los ensayos
fluorimétricos con plantas -1486::GUS tratadas 2 h 30 min a 42°C
(figura 14) también mostraron una actividad GUS muy baja en las
germinulas y en hojas y tallos de plantas adultas (11,7 £2,7; 18,7 23,9
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Figura 13. Ensayos fluorimétricos de actividad GUS durante el
desarrollo embrionario de las plantas transgénicas -1486::GUS. Analizamos la
actividad GUS en embriones de 12, 16, 20, 24 y 28 dpa de 12 transformantes originales de las
plantas -1486::GUS (edad indicada bajo las columnas). Realizamos al menos dos extractos de
proteinas correspondientes, cada uno, a embriones de dos o més cépsulas de cada planta
transgénica analizada. En la figura se muestran las medias de las actividades GUS medidas en
pmol de MU x mg de proteina'l x min"l. La barra que aparece sobre cada medida representa su
error estindar. Bajo la grafica se muestra un esquema de la construccion -1486::GUS. La flecha
indica el inicio de la transcripcién del gen Ha hspl7.6 GI y el ATG su inicio de la traduccion.
La regién de su HSE (wtHSE) se indica mediante un cuadrado negro. Los sitios de restriccion

indicados son: H=HindIll, E=EcoRI, y X=Xhol.

y 70,2 £19,7 pmol MU x mg! x min! respectivamente). Estas
actividades GUS no diferian significativamente de las observadas en
ausencia de estrés térmico (F= 0,061, P= 0,807; F= 0,188, P= 0,665 y
F=1,208, P= 0,273, respectivamente para germinulas, tallos y hojas).
Estos experimentos mostraron que en las plantas de tabaco -1486::GUS
no hay actividad GUS significativamente distinta de la encontrada en
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Figura 14. Experimentos de choque térmico con germinulas y plantas
adultas -1486::GUS. Sometimos germinulas de 20 dpa y plantas de 2 meses a tratamientos
de 2 h 30 min a 42°C (choque térmico) o a 25°C (control). Se analizaron aproximadamente 100
germinulas T1, descendientes de 5 plantas transformantes originales (TO) para la construccidén
-1486::GUS (-1486), un nidmero equivalente de germinulas descendientes de 3 transformantes
TO para la fusidén traduccional Ha hspl7.7 G4::GUS (G4) (Coca et al, 1996) y germinulas de
plantas de tabaco sin transformar (NT). Analizamos las hojas y los tallos de tres plantas T1
adultas descendientes de 5 plantas transformantes TO para la construccién -1486::GUS (-
1486), 5 descendientes T1 de 3 plantas TO para la fusién traduccional Ha hspl7.7 G4::GUS (G4)
y de 6 plantas de tabaco sin transformar (NT). En la figura se muestran las medias de las
actividades GUS medidas en pmol de MU x mg de proteina'1 x min"!. Las barras que aparecen

sobre cada medida representan su error estindar.

tabaco sin transformar ni en las germinulas ni en los tallos o las hojas
de las plantas adultas ni siquiera tras un tratamiento de 2 h 30 min a
420C.

Los ensayos histoquimicos con el polen maduro de las plantas
-1486::GUS de la generacién TO mostraron una clara actividad GUS
(figura 15). Esta actividad se debia al transgén pues en los ensayos
histoquimicos con el polen de las plantas sin transformar no
detectamos esta tincién (figura 15, comparar los paneles A y B). Los
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Figura 15. Tinciones histoquimicas de granos de polen maduro de las
plantas transgénicas de tabaco de la generacion TO. Decteccion histoquimica de la
actividad B-glucuronidasa en granulos de polen. Se analizé el polen de 11 plantas -1486::GUS
(panel B), 13 plantas -1486(m)::GUS (panel C), I8 plantas -1486(p)::GUS (panel D), 14 plantas
-533::GUS (panel E), 1l plantas -126:GUS (panel F) y de plantas de tabaco sin transformar

(panel A). Hemos seleccionado fotografias de material representativo para cada construccion.

Las barras de escala corresponden a 40 um.

ensayos fluorimétricos cuantificaron esta actividad GUS de las plantas
-1486::GUS en una media de 1361 =296 pmol MU x mg-! x min .

En resumen, los andlisis de las plantas fransgénicas de tabaco
-1486::GUS mostraron una actividad GUS alta durante la fase de
desecacién del embrién (figura 13). Las tinciones histoquimicas
mostraron que la actividad GUS se distribuia uniformemente en los
embriones y los endospermos diseccionados de estas plantas (figura
12.1 y 12.2, paneles A, B y C). Por lo tanto, la actividad GUS obtenida
con los embriones de las plantas -1486::GUS (figura 13) concuerda con
el patrén de acumulacién de los ARNms del gen Aa hspl7.6 GI durante
la fase de desecaciéon del embrién en girasol (figura 9, panel A). La
ausencia de actividad GUS en las germinulas y en los tallos y las hojas
de las plantas adultas -1486::GUS tratadas o no 2 h 30 min a 42°C
(figura 14), también concuerda con la falta de transcripcion del gen Ha
hspl7.6 Gl en las germinulas de girasol sometidas o no a choque
térmico (figura 10, paneles A y B) y con la falta de acumulaciéon de sus
ARNms en las plantas adultas de girasol en respuesta a un choque
térmico (figura 6, panel superior). Por lo tanto, el gen quimérico
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-1486::GUS reproduce en tabaco el patrén de expresién observado para
el gen Ha hspl7.6 GI en girasol. De esta forma podemos concluir que
el sistema heter6logo de tabaco utilizado en nuestros experimentos
reproduce la expresién durante la embriogénesis zigética de los dos
genes de shsp de girasol estudiados en nuestro laboratorio: Ha hspl7.6
Gl y Ha hspl7.7 G4 (Coca et al, 1996).

En polen se ha observado actividad GUS con dos genes quiméricos
que contienen la regién promotora de distintos genes shsp de tipo I de
girasol: Ha hspl7.6 GI1::GUSy Ha hspl7.7 G4::GUS (Coca et al, 1996).
Esta actividad GUS pudiera reflejar una activacién natural de los genes
Ha hspl7.6 GI y Ha hspl7.7 G4 en polen de girasol. De hecho existen
multiples precedentes de expresion de genes shsp en polen
(Mascarenhas, 1996). Sin embargo, no podemos descartar que la
actividad GUS observada sea una expresiéon ectépica del gen quimérico
en tabaco debida al uso del gen GUS como delator (discutido en Uknes
et al, 1993).

6. El HSE del gen Ha hspl7.6 GI es necesario para la
expresion del gen quimérico -1486::GUS en embriones de
tabaco transgénico.

Para estudiar las regiones del promotor del gen Ha hspl7.6 Gl
implicadas en su regulacién realizamos deleciones de la regién 5
flanqueante o modificamos el posible HSE. Estas modificaciones del gen
Ha hspl7.6 GI se hicieron a partir del gen quimérico -1486::GUS y se
analizaron en plantas transgénicas de tabaco. Como el gen quimérico
-1486::GUS reprodujo en tabaco el patréon de expresion observado para
el gen Ha hspl7.6 GI en girasol, los resultados obtenidos con las
modificaciones de la construccién -1486::GUS debieran reflejar lo que
ocurriria con las mismas modificaciones en el gen Ha hspl7.6 GI en
girasol.

Para determinar la importancia del HSE del gen Ha hspl7.6 GI en
la regulacién de dicho gen introdujimos tres mutaciones puntuales
(cambiamos la G por una T) en las segundas posiciones de los
pentanucledtidos nGAAn (ver figura 16, esquema). Unas mutaciones
andlogas a las aqui descritas redujeron drédsticamente la activacién del
gen delator GUS, bajo el control del promotor del gen Ha hspl7.7 G4
durante la fase de desecacion del desarrollo embrionario (Almoguera et
al, 1998).
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Figura 16. Efecto de la mutacién del HSE del gen Ha hspl7.6 GI sobre la
unién del hHSF1. El panel A muestra los experimentos de unién in vitro del hHSF1 a un
fragmento de ADN de 175 pb del gen Ha hspl7.6 GI que incluye su HSE (wtHSE) o una versién
mutada del mismo (mHSE). Las reacciones se realizaron sin un extracto con hHSEl (-) o con
cantidades crecientes de dicho extracto (2, 4, 5 y 10 pg de extracto), indicado sobre el gel
como tridngulos. El simbolo * indica la posicién en el gel de los ADNs no unidos a proteinas. El
panel B muestra los experimentos de competiciéon con 2 pg de extracto con hHSF1 (carriles +) o
sin dicho extracto (carril -) y un exceso de fragmentos de ADN sin marcar. Los carriles "wt" vy
"m" corresponden a la competicién con los fragmentos de ADN con la versién silvestre (wtHSE)
o mutada (mHSE) del HSE del gen Ha hspl7.6 GI respectivamente y el carril "SK" con un
fragmento de ADN del vector pBluescript SK* de 445 pb. El carril "oli" corresponde a la
competicién con un oligonucleStido que incluye un HSE sintético (Hiibel y Schoffl, 1994). La
autorradiografia del panel A corresponde a una exposicién de 20 h y la del panel B a una

exposicién de 2 dfas. En la parte inferior de la figura se representa un esquema del wtHSE
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entre las posiciones -105 y -81 y la zona correspondiente del mHSE. Los simbolos de este

esquema estidn descritos en la figura 4.

En primer lugar, comprobamos que las mutaciones introducidas
interferian en la unién del hHSF1 al HSE del gen Ha hspl7.6 Gl
mediante experimentos de cambio en la movilidad electroforética de un
fragmento de ADN (ver el apartado 2). Para ello marcamos
radiactivamente un fragmento de ADN del gen Ha hspl7.6 GI (desde el
sitio -126 al +50) que incluye su HSE (wtHSE) y el mismo fragmento con
las mutaciones introducidas (mHSE). Tras incubar in vitro estos
fragmentos de ADN marcados radiactivamente con un extracto de
bacterias que superproducen hHSF1 (Rabindran et al, 1991) estudiamos
el retraso en la movilidad electroforética del ADN (ver materiales vy
métodos). El retraso en la movilidad electroforética del fragmento de
ADN con el wtHSE mostr6 su unién al hHSF1, como previamente se
habia demostrado (figuras 5 y 16, panel A). Sin embargo, en los
ensayos con el fragmento de ADN con el mHSE no detectamos bandas
correspondientes al complejo hHSF1/ADN marcado incluso con las
mayores cantidades de extracto de hHSF1 ensayadas (figura 16 panel
A). La banda correspondiente al complejo hHSF1/ADN wtHSE marcado
se redujo notablemente en intensidad al competir con un exceso molar
de 50 veces del mismo fragmento de ADN sin marcar o con el mismo
exceso de un oligonucleétido (Hiibel y Schoffl, 1994) que incluye un
HSE sintético que se ajusta muy bien al consenso (figura 16, panel B).
Sin embargo, la intensidad de la banda correspondiente al complejo
hHSF1/ADN wtHSE marcado no se redujo al competir con el mismo
exceso del fragmento de ADN que incluye el mHSE sin marcar (figura
16, panel B). Estos datos demostraron que el hHSF1 se une in vitro al
fragmento del gen Ha hspl7.6 G1 a través del HSE y que las mutaciones
introducidas eliminan esta unidn.

Una vez comprobado el efecto negativo de las mutaciones
introducidas en el HSE del gen Ha hspl7.6 GI sobre su unién al hHSF1
(figura 16) sustituimos, en el gen quimérico -1486::GUS, dicho HSE por
su versiéon mutada (mHSE) (ver materiales y métodos y figura 17, panel
C). Introdujimos este nuevo gen quimérico, denominado
-1486(m)::GUS, en tabaco por transformacién de discos de hoja por
infeccion con Agrobacterium  tumefaciens (Horsch et al, 1985) vy
obtuvimos las plantas -1486(m)::GUS. Determinamos la presencia del
transgén -1480(m)::GUS y su nimero de copias mediante PCR e
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Figura 17. Ensayos fluorimétricos comparativos de la actividad GUS de
las plantas transgénicas -1486::GUS, -1486(m)::GUS y -1486(p)::GUS durante

el desarrollo embrionario. Analizamos la actividlad GUS en embriones de 12, 16, 20, 24 y
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28 dpa (edades indicadas bajo las columnas). Analizamos 12 plantas de la construccién
-1486::GUS, 13 de la -1486(m)::GUS y 14 de la -1486(p)::GUS. Realizamos al menos dos
extractos de protefnas correspondientes, cada uno, a embriones de dos cdpsulas de cada planta
transgénica TO analizada. En el panel A se muestran las medias de las actividades GUS en pmol
de MU x mg de protel’na“1 x min"!. La barra que aparece sobre cada medida representa su
error estindar. En el panel B se representa un esquema del wtHSE entre las posiciones -105 y
-81 y la zona correspondiente del mHSE y del pHSE. Las mutaciones introducidas estén
escritas con mindsculas y el resto de los simbolos estin descritos en la figura 4. El panel C
muestra un esquema de Jlos genes quiméricos ensayados y sus simbolos estin descritos en la

figura 13.

hibridaciones tipo Southern como se describié en el apartado anterior
(datos no mostrados). Analizamos trece transformantes independientes
que tenian entre una y tres copias del transgén -1486(m)::GUS.
Finalmente analizamos el patrén de expresién del gen quimérico
-1486(m)::GUS en las plantas de tabaco -1486(m)::GUS mediante
ensayos fluorimétricos e histoquimicos de la actividad GUS.

En las tinciones histoquimicas de semillas diseccionadas de los
transformantes originales (TO) de las plantas -1486(m)::GUS no
detectamos actividad GUS en embriones diseccionados (figura 12.1,
paneles D, E y F) o endospermos (figura 12.2, paneles D, E y F), a
ninguna de las edades ensayadas. En cambio, en los ensayos
fluorimétricos (figura 17, panel A) detectamos en las semillas de 16 y
20 dpa una actividad GUS de 158,75 £ 67,886 y 578,16 £ 206,08 pmol
MU x mg-! x min-!, respectivamente. Dichas actividades no difieren
significativamente de la hallada en las semillas correspondientes de las
plantas -1486::GUS (F= 1,93, P= 0,17 y F= 0,48, P= 0,49,
respectivamente). Sin embargo, en las semillas de 24 dpa y 28 dpa, los
niveles de actividad GUS de las plantas -1486(m)::GUS (419,28 =*
185,82 y 551,85 £ 246,35 pmol MU x mg-! x min-!, respectivamente)
fueron significativamente menores que los de las plantas -1486::GUS
(F= 9,97, P= 0,002 para 24 dpa y F= 18,79, P= 0,001, para 28 dpa). Por
lo tanto, en las plantas -1486(m)::GUS no se detecta el aumento en la
actividad GUS durante la fase de desecacién del embrién observado en
las plantas -1486::GUS.

Los ensayos fluorimétricos con las germinulas de 20 dpi y con las
hojas y los tallos de plantas adultas -1486(m)::GUS de la generacién T1
(descendientes de la TO) sin estresar (figura 18) mostraron una
actividad GUS (10,3 £24; 19,3 £73 y 19,9 £12,2 pmol MU x mg! x
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Figura 18. Experimentos de choque térmico con germinulas y con plantas
transgénicas adultas. Sometimos las germinulas de 20 dpa y las plantas adultas de 2 meses
a tratamientos de 2 h 30 min a 42°C (choque térmico) o 25°C (control). Se analizaron
aproximadamente 100 germinulas T1 descendientes de 5 plantas TO (panel A) para las
construcciones -1486::GUS (-1486), -1486(m)::GUS [-1486(m)], -1486(p)::GUS [-1486(p)],
-533::GUS (-533) y -126::GUS (-126), un nimero equivalente de germinulas T1 de 3 plantas TO
para la fusidn traduccional Ha hspl7.7 G4::GUS (G4) (Coca et al, 1996) y germinulas de plantas
de tabaco sin transformar (NT). Analizamos también hojas (panel B) y tallos (panel C) de 3
plantas adultas T1, descendientes de 5 plantas TO de las construcciones -1486::GUS (-1486),
-1486(m)::GUS [-1486(m)], -533::GUS (-533) y -126::GUS (-126), de 3 plantas TO de la fusién
traduccional Ha hspl7.7 G4:GUS (G4) y 6 plantas de tabaco sin transformar (NT). En la figura
se muestran las medias de las actividades GUS medidas en pmol de MU x mg de proteina‘l X

min~1. Las barras que aparecen sobre cada medida representan su error estindar.

min-l respectivamente) que no difiere estadisticamente de la
encontrada en tabaco sin transformar (F= 0,003, P= 0,959; F= 1,158, P=
0,283 y F=1,709, P= 0,193, respectivamente). Por otra parte, la
actividad obtenida en los ensayos fluorimétricos con las germinulas y
con las hojas y los tallos de las plantas -1486(m)::GUS adultas de la
generaciéon T1 tratadas 2 h 30 min a 42°C (figura 18) (11,7 £2,7; 10,7
* 1,6 y 17,3 £7,8 pmol MU x mg-! x min! respectivamente) no diferia
significativamente de la hallada en las plantas -1486(m)::GUS sin
estresar (F= 0,001, P= 0,99; F= 0,378, P= 0,539 y F=0,442, P= 0,507,
respectivamente). Estos experimentos mostraron que en las plantas de
tabaco -1486(m)::GUS no hay una actividad GUS significativamente
distinta de la del tabaco sin transformar ni en las germinulas ni en los
tallos y las hojas de plantas adultas tanto en condiciones normales de
crecimiento como tras un tratamiento de 2 h 30 min a 420C.

En los ensayos histoquimicos con polen maduro de la generacién
TO no detectamos diferencias en la tincién entre las plantas
-1486(m)::GUS y -1486::GUS (figura 15, comparar el panel B con el C).
Los ensayos fluorimétricos de polen maduro de plantas -1486(m)::GUS
(figura 19) mostraron una actividad GUS de 2057 £ 410 pmol MU x
mg-! x min-! que no diferfa significativamente de la obtenida con polen
maduro de plantas -1486::GUS (F= 0,14, P= 0,908).

En resumen, los resultados obtenidos con las plantas
-1486(m)::GUS mostraron que el HSE del gen Ha hspl7.6 GI es
necesario para activar su transcripcién durante la fase de desecacidn
de la embriogénesis (figura 17). Sin embargo, las mutaciones
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Figura 19. Ensayos fluorimétricos de la actividad GUS en el polen de las
plantas transgénicas. Se analizé la actividad GUS en 11 plantas TO de la construccién
-1486::GUS (-1486), 13 de la -1436(m)::GUS [-1486(m)], 18 de la -1486(p)::GUS [-1486(p)], 14
de la -533:GUS (-533) y 11 de la -126::GUS (-126). En la figura se muestran las medias de las
actividades GUS medidas en pmol de MU x mg de p1roteina‘1 x min"!. La barra que aparece
sobre cada medida representa su error estindar. El asterisco indica que la diferencia respecto

al valor -126 es estadisticamente significativa.

introducidas en el HSE del gen Ha hspl7.6 GI no son suficientes para
modificar la expresién del gen quimérico -1486::GUS en polen maduro
(figura 19).

Dada la importancia del HSE del gen Ha hspl7.6 GI en la
expresion embrionaria decidimos estudiar el efecto de otras
mutaciones sobre este elemento. Previamente, Barros et al (1992)
habfan estudiado por mutagénesis dirigida la regién del HSE proximal
del gen de soja Gm hspl7.5E. Este HSE se compone de cinco
repeticiones del pentanucleétido nGAAn en la orientacidon adecuada, de
las que s6lo la tercera y cuarta son perfectas. Con las mutaciones que
ajustaban la segunda repeticiéon (nTACn) del HSE al consenso (nTTCn)
se obtuvo el doble de acumulaciéon del ARNm Gm hspl7.5E en respuesta
a un choque térmico. Sin embargo, mutaciones en el HSE que hacian
perfectas la primera y quinta repeticién del pentanucledtido no
mostraron efecto alguno sobre la acumulacién de este ARNm en
respuesta a un choque térmico. De esta forma, Barros et al, (1992)
sugieren que la termoinducibilidad no es una simple funcién aditiva del
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nimero de repeticiones perfectas del pentanucleétido de sus HSEs. Sin
embargo, no se han realizado experimentos similares para estudiar el
efecto de mutaciones andlogas durante el desarrollo embrionario de
plantas. Por lo tanto, decidimos realizar tres mutaciones puntuales que
ajustaban las secuencias de las repeticiones del HSE del gen Ha hspl7.6
G1 (figura 17, panel B) a su consenso (Barros et al, 1992). Sustituimos
en la construccién -1486::GUS dicho HSE por la nueva versién mutada
(pHSE) y obtuvimos el gen quimérico -1486(p)::GUS (ver materiales y
métodos y figura 17, panel C). Introdujimos este nuevo gen en tabaco y
analizamos el numero de copias del transgén como se realizé con las
construcciones anteriores (datos no mostrados). Obtuvimos 14
transformantes independientes con entre una y tres copias del transgén
-1486(p)::GUS y estudiamos su patron de expresién mediante ensayos
fluorimétricos e histoquimicos de la actividad GUS.

Las tinciones histoquimicas de las semillas diseccionadas de las
plantas -1486(p)::GUS de la generacién TO mostraron un resultado
similar al obtenido con las de las plantas -1486::GUS, tanto en
embriones (figura 12.1: comparar paneles A, B y C con los paneles G, H
e I) como en endospermos (figura 12.2: comparar paneles A, B y C con
los paneles G, H e I). En los ensayos fluorimétricos con semillas de
plantas -1486(p)::GUS, (figura 17, panel A) detectamos actividad GUS a
los 12, 16, 20, 24 y 28 dpa (respectivamente, 204,06 £ 146, 217,76 *
79,9, 1099 336, 1785 £ 639 y 2373 =810 pmol MU x mg-! x min-!).
Las actividades detectadas en los ensayos con semillas de 12, 24 y 28
dpi de plantas -1486(p)::GUS no diferian significativamente de las
detectadas con los embriones de esas mismas edades de plantas
-1486::GUS (F= 0,069, P= 0,792; F= 0,05, P= 0,82 y F= 1,66, P= 0,199,
respectivamente). Sin embargo, en semillas de 16 y 20 dpa los niveles
de actividad GUS de las plantas -1486(p)::GUS mostraron un aumento,
respecto a los observados en las plantas -1486::GUS, de 7 y 4,6 veces
respectivamente, significativo estadisticamente (F= 4,24, P= 0,041 y F=
5,36, P= 0,022), aunque no difieren estadisticamente de los obtenidos
con las plantas -1486(m)::GUS (F= 1,79, P= 0,183 para 16 dpa y F=
2,63, P= 0,107 para 20 dpa)

Los ensayos fluorimétricos con germinulas de 20 dpi de las
plantas -1486(p)::GUS sin estresar (figura 18, panel A) mostraron una
actividad GUS de 55,3 £24,4 pmol MU x mg-! x min-! que no diferia
significativamente de la hallada en germinulas de 20 dpi de tabaco sin
transformar (F= 0,053, P= 0,819). En los ensayos fluorimétricos con
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germinulas de 20 dpi de plantas -1486(p)::GUS tratadas 2 h 30 min a
420C (figura 18, panel A) se encontré una actividad GUS comparable
(51,4 24,8 pmol MU x mg! x min!). Esta actividad no diferia
significativamente de la encontrada en plantas -1486(p)::GUS sin
estresar (F= 0,001, P= 0,973).

En los ensayos histoquimicos con polen maduro de plantas de la
generacion TO no detectamos diferencias de tincién entre las plantas
-1486(p)::GUS y las plantas -1486::GUS (figura 15, comparar el panel B
con el D). Los ensayos fluorimétricos en polen maduro de plantas
-1486(p)::GUS (figura 19) mostraron una actividad GUS de 1747 £338
pmol MU x mg! x min-! que no diferia significativamente de la
obtenida en los ensayos fluorimétricos de polen maduro de plantas
-1486::GUS (F= 0,002, P= 0,968).

En resumen, las mutaciones del HSE del gen Ha hspl7.6 GI
introducidas en la construccién -1486(m)::GUS redujeron la actividad
del gen delator GUS en embriones a 24 y 28 dpa, pero no a 16 y 20 dpa
(figura 17, panel A). Este resultado demostré6 que el HSE del gen Ha
hspl7.6 GI1 es necesario para activar su transcripcién durante la fase
de desecaci6on de la embriogénesis. Sin embargo, al contrario de lo que
ocurrié con las mutaciones del HSE del gen Ha hspl7.6 GI introducidas
en la construccién -1486(m)::GUS, las mutaciones que ajustaban mas
este HSE al consenso [construccién -1486(p)::GUS] aumentaron la
actividad en embriones del gen delator GUS a los 16 y 20 dpa sin
afectar a los niveles alcanzados a 24 y 28 dpa (figura 17, panel A).

La actividad GUS en polen maduro de las plantas -1486::GUS no
difiri6 significativamente de la encontrada en el polen de las plantas
con los genes quiméricos con versiones mutadas del HSE Ha hspl7.6 Gl
(figura 19). Este resultado indica que el HSE del gen Ha hspl7.6 Gl
debe de ser un elemento regulador positivo especifico de semillas ya
que no interviene en la regulacién de la actividad GUS en polen
maduro. No obstante, como se discutié en el apartado 5, no se puede
descartar que la actividad GUS detectada en polen maduro se deba al
uso del gen gus como delator (Uknes et al, 1993).

7. Las mutaciones que ajustan al consenso las secuencias
de las regiones con HSE de los genes Ha hspl7.6 Gl y H a
hspl17.7 G4 tienen efectos distintos sobre su expresion
embrionaria.
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Figura 20. Ensayos fluorimétricos comparativos de la actividad GUS de
las plantas transgénicas -1132G4::GUS y -1132(p)::GUS durante el desarrollo
embrionario. Analizamos la actividad GUS en embriones de 16, 20 y 28 dpa (edades
indicadas bajo las columnas). Analizamos 15 plantas de la construccién -1132G4::GUS
(columnas blancas), y 13 de la -1132G4(p)::GUS (columnas punteadas). Realizamos al menos
dos extractos de protefnas correspondientes, cada uno, a embriones de dos cdpsulas de cada
planta TO analizada. El panel A muestra las medias de la actividades GUS en pmol de MU x mg

de proteina‘1 x min~ 1 y la barra que aparece sobre cada medida representa su error estindar.
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En el panel B se representa un esquema de la regién con el wtHSEG4 entre las posiciones -121
y -57 y la zona correspondiente del pHSEG4. Las mutaciones introducidas estdn escritas con
mindsculas. El resto de los simbolos de este esquema estin descritos en la figura 4. El panel C
muestra un esquema de los genes quiméricos ensayados y sus simbolos estin descritos en la

figura 13.

La sustitucién del HSE del gen Ha hspl7.6 GI1 en la construccién
-1486::GUS por una versién mutada que se ajustaba a la secuencia
consenso de los HSEs (pHSE) produjo un aumento en la actividad GUS
en embriones de 16 y 20 dpa (figura 17). Decidimos estudiar el efecto
de unas mutaciones andlogas a éstas en otro gen shsp que se expresa
durante la embriogénesis en ausencia de estrés. Para ello realizamos
dichas mutaciones en las regiones con HSEs del gen Ha hspl7.7 G4. Este
gen se expresa desde etapas mas tempranas del desarrollo embrionario
que el gen Ha hspl7.6 GI (Coca et al, 1996 y figura 9). Las dos regiones
con HSEs complejos del gen Ha hspl7.7 G4 son necesarias para su
expresion durante la fase de desecacién del embrién pero no en etapas
mas tempranas de la embriogénesis (Almoguera et al, 1998).

Realizamos una mutacién puntual en la regién con HSEs mds
cercana a la zona codificante y dos en la mas alejada que las ajustaban
a la secuencia consenso de los HSEs (figura 20, panel B). Sustituimos las
regiones con HSEs del gen Ha hspl7.7 G4 en la fusién transcripcional
-1132G4::GUS (Coca et al, 1996) por esta version mutada (pHSE G4) y
creamos la construccién -1132G4(p)::GUS (figura 20, panel OC).
Introdujimos esta construccién en tabaco y determinamos el nimero de
copias del transgén -1132G4(p)::GUS del mismo modo que se realizé
con las construcciones anteriores (datos no mostrados). De esta forma
obtuvimos 13 transformantes originales con el transgén [plantas
-1132G4(p)::GUS] y estudiamos su patrén de expresion mediante
ensayos fluorimétricos de la actividad GUS.

En los ensayos fluorimétricos con embriones de plantas
-1132G4(p)::GUS de la generacién TO, (figura 20, panel A) detectamos
actividad GUS a los 12, 16, 20, 24 y 28 dpa (respectivamente, 1512 *
626; 1881 £ 737; 1222 £250; 715 £207 y 634 £ 195 pmol MU x mg- 1
x min-1). Las actividades detectadas en los ensayos con embriones de
16 y 20 dpi de plantas -1132G4(p)::GUS no diferfan significativamente
de las detectadas con los embriones de esas edades de plantas
-1132G4::GUS (F= 0,054, P= 0,816 y F= 1,143, P= 0,287,
respectivamente). Sin embargo, en embriones de 28 dpa los niveles de
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actividad GUS de las plantas -1132G4(p)::GUS mostraron una reduccién
respecto a los observados en las plantas -1132G4::GUS de 3,9 veces,
estadisticamente significativa (F= 18,58, P= 0,001).

En resumen, las mutaciones realizadas en las regiones con HSEs
del gen Ha hspl7.7 G4 no tienen efecto en el patrén de expresion
embrionaria de dicho gen salvo en una disminucién de la transcripcién
durante su fase de desecaciéon (figura 20). Este resultado contrasta
fuertemente con el obtenido con unas mutaciones andlogas a éstas en el
HSE del gen Ha hspl7.6 GI en las que no observamos variaciones en la
actividad de dicho gen durante la fase de desecacién del embrién pero
su actividad aumenta durante la fase de maduracién temprana (figura
17).

8. El gen Ha hspl7.6 GI1 contiene otros elementos en cis,
aguas arriba de su HSE, con efectos positivos y negativos
sobre su regulacion.

Aunque en el apartado 6 se demostré que el HSE del gen Ha
hspl7.6 GI1 es necesario para su expresién, podia haber otros
elementos reguladores en cis que también interviniesen. Para localizar
estos posibles elementos reguladores realizamos dos deleciones de ADN
desde el extremo 5' del gen quimérico -1486.::GUS. Utilizamos los sitios
de restriccién de Xhol (posicién -533 respecto al sitio de inicio de la
transcripciéon) y HindIIT (posicién -126) para construir los genes
quiméricos -533::GUS y -126::GUS respectivamente (figura 21,
esquemas). Introdujimos estas construcciones en tabaco 'y
determinamos el ndmero de copias de los transgenes -533::GUS vy
-126::GUS del mismo modo que se realiz6 con la construccién
-1486::GUS (datos no mostrados). Estudiamos la expresiéon de los genes
quiméricos -533::GUS y -126::GUS en 13 transformantes
independientes para la construcciéon -533::GUS y 12 para la -126::GUS
mediante ensayos fluorimétricos e histoquimicos de la actividad GUS.

En las tinciones histoquimicas de embriones y endospermos
diseccionados de semillas de las plantas -533::GUS de la generacién TO
detectamos actividad GUS desde los 20 dpa (figura 12 A y B, paneles J,
K y L). Los ensayos fluorimétricos con semillas de las plantas -533::GUS
(figura 21) mostraron una actividad GUS a los 16, 20, 24 y 28 dpa (147
* 60; 6169 £ 1481; 13306 +2824 y 16214 £2771 pmol MU x mg! x
min-1, respectivamente). Estas actividades GUS detectadas en embriones
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de plantas -533::GUS eran significativamente superiores a las
encontradas en embriones de plantas -1486::GUS tanto a los 16 dpa (F=
4,01, P= 0,048), como a los 20 dpa (F= 42,47, P= 0,001), 24 dpa (F=
22,69, P= 0,001) y 28 dpa (F= 13, P= 0,005). Este aumento de la
actividad GUS era de 25,8 veces en embriones de 20 dpa, de 7,5 veces
en embriones de 24 dpa y de 5,6 veces en embriones de 28 dpa.

En cambio, en las tinciones con las semillas de las plantas
-126::GUS de la generacién TO no detectamos actividad GUS en los
embriones y los endospermos a ninguna de las edades ensayadas
(figura 12 A y B, paneles M, N y O). Los ensayos fluorimétricos con
semillas de estas plantas (figura 21) mostraron actividad GUS a los 20,
24 y 28 dpa (230 £ 73,2; 520 £162 y 454 £120 pmol MU x mg! x
min-1, respectivamente). La actividad encontrada en embriones de 20
dpa de plantas -126::GUS no diferia significativamente de la encontrada
en embriones de 20 dpa de las plantas -1486::GUS (F= 0,04, P= 0,84).
En cambio, en embriones de 24 y 28 dpa de las plantas -126::GUS
detectamos una reduccién significativa de la actividad GUS de entre 3 y
6.3 veces con respecto a los embriones correspondientes de las plantas
-1486::GUS (F= 4,51, P= 0,037 y F= 9,32, P= 0,003, respectivamente).

Los ensayos fluorimétricos con las germinulas de 20 dpi y con los
tallos y las hojas de las plantas adultas -533::GUS de la generacién T1
sin estresar (figura 18) mostraron una actividad GUS (52,6 *25,4; 33,5
16,5 y 13,4 £2.8 pmol MU x mg! x min! respectivamente) que no
diferia significativamente de la hallada en tabaco sin transformar (F=
0,001, P= 0,977; F= 1,309, P= 0,254 y F=0,045, P= 0,832,
respectivamente). Los ensayos fluorimétricos con las germinulas y con
los tallos y las hojas de las plantas -533::GUS adultas tratadas 2 h 30
min a 42°C (figura 18) tampoco mostraron una actividad GUS (24,2 *
10; 18,5 £7,3 y 14,5 £3 pmol MU x mg-! x min-! respectivamente) que
difiriese significativamente de la hallada en plantas -533::GUS sin
estresar (F= 0,059, P= 0,809; F= 0,512, P= 0,475 y F=0,03, P= 0,863,
respectivamente).

Los ensayos fluorimétricos con las germinulas de 20 dpi y con los
tallos y las hojas de las plantas adultas -126::GUS de la generacion T1
sin estresar (figura 18) mostraron también unas actividades GUS (6,3 *
0,18; 3 £ 1,4y 7,7 £ 1,8 pmol MU x mg! x min! respectivamente) que
tampoco diferian significativamente de las encontradas en tabaco sin
transformar (F= 0,007, P= 0,934; F= 2,643, P= 0,106 y F=7,615, P=
0.063, respectivamente). Los ensayos fluorimétricos con germinulas y
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Figura 21. Ensayos fluorimétricos comparativos de la actividad GUS de
las plantas transgénicas -1486::GUS, -533::GUS y -126::GUS durante el
desarrollo embrionario. Analizamos la actividad GUS en embriones de 12, 16, 20, 24 y 28
dpa (edades indicadas bajo las columnas). Analizamos 12 plantas TO de la construccién
-1486::GUS, 14 de la -533::GUS y 12 de la -126::GUS. Realizamos dos extractos de proteinas
correspondientes cada uno a embriones de dos cépsulas de cada planta analizada. En la figura
se muestran las medias de las actividades GUS medidas en pmol de MU x mg de proteina'1 X
min-1 y la barra sobre cada medida representa su error estindar. Bajo la grifica se muestra un

esquema de las construcciones ensayadas y sus simbolos estin descritos en la figura 13.

con tallos y hojas de plantas -126::GUS adultas tratadas 2 h 30 min a
420°C (figura 18) tampoco mostraron una actividad GUS (6,7 £0,46; 4 £



III. Resultados. 97

19y 7,5 £23 pmol MU x mg! x min! respectivamente) que difiriese
significativamente de la de las mismas plantas sin estresar (F= 0,001, P=
0,998; F= 0,782, P= 0,378 y F=0,013, P= 0,909, respectivamente).

En los ensayos histoquimicos con el polen maduro de las plantas
-533::GUS de la generacién TO obtuvimos un resultado similar al
obtenido con el polen de las plantas -1486::GUS (figura 15: comparar el
panel E con el B). Los ensayos fluorimétricos con polen maduro de las
plantas -533::GUS (figura 19) mostraron una actividad GUS de 1890 =*
447 pmol MU x mg! x min'! que no diferia significativamente de la
obtenida con polen maduro de las plantas -1486::GUS (F= 0,05, P=
0,823). En cambio, en los ensayos histoquimicos con el polen maduro
de las plantas -126::GUS de la generacién TO no detectamos actividad
GUS (figura 15, panel F). Los ensayos fluorimétricos con el polen
maduro de las plantas -126::GUS (figura 19) mostraron una actividad
GUS muy baja (62,8 = 13,1 pmol MU x mg! x minl) que diferia
significativamente de la obtenida con el polen maduro de las plantas
-1486::GUS (F= 35,9, P= 0,001).

Los resultados obtenidos con las plantas -533::GUS y -126::GUS
demuestran que el HSE del gen Ha hspl7.6 GI, aunque necesario, no es
suficiente para reproducir el patron de expresién de dicho gen durante
el desarrollo embrionario. Los ensayos fluorimétricos de actividad GUS
realizados con las plantas -126::GUS mostraron la presencia de un
elemento regulador positivo en cis, ubicado entre los sitios -533 y -126
del gen Ha hspl7.6 GI, que es necesario para su expresiéon durante la
fase de desecacién del embrién (figura 21) La delecién de la region de
ADN del promotor del gen Ha hspl7.6 GI desde el sitio -1486 al -126 y
la mutacién de su HSE (mHSE) mostraron el mismo efecto: reduccién
de la actividad del promotor durante la fase de desecaciéon del embrién
(figuras 17 y 21). En cambio, mediante el andlisis de las plantas
-533::GUS detectamos un elemento regulador negativo en cis del gen
Ha hspl7.6 G1, ubicado entre los sitios -1486 y -533, que actia
exclusivamente durante el desarrollo embrionario (figura 21).

El elemento regulador negativo, localizado entre los sitios -1486 y
-533 del gen Ha hspl7.6 Gl1, parece ser especifico de semillas pues no
encontramos diferencias significativas en los niveles de actividad GUS
entre plantas -533::GUS y plantas -1486::GUS ni en germinulas y plantas
adultas, ni en polen maduro (figuras 18 y 19, respectivamente). El HSE
del gen Ha hspl7.6 GI1 también parece ser un elemento regulador
positivo especifico de semillas pues la actividad GUS en polen maduro
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de las plantas -1486::GUS tampoco diferia significativamente de la
encontrada en las plantas con las construcciones con versiones
mutadas del HSE Ha hspl7.6 G1 [figura 19: comparar columnas -1486
con -1486(m) y con -1486(p)]. Sin embargo, no podemos decir nada
sobre la especificidad del elemento regulador positivo hallado entre los
sitios -533 y -126 del gen Ha hspl7.6 Gl pues encontramos diferencias
significativas entre la actividad GUS en polen maduro de las plantas
-533::GUS y -126::GUS (figura 19). Esta diferencia producida por esta
ultima deleciéon se podria deber tanto al mismo elemento regulador
positivo que actia durante la fase de desecacién de la embriogénesis
como a otro elemento regulador localizado en esta misma zona.



IV. DISCUSION.
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1. Evolucion de la regulacion de los genes shsp.

Los genes hsp vegetales forman una extensa familia multigénica
con una gran variabilidad en sus patrones de expresiéon que van desde
la expresién exclusiva en respuesta a un choque térmico en algunos
genes, a la expresién constitutiva o en determinadas fases del
desarrollo en otros (Vierling, 1991, Carranco et al, 1997, Nagao y
Gurley, 1999). Esta divergencia en los patrones de expresién sugiere
que han debido ocurrir cambios en los elementos reguladores
responsables. Un ejemplo claro lo encontramos en la familia génica
hsp90 de Arabidopsis, donde aparecen miembros inducibles por
choque térmico, miembros no inducibles por choque térmico pero de
expresion constitutiva y miembros con caracteristicas intermedias
(Yabe er al, 1994). En esta familia se ha encontrado ademds una buena
correlacién entre el nivel de expresion de estos genes en respuesta a
choque térmico y el ajuste de los HSEs de sus promotores a la secuencia
consenso para estos elementos (Yabe et al, 1994).

En la familia de genes shsp vegetales también existe una
divergencia en los patrones de expresién de sus miembros. En estudios
previos se habia demostrado la expresién de algunos genes shsp en
respuesta a choque térmico exclusivamente y de otros en respuesta a
un choque térmico y durante el desarrollo embrionario, tanto a nivel de
acumulacién de ARN (Coca et al, 1996) como a nivel de acumulacion de
proteinas (Hernandez y Vierling, 1993 y Coca et al, 1994). Los
resultados obtenidos en este trabajo sobre el gen de girasol Ha hspl7.6
G1 muestran por primera vez un gen shsp vegetal que se transcribe
durante la embriogénesis zigdtica pero que no se transcribe en
respuesta a un choque térmico (figura 10).

De esta forma, en nuestro laboratorio se han descrito, para la
familia génica shsp de tipo I de girasol, un miembro que se transcribe
en respuesta a choque térmico pero no durante el desarrollo
embrionario (Ha hspl18.6 G2; figura 10 y Coca et al, 1996), otro que se
transcribe durante la desecacién del embrién pero no en respuesta a
choque térmico (Ha hspl7.6 GI; figura 10) y un tercero que se
transcribe en ambos casos (Ha hspl7.7 G4; figura 10; Coca et al, 1996 y
Almoguera et al, 1998). Entre estos genes, como en la familia hsp90 de
Arabidopsis, también encontramos una buena correlacién entre sus
niveles de expresion en respuesta a choque térmico y el ajuste de los
HSEs de sus promotores a la secuencia consenso. El gen Ha hspl8.6 G2,
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con regiones con HSEs ajustados a dicha secuencia (figura 4), se
transcribe notablemente en respuesta a choque térmico (figura 10 y
Coca et al, 1996). En cambio, el gen Ha hspl7.6 GI, con una sola regién
con HSEs muy distal y que no se ajusta al consenso (figura 4), no se
transcribe en respuesta a choques térmicos (figura 10). El gen Ha
hspl7.7 G4, que contiene regiones con HSEs mds extensas que las del
gen Ha hspl7.6 GI pero menos perfectas que las del gen Ha hspl8.6 G2
(figura 4), aiin es capaz de responder a choque térmico (Coca et al,
1996 y figuras 6, 7 y 10).

Estos resultados demuestran por primera vez que en la expresién
de los genes shsp vegetales ha ocurrido una divergencia similar a la de
otras familias de genes hsp. El dnico precedente de una evolucién
similar en la expresién de una familia de genes relacionados con la
familia shsp lo encontramos en los o-cristalinos animales. La mayoria
de los promotores de genes aB-cristalinos mantienen regiones con HSEs
y se activan por choque térmico pero en algunos, sus HSEs han
degenerado y han perdido su capacidad de respuesta a un choque
térmico (Wistow y Graham, 1995). En el caso de los genes shsp de
girasol estudiados, esta divergencia en la expresién se correlaciona
también con variaciones en las regiones con HSEs. Por esta razon,
enfocamos nuestros esfuerzos en determinar el papel de los HSE y de
otros posibles elementos reguladores en la divergencia de la expresién
de estos genes.

2. El HSE del gen Ha hspl7.6 GI1 es necesario para la
activacion transcripcional de dicho gen durante la fase de
desecacion de los embriones.

El promotor del gen Ha hspl7.6 GI contiene un tnico HSE que
difiere de los presentes en otros genes shsp de plantas (Gurley y Key,
1991 y Nagao y Gurley, 1999) tanto por su bajo nimero de repeticiones
del pentanucledtido nGAAn en la orientacién adecuada, como por su
gran distancia a la caja TATA. En el HSE del gen Ha hspl7.6 GI sélo
aparecen tres de estas repeticiones contiguas en orientacién alterna
(figura 4), de las cuales la central no se ajusta al consenso en la
posicién mds importante para la unién del HSF, la cuarta (nTTTc en
lugar de nTTCt). Aguas arriba, tras cinco nucle6tidos que se podrian
considerar como un espaciamiento o como una repeticién muy
degenerada (nGTAn en lugar de nTTCn), se hallan otras dos
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repeticiones imperfectas (nGTCcaGATn en lugar de nTTCtaGAAn). Por
otra parte, la distancia de este HSE con respecto a la caja TATA (figura
4) es de 50 pb, mas parecida a la que presentan las regiones distales
con HSEs de los otros dos genes homdlogos de girasol estudiados (63
pb para ambos) que a las proximales (21 pb para Ha hspl7.7 G4 y 13
pb para Ha hspl8.6 G2).

A pesar de las caracteristicas estructurales andémalas del HSE del
gen Ha hspl7.6 GI, un fragmento de ADN que lo incluye es capaz de
unirse al hHSF1 in vitro, aunque con menos afinidad que un fragmento
del gen Ha hspl7.7 G4, con HSEs més extensos y perfectos (figura 5). La
introduccién en el HSE del gen Ha hspl7.6 GI de mutaciones que
impiden especificamente la uni6on de los HSFs (Barros et al, 1992)
abolié la unidén in vitro del hHSF1 (figura 16) y redujo drdsticamente la
actividad transcripcional de su promotor durante la fase de desecacién
de los embriones en plantas transgénicas (figura 17). El efecto de estas
mutaciones especificas, sobre la actividad del promotor del gen Ha
hspl7.6 GI demuestra que el HSE es necesario para su activacién
transcripcional en la fase de desecacién de la embriogénesis y sugiere la
participacién de HSFs en dicha activacién.

La participacién de HSFs en la expresién del gen Ha hspl7.6 Gl
durante la fase de desecaciéon de los embriones tiene analogias con lo
descrito para otros genes shsp, lo que sugiere un mecanismo comun de
regulacién. En el gen de girasol Ha hspl7.7 G4 y en el gen de soja G m
hspl7.3-B, las regiones que contienen sus HSEs son necesarias para la
expresién de dichos genes durante la fase de desecacion de las semillas,
como indican los andlisis por delecién de sus promotores
(respectivamente, Coca et al, 1996 y Priandl y Schoffl, 1996). Los
estudios por mutagénesis dirigida de las regiones con HSEs del gen Ha
hspl7.7 G4 muestran una evidencia mds directa de la implicacién de los
HSFs en la expresiéon de dicho gen durante la desecacién del embridn
(Almoguera et al, 1998). Las mutaciones en las dos regiones con HSEs
del gen Ha hspl7.7 G4, anédlogas a las realizadas en el HSE del gen Ha
hspl7.6 GI, y que impiden especificamente la unién de los HSFs,
redujeron drasticamente la activacién de este gen durante la fase de
desecacién del embrién (Almoguera et al, 1998; mutante E). Este
resultado demuestra la necesidad de las regiones con HSEs de este gen
para su expresion durante esta fase del desarrollo y, por lo tanto, la
participaciéon en ella de HSFs. De esta forma, los resultados obtenidos
en los estudios de genes shsp vegetales que se expresan durante la
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embriogénesis zigética, realizados hasta la fecha, sugieren que los HSFs
pudieran participar en la regulacién de estos genes durante la fase de
desecacidn.

Sin embargo, la presencia de HSEs en los promotores de genes
shsp parece no ser suficiente para la expresiéon de dichos genes durante
el desarrollo embrionario. Fuera de contexto, repeticiones de HSEs
sintéticos fusionados a las secuencias de la caja TATA del promotor
CaMV 35§, son capaces de dirigir la expresién del gen gus en semillas
de tabaco (Prindl y Schoffl, 1996). En cambio, en un promotor natural
como el del gen de girasol Ha hspl8.6 G2, con regiones con alta
homologia con los HSEs en su promotor, no apreciamos transcripcién
en embriones de girasol de 20 a 24 dpa (figura 10). Durante la meiosis
en Saccharomyces también se ha determinado que los HSE son
necesarios para la expresiéon de genes hsp aunque no suficientes. El gen
hsp82 de Saccharomyces, que contiene tres HSEs, necesita su HSE
proximal (79 pb aguas arriba de su caja TATA) para la activacién de su
promotor durante la meiosis, como indica el anilisis de las mutaciones
que lo alejan del consenso para los HSEs (Szent-Gyorgyi, 1995). Este
HSE es incluso capaz de conferir expresién durante la meiosis al
promotor CYCI, aunque a un nivel menor que en el gen hAsp82. Sin
embargo, no todos los promotores de genes hsp de Saccharomyces con
HSEs se inducen durante la meiosis. En este caso, para la expresién
durante la meiosis del gen hsp82 es importante, ademds del HSE, el
elemento regulador URSS82, situado a 46 pb aguas arriba de la caja
TATA y que actia como activador durante la meiosis y represor en los
demds casos (Szent-Gyorgyi, 1995). En conclusién, la presencia de
otros elementos reguladores y sus interacciones con los HSEs podrian
ser decisivos para la expresién de los genes shsp durante el desarrollo
embrionario.

El hecho de que el gen Ha hspl7.6 GI necesite su HSE para la
transcripcién durante la desecacién del embrién pero no responda a un
choque térmico (figura 10) sugiere ademds que los mecanismos de
activacién, a través de los HSEs, durante el desarrollo embrionario y en
respuesta a un choque térmico deben ser distintos. Los resultados
obtenidos previamente con el gen Ha hspl7.7 G4 apoyan esta
diferenciacién: algunas mutaciones en su regién con HSEs proximal que
la alejan del consenso para los HSEs, eliminaron su respuesta a choque
térmico pero sélo redujeron parcialmente su expresiéon durante la
desecacién del embrién (mutante A; Almoguera et al, 1998). El
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contexto y la arquitectura peculiar de estos promotores con HSEs
imperfectos podrian contribuir a explicar las diferencias observadas
entre estos mecanismos de accidn.

Una caracteristica de los promotores de estos genes que pudiera
explicar las diferencias entre estos mecanismos de activacién podria ser
la presencia de HSEs que no se ajustan perfectamente al consenso de los
HSE de plantas (Barros et al, 1992). La estructura imperfecta de estos
HSEs podrian influir, por ejemplo, en la conformacién del HSF unido a
él y, de esta forma, en la activacién del promotor, como se ha
observado en el promotor del gen cupl (Santoro et al, 1998). Cuando
se une el HSF de Saccharomyces con el HSE distal de este gen forma un
complejo menos resistente a la digestién con quimotripsina que cuando
estd unido a una versiéon del HSE que se ajusta al consenso, lo que
sugiere que el HSF adopta distintas conformaciones en cada caso
(Santoro et al, 1998).

Otra posibilidad es que la distancia entre los HSEs y la caja TATA
en estos promotores influya en la diferencia entre los mecanismos de
activacién, a través de los HSEs, durante la embriogénesis y en
respuesta a choque térmico. En los genes hsp, los HSEs proximales
suelen tener un papel muy importante en su respuesta a un choque
térmico y los HSEs distales una importancia menor (Gurley y Key, 1991
y Nagao y Gurley, 1999). En el caso del gen Ha hspl7.7 G4 de girasol, la
delecién de la regién con HSEs distal y las secuencias situadas aguas
arriba no afecté a su respuesta a un choque térmico (Coca et al, 1996).
Sin embargo, las mutaciones puntuales que alejan las regiones con HSEs
del consenso mostraron que para la expresion de este gen durante la
embriogénesis son importantes tanto la regiéon con HSEs proximal como
la distal (Almoguera et al, 1998). Estas observaciones encajan con los
resultados obtenidos con el gen Ha hspl7.6 GI: su HSE, distal, no es
suficiente para activar la transcripcién en respuesta a un choque
térmico (figura 10) pero tiene un papel esencial en su transcripcion
durante la desecaci6on del embrién (figura 17).

Las diferencias entre los mecanismos de activacién a través de los
HSEs, durante el desarrollo embrionario y en respuesta a un choque
térmico, podrian también implicar la participacién de HSFs distintos en
cada caso. Si los HSFs implicados en la expresién embrionaria del gen
Ha hspl7.6 GI fuesen los implicados en la respuesta a choque térmico
de otros genes shsp, éstos deberian unirse a este promotor de un modo
especifico de embriones, tal vez mediante interacciones con otros
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factores transcripcionales en tfrans especificos de embriones.
Alternativamente, los HSFs implicados en la regulacién embrionaria de
este gen podrian tener una especificidad por la secuencia de ADN
distinta a la de los HSFs implicados en la respuesta a choque térmico.

En animales se ha observado una cierta especializacion funcional
entre los distintos HSFs (Morimoto, 1998). El HSF1 es el responsable
principal de la respuesta a choque térmico y a otros tipos de estrés
(Morimoto, 1998). En cambio, el HSF2, mdis relacionado con procesos
de desarrollo, se activa durante el desarrollo embrionario temprano
(Mezger et al, 1994) y la espermatogénesis en ratén (Sarge et al, 1994)
y en células K562 humanas expuestas a hemina (Sistonen et al, 1994).
En ratones se ha observado ademds una especializaciéon en las
secuencias a las que se unen estos dos HSFs: el mHSF1 se une
preferentemente a HSEs mas extensos que el mHSF2, probablemente
debido a una mayor capacidad para establecer interacciones
cooperativas entre trimeros (Kroeger y Morimoto, 1994).

Hasta la fecha, en todas las plantas estudiadas se han encontrado
varios HSFs. Los HSFs vegetales caracterizados se han clasificado en
cuatro grupos multigénicos (Al, A2, Bl y B2) en base a comparaciones
entre la secuencia de aminodcidos de sus dominios de uni6én al ADN
(Nover et al, 1996). A pesar de la multiplicidad de los HSFs vegetales
clonados, ain no se ha hallado entre ellos un grupo implicado de forma
especifica en procesos de desarrollo, andlogo al HSF2 de animales. No
obstante, la diversificacién de los HSFs vegetales podria reflejar una
especializacién funcional andloga a la descrita en animales. Un
resultado que sugiere esta especializacién es el obtenido en Prindl er al
(1998). En este trabajo se ha comprobado que las plantas transgénicas
de Arabidopsis que superproducen At HSF3 sufren un incremento en su
termorresistencia basal, pero no las que superproducen At HSF4. Este
resultado sugiere una especializaciéon funcional de los HSF3 y HSF4 de
Arabidopsis (Priandl et al, 1998).

En plantas la diversificacion de los HSFs podria resultar ain maés
compleja que en animales por la posible heteroligomerizacién entre los
distintos HSFs que cohabitan en las células. Hasta la fecha sélo se ha
publicado la interaccién entre los HSFs Lp HSFA1l y Lp HSFA2 para su
importacién al ntcleo en células de tomate (Scharf et al, 1998) pero no
se puede descartar que se den interacciones similares entre otras
combinaciones de HSFs o incluso que los distintos heteroligémeros
formados sean capaces de unirse al ADN y activar la transcripcion.
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La posible especializaciéon de los HSFs vegetales en la secuencia de
los HSEs a través de la que activan podria conciliar la participaciéon de
los HSFs en la regulacién de los genes shsp con la diversidad en los
patrones de expresién de los distintos genes shsp durante el choque
térmico y el desarrollo embrionario. Resultados preliminares de
nuestro laboratorio apoyan esta hipé6tesis. En experimentos de
expresion transitoria donde se cobombardean embriones de girasol de
21 dpa con el HSFA2 de tomate bajo el control del promotor 35S y, o
bien la construccién quimérica -1486::GUS, o bien la -1486(p)::GUS, se
obtuvo una fuerte actividad GUS, similar para ambas construcciones. En
cambio, si el factor utilizado es el HSFA1l de tomate, se observa una
fuerte actividad GUS con la construccién -1486(p)::GUS mientras que
con la construccién -1486::GUS no aparece una actividad GUS
siginificativa. Estos resultados sugieren que, en embriones, el factor Lp
HSFA1 podria activar mejor a través de HSEs que se ajustasen mejor al
consenso, mientras que el Lp HSFA2 no mostraria esta preferencia.

De confirmarse esta especificidad embrionaria de los distintos
HSFs vegetales por la secuencia del promotor del gen Ha hspl7.6 Gl,
éste seria el unico caso descrito hasta el momento. Ademds, este
promotor es el dnico promotor shsp conocido que s6lo contiene una
region con HSEs funcional, de poca extensién y complejidad. Por estas
razones, el promotor del gen Ha hspl7.6 GI es un sistema adecuado
para el estudio de la especificidad de secuencia de los distintos HSFs.
Aun asi, el sistema de expresidon transitoria utilizado presenta algunos
inconvenientes a la hora de interpretar los resultados, como por
ejemplo la existencia de HSFs enddgenos en los embriones, que no
podemos controlar y que tal vez formen heteroligdmeros con los HSFs
que se introducen mediante transformacidn.

Para evitar estos problemas, en nuestro laboratorio se tratard de
realizar los experimentos en Saccharomyces. Este sistema tiene la
ventaja de poseer un tUnico HSF (Morimoto, 1998) que ademds puede
ser reemplazado por los HSFs heter6logos de tomate Lp HSFA1l y Lp
HSFA2 (Doring et al, 2000). De esta forma, introduciendo en este
sistema el gen delator f-galactosidasa bajo el control del promotor del
gen Ha hspl7.6 GI y expresando los HSFs correspondientes se podra
estudiar la transactivacién de dicho promotor por un udnico HSF o por
combinaciones de ellos sin interferencias de los HSFs enddgenos. Con
estos estudios, ademds de comprobar si realmente existe una
especializacion de los HSFs por su secuencia de unién, se podria
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determinar los nucleétidos de los HSEs que establecen esta diferencia
utilizando versiones mutantes del HSE del gen Ha hspl7.6 GlI.

3. El gen Ha hspl7.6 Gl contiene elementos en cis (que,
junto con su HSE, activan a su promotor durante la fase de
desecacion del embrion.

Independientemente de cudles sean los HSFs que intervengan en la
activacién del promotor del gen Ha hspl7.6 GI, la presencia de otros
elementos reguladores en cis en el promotor podria ser importante
para explicar las diferencias entre los mecanismos de activacién de
dicho promotor durante el desarrollo embrionario y en respuesta a un
choque térmico. Segun esta hipdtesis, la diferencia en los mecanismos
de activacién podria deberse, por ejemplo, a la colaboracién con los
HSFs de otros factores en trans, especificos de embriones, que actien
sobre elementos reguladores en cis presentes en el promotor.

El estudio mediante deleciones por el extremo 5' del promotor del
gen Ha hspl7.6 Gl demostré que su HSE, aunque es necesario, no es
suficiente para la activacién de dicho gen durante la desecacién del
embrion (figura 21). La delecién de la regién del promotor que va
desde el sitio -1486 al -126 (construccién quimérica -126::GUS), que
no afecta al HSE, elimin6é la subida en la actividad GUS observada en
embriones de las plantas transgénicas -1486::GUS a partir de 20 dpa
(figura 21). Este resultado demuestra la presencia de elementos
reguladores en cis, ubicados entre los sitios -533 y -126 (comparar las
actividades de las construcciones -533::GUS y -126::GUS; figura 21),
que actian de forma sinérgica con el HSE durante esta fase del
desarrollo embrionario. Este efecto sinérgico sugiere interacciones
funcionales, directas o indirectas, de las proteinas que se unen a estos
elementos, con los HSFs que se unen al HSE o bien con la maquinaria
basal transcripcional.

En cambio la delecién de la regiéon del promotor del gen H a
hspl7.6 GI1 ubicada entre los nucleétidos -1486 y -533 produjo un
aumento de la actividad del promotor en la embriogénesis desde los 12
dpa (figura 21), lo que indic6 la presencia de elementos reguladores
negativos en cis en esta region. Estos elementos en cis deben ejercer su
funcién negativa sobre la transcripcién especificamente en semillas,
pues su delecion no tiene efecto en la actividad del promotor ni en
tejidos vegetativos ni en polen (figuras 18 y 19, respectivamente). Los
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niveles de expresién del gen Ha hspl7.6 GI en semillas dependeran, por
lo tanto, del balance entre el efecto de estos elementos negativos y el
de los reguladores positivos descritos anteriormente. Durante la etapa
anterior a la desecacién del embrién, los factores negativos reducen los
niveles de expresién del gen a unos niveles basales pero en la fase de
desecacién s6lo producen una reduccién moderada de la expresion del
gen (figura 21).

Este trabajo demuestra por primera vez la necesidad de elementos
reguladores en cis que actdan de forma sinérgica con el HSE, para
activar la transcripcién de un gen shsp durante el desarrollo
embrionario. Una posibilidad para explicar la necesidad de este
sinergismo en la activacién del promotor del gen Ha hspl7.6 GI
durante la desecaciéon del embri6n seria que los HSFs implicados
alcanzaran concentraciones limitantes en estos embriones. La presencia
de otros factores especificos de semillas que se uniesen a este
promotor seria necesaria para facilitar la ocupacién de su HSE por
parte de los HSFs, a pesar de su baja concentracién. De esta forma, la
unién de los HSFs al HSE, en presencia de los otros factores positivos,
podria ser tan eficiente como para asegurar una alta ocupacién del HSE
in vivo. Esta hipdtesis encajaria con la observaciéon de que
modificaciones en el HSE del gen Ha hspl7.6 GI que favorecen la unién
de los HSFs (construccién quimérica -1486(p)::GUS) no tienen un
efecto significativo en la actividad del promotor durante la fase de
desecacién de los embriones (figura 17). Segin este modelo, las
modificaciones en el HSE que favorecen la unién de los HSFs deberian
hacer menos necesaria la presencia de los demds factores positivos
hallados, en la activacién de este gen. Para comprobar esta prediccion
estamos introduciendo las mutaciones del HSE descritas para la
construccién -1486(p)::GUS en la construccién -126::GUS. Este modelo
de activacién del promotor del gen Ha hspl7.6 GI también explicaria la
falta de actividad de dicho promotor en tejidos vegetitivos ante un
choque térmico (figura 10): el HSE de este gen, muy imperfecto y distal,
es incapaz de dirigir la activacién de este gen en ausencia de los
factores especificos de semilla implicados durante la desecaciéon del
embrién.

Los HSFs interaccionan con el factor de unién a la caja TATA (TBP)
en animales (Lis y Wu, 1993 y Mason y Lis, 1997) y en plantas (Reindl y
Schoffl, 1998). Sin embargo, tanto en animales (Kanei-Ishii et al, 1997 y
Stephanou et al, 1999) como en plantas (Rojas et al, 1999), se conocen
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muy pocos ejemplos de interaccién entre HSFs y otros factores
transcripcionales, excluidos los componentes generales de la
maquinaria basal de transcripcién. En vertebrados, el factor
transcripcional c-Myb es capaz de transactivar el gen hps70, a través de
sus HSEs en células CV-1 en proliferacién sin estrés térmico (Kanei-Ishii
et al, 1997). El factor c-Myb, sin embargo no interacciona directamente
con el ADN de este promotor sino que forma un complejo con el HSF3 y
potencia la formacién de los trimeros de HSF3, su transporte al nicleo
y su unién al ADN (Kanei-Ishii er al, 1997). En girasol, se ha demostrado
una activaciéon sinérgica del promotor Ha hspl7.7 G4 por el HSF de
tomate Lp HSFA1l y el factor de Arabidopsis ABI3 mediante
experimentos de expresion transitoria con embriones de 21 dpa (Rojas
et al, 1999). Como en el caso anterior, el factor ABI3 parece que no se
une directamente al ADN, sino que actuaria a través de los HSFs como
un coactivador.

En la regulacién del gen Ha hspl7.6 GI no se puede descartar que
los HSFs implicados y los factores en trans que se unan a los otros
reguladores positivos en cis hallados interaccionen conjuntamente con
la maquinaria basal transcripcional para activar la transcripciéon del gen
durante la desecacién del embrién. Este tipo de interaccién entre
distintos factores ya se ha descrito para el caso de la proteina Acl de
bacteriéfago y la proteina receptora de AMP ciclico (CRP) de E. coli.
Ambas proteinas son factores transcripcionales que activan a la ARN
polimerasa de E. coli: la primera interacciona con su subunidad o y la
segunda forma un lazo en la cadena de ADN para interaccionar con la
subunidad o (Young et al, 1994). Se ha observado que un promotor
artificial que contiene los sitios de unién al ADN de los dos factores se
activa sinérgicamente al unirse ambos, presumiblemente mediante
contactos de cada factor con una subunidad diferente de la ADN
polimerasa (Young et al, 1994). De forma anédloga, es posible que en
organismos eucariotas, distintos factores contacten con distintos
complejos de la maquinaria basal transcripcional y colaboren en su
reclutamiento al promotor o en su activaciéon (Ptashne y Gann, 1997).

Los modelos de regulacion durante la desecacién del embrién
propuestos para el gen Ha hspl7.6 Gl podrian ser también vdlidos para
otros genes shsp que se expresan en embrones en ausencia de estrés
exdgeno. Los tnicos promotores shsp vegetales que han sido estudiados
con suficiente detalle son los de los genes Ha hspl7.6 GI1 (este trabajo)
y Ha hspl7.7 G4 (Coca et al, 1996, Almoguera et al, 1998 y Rojas et al,
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1999). En ambos casos la activacién por HSFs, a través de HSEs, es
necesaria para la expresion durante la fase de desecacién del embrion
(figura 17 y Almoguera et al, 1998). Aunque en los andlisis por delecién
del promotor del gen Ha hspl7.7 G4 no se han detectado otros
elementos en cis necesarios para su expresion durante la fase de
desecacién embrionaria (Coca et al, 1996), no se puede descartar su
presencia en la zona adyacente a las regiones con HSEs o incluso
solapando con ellas.

La presencia en los promotores de genes shsp de distintos
elementos reguladores especificos de determinados tejidos o estadios
del desarrollo podria explicar la diversidad en los patrones de
expresion de los genes shsp durante el choque térmico y el desarrollo
embrionario. Asi, por ejemplo, a pesar de los elementos comunes en la
regulacién de los genes Ha hspl7.6 GI y Ha hspl7.7 G4 durante la
desecacién del embrién, existen también elementos diferentes. En la
activacion del promotor del gen Ha hspl7.7 G4 se ha observado una
accién sinérgica de los factores Lp HSFAl y ABI3, como se ha descrito
anteriormente (Rojas et al, 1999). Esta accién sinérgica requiere la
integridad de las dos regiones con HSEs del promotor, lo que su‘giere
una interaccién cooperativa entre los HSFs unidos a ambas. Los
resultados obtenidos con el gen Ha hspl7.6 GI indican que de
participar el factor ABI3 en su regulacién, éste deberia actuar por un
mecanismo distinto del que emplea en la regulaciéon del gen Ha hspl7.7
G4: la falta de HSEs proximales en el gen Ha hspl7.6 GI (figuras 3 y 4)
haria imposible una interaccién cooperativa entre los HSFs unidos a
distintas regiones con HSEs, andloga a la observada con el gen Ha
hspl7.7 GH4.

Los resultados obtenidos en este trabajo representan la primera
evidencia experimental de la necesidad de una cooperacién entre los
HSFs y otros factores para la expresiéon embrionaria de un gen shsp
vegetal. Basidndonos en estos resultados hemos propuesto que los HSFs
y otros factores de regulacién embrionarios actdan de forma sinérgica
en la activaciéon del gen Ha hspl7.6 GI1 durante la desecacién del
embrién. Esto nos permite explicar la activaciéon embrionaria de genes
shsp y las diferencias en la activacién a través de HSFs durante el
desarrollo embrionario y en respuesta a choque térmico. Ademds, la
participacién en la activacién de estos genes de factores especificos
permitiria un control muy preciso de la expresién de determinados
genes shsp en determinados tejidos o estadios del desarrollo.
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Este trabajo supone el primer paso hacia la identificaciéon de los
elementos que colaboran con los HSFs en la expresién del gen H a
hspl17.6 G1 durante la desecacién del embrién. En nuestro laboratorio
se esta tratando de acotar de forma mds precisa los elementos
reguladores positivos en c¢is descubiertos en este trabajo para,
posteriormente, determinar sus secuencias. Una vez obtenidas estas
secuencias podremos determinar la presencia de estos elementos en
otros promotores de genes shsp como el Ha hspl7.7 G4, en el que los
andlisis por delecién no nos han permitido su identificacidn.

Por otra parte, el conocimiento preciso de estas secuencias
reguladoras nos podria conducir al clonaje y la caracterizacién de los
factores en tranms que se unen a ellos mediante la técnica del hibrido
sencillo. Esta ténica consiste en identificar plasmidos de una genoteca
de ADNc fusionados al dominio de activaciéon del factor GAL4, que
expresan proteinas capaces de dirigir la expresién de un gen delator
que contiene en su promotor varias copias de la secuencia de ADN a la
que se unen los factores en trams que queremos identificar (Vidal y
Legrain, 1999). En nuestro caso, los ADNc de la genoteca procederdn de
embriones de girasol y el gen delator que se utilizard serd el gen his3,
que complementa una auxotrofia de la levadura que vamos a ulilizar.
Los ADNc que codifiquen proteinas capaces de unirse al regulador en
cis en estudio, dirigirdn la transcripciéon del gen his3 y se seleccionardn
con facilidad en un medio que carezca de histidina. Esta técnica se ha
usado con éxito para el clonaje de los factores embrionarios de girasol
DPBF1 y DPBF2, que se unen al promotor del gen Dc¢3 de zanahoria (Kim
et al, 1997).

El clonaje y la caracterizacién de estos factores en ftrans serdn de
gran utilidad para estudiar su naturaleza y la de sus interacciones con
los HSFs. Asi mismo, también se podrd determinar si estos nuevos
factores muestran o no una especificidad por los distintos HSFs
vegetales.

4. Regulacion del gen Ha hspl7.6 GI en etapas anteriores
a la desecacion del embrion.

Los ARNm Ha hspl7.6 Gl ya se detectan en embriones de girasol
de 12 y 15 dpa, aunque a niveles de acumulacién muy bajos (figura 9).
Los ensayos con los embriones de las plantas transgénicas de tabaco
-1486::GUS (figura 13) confirmaron la actividad del promotor del gen
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Ha hspl7.6 GI en la etapa de maduracién temprana del embrion (16 y
20 dpa). Estos resultados indican que este promotor posee una
actividad baja durante la maduracién temprana del embrién (16 y 20
dpa en tabaco) que se dispara durante la fase de desecacién del
embrion (entre 24 y 28 dpa en tabaco).

Las modificaciones en el HSE del promotor del gen Ha hspl7.6 Gl
que lo alejan del consenso para los HSEs (Barros et al, 1992), no
afectaron significativamente a su actividad en etapas mdas tempranas
(figura 17, plantas -1486(m)::GUS). Las modificaciones que alejan en
las dos regiones con HSEs del gen Ha hspl7.7 G4 de la secuencia
consenso para los HSEs, analogas a las realizadas en el HSE del gen Ha
hspl7.6 GI1, provocaron resultados similares: una reduccién de la
actividad del promotor durante la fase de desecacién de la semilla sin
afectar a la expresién en etapas mds tempranas de la embriogénesis
(Almoguera et al, 1998). Ademds, las modificaciones en las dos
regiones con HSE de dicho gen que las ajustan al consenso para los HSEs
tampoco tuvieron efecto sobre la actividad del promotor en la
embriogénesis temprana (figura 20). Por lo tanto, los resultados
obtenidos con los dos udnicos promotores de genes shsp
suficientemente estudiados, que se expresan durante la embriogénesis,
indican que la expresién de estos genes en las etapas tempranas de la
embriogenesis no depende de los HSEs y, consecuentemente, de HSFs.

Sin embargo, el efecto de las modificaciones en el HSE del
promotor del gen Ha hspl7.6 GI que lo ajustan al consenso para los
HSEs resulta mas dificil de interpretar. Hemos observado una subida
significativa en la actividad del promotor del gen Ha hspl7.6 GI
durante la maduracién temprana de los embriones de las plantas
-1486(p)::GUS respecto a las plantas con la versién del HSE sin mutar
(figura 17). Este aumento de actividad podria deberse a que al ajustar el
HSE del gen Ha hspl7.6 GI al consenso de los HSEs se forzase una union
de los HSFs presentes en los embriones de estas edades. Esta situacidn,
que no ocurrirfa de manera natural, provocarfa una activacién
adelantada del promotor.

La delecién de la regién del promotor del gen Ha hspl7.6 GI entre
los sitios -1486 y -533 (plantas -533::GUS) produjo una subida
considerable de su actividad en la maduracién temprana del embrion
(figura 21), lo que sugiere la presencia de elementos reguladores
negativos en cis en esta regién, a los que se unirian represores
transcripcionales. Alternativamente, este efecto negativo sobre la
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regulacién se podria deber a la organizacién de la cromatina entre los
sitios -1486 y -533. En organismos eucariotas la cromatina ejerce
frecuentemente un efecto negativo sobre la transcripciéon génica ya que
los nucleosomas dificultan el acceso de la maquinaria transcripcional a
los promotores (Ptashne y Gann, 1997; Singh, 1998 y Struhl, 1999).
Entre los genes hsp, por ejemplo, el gen hsp70 se transcribe
constitutivamente en oocitos de Xenophus si no estd organizado en
cromatina, pero s6lo lo hace tras un choque térmico cuando lo esta
(Landsberger et al, 1995). También encontramos ejemplos de
regulacion negativa debida a la organizacién del ADN en cromatina en
genes de plantas que se transcriben especificamente en semillas. En
plantas transgénicas de tabaco sOlo se detecta actividad del promotor
de Phaseolus vulgaris, phas, en las semillas (Frisch et al, 1995). En
cambio, se ha observado actividad de dicho promotor en hojas de
tabaco transformadas transitoriamente, donde el ADN introducido no
estd organizado en cromatina (Frisch et al, 1995). Este tultimo resultado
indica que, en plantas, la organizacién de un promotor en cromatina
puede ser importante para limitar su patrén de transcripcion.

La eliminacién adicional de la regiéon comprendida entre los
nucleétidos -533 y -126 (plantas -126::GUS) redujo la actividad GUS
observada en la maduracién temprana del embrién en las plantas
-533::GUS hasta los niveles hallados en las plantas -1486::GUS (figura
21). Este resultado indica la presencia, entre los sitios -533 y -126 del
promotor del gen Ha hspl7.6 GI, de elementos reguladores en cis
necesarios para la activacién de la transcripcién de dicho gen durante
la maduracién temprana del embrién. La pequeiia actividad GUS
observada en las plantas -126::GUS durante esta fase podrian ser los
niveles basales de dicho promotor o bien deberse a la presencia de
elementos reguladores positivos en cis adicionales situados aguas abajo
del sitio -126, que actuasen en dichos embriones.

En esta fase del desarrollo embrionario, la actividad del promotor
del gen Ha hspl7.6 GI dependera, por lo tanto, del balance entre el
efecto de estos elementos reguladores negativos y positivos, de forma
que sb6lo detectamos una actividad pequefia (figura 21). En cambio, en
los andlisis por deleciones del extremo 5' del promotor del gen H a
hspl7.7 G4 no se detecté la presencia de ningin elemento negativo
(Coca et al, 1996). La ausencia de elementos negativos explicaria los
altos niveles de actividad del promotor del gen Ha hspl7.7 G4
observada en embriones de 16 dpa (figura 20, Almoguera et al, 1998).
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En nuestro laboratorio se estin realizando nuevas deleciones por
el extremo 5' del gen Ha hspl7.6 Gl para ubicar de forma mds precisa
los elementos reguladores negativos detectados (figura 21). Por otra
parte, se estdn realizando deleciones por el extremo 5' de la
construccién -533::GUS. Los altos niveles de actividad GUS hallados en
la embriogénesis temprana de las plantas -533::GUS nos facilitard la
localizacién de los principales elementos en cis responsables de la
activacién de dicho gen durante esta etapa. La posterior determinacion
de la secuencia de estos elementos nos permitird determinar Ila
presencia de secuencias andlogas en otros genes shsp que se expresen
durante esta fase de la embriogénesis.

5. El estudio del gen Ha hspl7.6 GI podria ayudar
determinar el papel de las sHSPs durante la desecacion de los
embriones.

En el trabajo realizado en esta tesis hemos estudiado la regulacion
del gen Ha hspl7.6 GI1 durante el desarrollo embrionario. Las
conclusiones obtenidas en este trabajo y los trabajos propuestos a
partir de él podrian desverlarnos los mecanismos de regulacién de la
transcripcién de las sHSPs durante la fase de desecacién del embridn.
Pero el conocimiento de estos mecanismos podria ayudar a resolver
otra cuestién de sumo interés: la funcién de las sHSPs durante el
desarrollo embrionario.

Se ha encontrado una gran cantidad de sHSPs en plantas (Vierling,
1991). Todas ellas muestran un dominio carboxilo terminal conservado
(dominio de choque térmico) pero, en cambio, presentan una gran
variabilidad en su regi6én amino terminal (Waters et al, 1996).
Atendiendo a la homologia entre sus secuencias y a su localizacion
celular, la familia sHSPs vegetales se clasifica en, al menos, cinco
grupos: dos grupos se localizan en el citosol (clases I y II), otro en las
mitocondrias, otro en los cloroplastos y el ultimo en el sistema de
endomembranas (Waters y Vierling, 1999). La enorme diversidad de los
genes shsp vegetales ha venido acompaiiada por la expresién diferencial
de estos genes en determinados estadios del desarrollo de la planta
(Waters et al, 1996) o en determinados tejidos (Coca et al, 1994 y zur
Nieden et al, 1995). Esta diversificaciéon en las sHSP de plantas y sus
patrones de expresion sugiere una diversificaciéon en sus funciones o,
por lo menos, en los sustratos sobre los que actian (Vierling, 1991). De
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esta manera las plantas podrian expresar en determinadas situaciones
una baterfa de sHSP y evitar la expresiéon de otras que resultarian
innecesarias o incluso perjudiciales.

Una estrategia usada frecuentemente para averiguar la funcion de
las sHSPs ha sido el estudio del efecto fenotipico de las modificaciones
en los niveles de acumulacién de dichas proteinas. Esta estrategia ha
resultado efectiva para algunos genes esenciales, como es el caso del
gen hspl7.7 de zanahoria: las plantas transgénicas de zanahoria que
superproducen HSP17.7 son mas termotolerantes mientras que las que
presentan wuna reduccién en sus niveles ven reducida también su
termotolerencia (Malik et al, 1999). Sin embargo, en la mayoria de los
casos, el solapamiento de las funciones de las proteinas sHSPs o la
redundancia entre ellas hace muy dificil que la modificacién en los
niveles de acumulacién de una unica de estas proteinas tenga efectos
fenotipicos evidentes. Asi, por ejemplo, en las plantas que
superproducen la proteina cloroplastica HSP21 no se ha observado un
efecto fenotipico claro (Osteryoung et al, 1994). En estos casos, una
estrategia que ha dado buenos resultados es la modificacién de
elementos reguladores que afecten especificamente a un grupo
determinado de sHSPs. Asi por ejemplo, en plantas deArabidopsis, la
superproduccion del factor CBF1 provoca la sobreexpresién de algunos
genes cor e incrementa la tolerancia de estas plantas al frio (Jaglo-
Ottosen et al, 1998) o la superproducciéon del factor DREB1A porduce la
sobreexpresion de diversos genes de estrés (como kinl,corl5a o
erdl0) y conduce a una mayor tolerancia a la congelacién o a altas
concentraciones de sal (Kasuga et al,, 1999). Esta estrategia también ha
tenido €xito para modificar los niveles de sHSPs. Asi, las plantas de
Arabidopsis que expresan el factor At HSF1, activado por su fusién
traduccional con el gen gus (Lee et al, 1995 B), o las que
superproducen At HSF3 (Prandl er al, 1998), sobrexpresan HSPs a
temperaturas normales de crecimiento y ven incrementada su
termotolerancia.

El gen Ha hspl7.6 GI es el unico gen shsp conocido que se
expresa exclusivamente durante la embriogénesis zigética (figuras 6, 7,
8, 9 y 10). Por lo tanto, la proteina HA HSP17.6 debe ejercer su funcién
exclusivamente en embriones y nos podria conducir a comprender la
funcién de las sHSPs durante la embriogénesis. Con el fin de determinar
su funcién, en nuestro laboratorio se va a estudiar el efecto de la
superproduccion de esta proteina introduciendo en plantas de tabaco el
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ADNc Ha hspl7.6 bajo el control del promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor. Entre los efectos fenotipicos que se van a
estudiar se hard hincapié en la eficiencia de germinacién pues en
Brassica se ha observado una correlacion entre el nivel de acumulacién
de algunas sHSPs de tipo I y la capacidad de germinacién de las semillas
(Bettey y Finch-Savage, 1998).

No obstante, es posible que, como se ha discutido anteriormente,
la manipulacién de los niveles de acumulacién de la proteina HA
HSP17.6 no tenga efectos fenotipicos claros. En este caso, en nuestro
laboratorio se tratara de modificar los niveles de expresién de los
factores que regulan el gen Ha hspl7.6 GI para, de este modo, tratar de
modificar los niveles de expresiéon de los genes shsp que se expresan
durante el desarrollo embrionario. Para ello, la determinacién de los
HSFs implicados en la regulacién embrionaria de dicho gen y la
clonacién y caracterizacién de los otros elementos reguladores en trans
implicados en ella (descritas en los apartados anteriores) seran
esenciales.
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CONCLUSIONES

1. Hemos clonado el gen Ha hsp 17.6 GI, que codifica una sHSP de
clase I, y es el primer gen shsp vegetal conocido que se expresa durante la
fase de desecaciéon de la embriogénesis zigética pero no se transcribe en
respuesta a un choque térmico.

2. El promotor del gen Ha hsp 17.6 GI1 posee un HSE, imperfecto y
distal, que es necesario, aunque no suficiente, para la expresién de dicho
gen durante la fase de desecacién del embrién, y no es necesario para la
regulacion de la expresién durante la maduracién temprana.

3. La regi6n del promotor del gen Ha hsp 17.6 Gl comprendida
entre las posiciones -533 y -126 contiene elementos en cis  necesarios
para la expresiéon de dicho gen durante las fases temprana y tardia de la
desecacién embrionaria.

4. La regién del promotor del gen Ha hsp 17.6 GI situada entre las
posiciones -1486 y -533 contiene elementos reguladores negativos,
especificos de embriones, que reducen la actividad de dicho promotor.
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