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ABREVIATURAS

- ACD: dominio a- cristalino.

- AHA: motivo rico en aminodcidos aromaticos, hidrofobicos y acidos.
- Ap: Ampicilina.

- APS: persulfato amoénico.

- ATBFs: factores de unidn a secuencias ricas en AT.

- ATP: adenosina trifosfato.

- BSA: albimina de suero bovino.

- C/EBPs: proteinas de unién al potenciador CCAAT.
- CCH: heterocomplejo de chaperonas citoplasmaticas.
- CHAPS: (3-[(3-Cholamidopropil) dimetilamonio]-1-propano-sulfonato).
- Clp: proteasa caseinolitica.

- CS: citrato sintasa.

- CTAD: dominio de activacion.

- DO: densidad optica.

- dATP: desoxi adenosina trifosfato.

- DBD: dominio de uniéon a DNA.

- dCTP: desoxi citosina trifosfato.

- DEPC: dietil pirocarbonato.

- dGTP: desoxi guanosina trifosfato.

- DNA: acido desoxiribonucleico.

- DTT: ditiotreitol.

- dTTP: desoxi timidina trifosfato.

- EDTA: 4cido etilen diamino tetracético.

- GO6PDH: glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.



GUS: B-glucuronidasa.

Hap: proteina asociada a HSP 70.

Hip: proteina que interacciona con HSP 70.

HK: hexokinasa.

Hop: proteina organizadora de HSP 70 y HSP 90.
HSC: proteina de choque térmico constitutiva.
HSE: elemento de respuesta al choque térmico.
HSF: factor de transcripcion de choque térmico.
HSG: granulo de choque térmico.

HSP: proteina de choque térmico.

IEF: isoelectroenfoque.

IPTG: Isopropil-B-D-tiogalactopiranosido.

kD: kilodalton.

Km: Kanamicina.

LB: medio Luria-Bertani.

LDH: lactato deshidrogenasa.

M: molar.

MALDI-TOF: desorcidon/ionizacion mediante laser asistida por matriz-
tiempo de vuelo.

MDa: megadalton.

MRE: elemento de respuesta a metales.

mRNA: RNA mensajero.

MS: espectrometria de masas.

NADP": nicotiamida adenina dinucleotido fosfato.
NADPH: nicotiamida adenina dinucleotido fosfato reducido.
NBD: dominio de union a nucledtidos.

NLS: dominio de localizacion nuclear.



PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida.
PGI: fosfoglucosa isomerasa.

pl: punto isoeléctrico.

PMSEF: fenil metil sulfonil fluoruro.

PVDF: fluoruro de polivinilideno.

PVPP: polivinilpolipirrolidona.

r.p.m.: revoluciones por minuto.

RACE: amplificacion rapida de extremos de cDNA.
RNA: 4cido ribonucleico.

SDS: dodecil sulfato sddico.

sHSP: proteina de choque térmico de bajo peso molecular.
SST: solidos solubles totales.

TAE: tampon tris/acético/EDTA.

TBP: factor de union a la caja TATA.

TBS: tampon tris salino.

Tc: Tetraciclina.

TE: tampon tris/EDTA.

TEMED: N, N, N’, N’- tetrametil-etilendiamina.
TGS: tampon tris/glicina/SDS.

TPR: repeticiones de tetratricopéptidos.

UFC: unidades formadoras de colonias.

UV: ultravioleta.

V: voltios.

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido.
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Introduccion

I. INTRODUCCION

El chirimoyo (Annona cherimola Mill.) es una especie arbdrea originaria
de regiones subtropicales americanas. Su cultivo en Europa estd limitado a una
estrecha franja costera de las provincias de Granada y Malaga, ya que para su
adecuado crecimiento y, sobre todo, para su fructificacion requiere unas
condiciones microclimaticas especiales, siendo fundamentales valores altos de
humedad relativa y la ausencia de cambios bruscos de temperatura,

principalmente de heladas.

El cultivo del chirimoyo en Espana es considerado el mas importante del
mundo, con un area cultivada de 3266 Ha en 1999. En concreto para Granada es
de gran importancia desde el punto de vista econdmico ya que en esta provincia se

encuentra el 90% del area total de este cultivo en Espaiia (Pinto et al., 2005).

Sus frutos, las chirimoyas, pueden tener forma de corazoén, conica, ovalada
o forma irregular dependiendo de la polinizacion. La piel es de color verde y
segun la variedad puede ser lisa o puede tener pequeias protuberancias conicas.
La pulpa, de color blanco, posee una textura carnosa y blanda y tiene numerosas

semillas (21-41 semillas/ fruto) de color negro (Pinto et al., 2005).

La recoleccion de las chirimoyas debe ser manual y debe realizarse cuando
cada fruto, individualmente, alcanza un punto en su desarrollo fisioldgico
caracterizado por un incremento en el contenido hidrico, que hace que aumente de
tamafio y que produce cambios tipicos por estiramiento de las zonas
intercarpelares, asi como por variar su coloracion hacia tonalidades verde palidas.
Los frutos recogidos con anterioridad al punto 6ptimo de desarrollo no maduran

adecuadamente.
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Una vez recolectados, el proceso de maduracion se desarrolla rapidamente,
ya que son frutos tipicamente climatéricos, lo que significa que durante la
maduracidon post-cosecha experimentan un incremento notable en la respiracion,
que en este caso va seguido inmediatamente de un proceso acelerado de
senescencia. Los frutos, por lo tanto, tienen un periodo habil para su consumo que
oscila desde 4 o 5 dias hasta cerca de dos semanas tras su recogida, dependiendo
de las condiciones de conservacion. El principal problema para la exportacion de
estos frutos deriva de sus caracteristicas de maduracioén, que exige cadenas de
comercializacion muy agiles para que los frutos lleguen a los consumidores en un

tiempo previo al Optimo para su consumo.

Un problema adicional estriba en que, siendo un cultivo subtropical, tanto
los arboles como los frutos son muy susceptibles a sufrir los denominados “dafios
por frio”, diferentes alteraciones en el fruto que impiden su maduracion idénea y
que aparecen como consecuencia de la exposicion a temperaturas superiores a 0
°C e inferiores a la temperatura umbral. La aparicion de dafos por frio limita la
expansion del cultivo y la conservacion de los frutos a bajas temperaturas como
método para incrementar su vida comercial post-cosecha. Numerosos trabajos
(Lahoz et al., 1990, 1993; Gutiérrez et al., 1992b, 1994a; Sola et al., 1994) han
permitido determinar las condiciones 6ptimas de conservacion post-cosecha de las
chirimoyas, asi como la valoracion de los parametros basicos de maduracion.
Aunque actualmente los frutos se estan exportando a diversos paises europeos,
con una repercusion econdémica muy importante para el area de produccion, en
muchas ocasiones la rapida maduracion post-cosecha entrafa riesgos comerciales

muy importantes.
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I.1. Maduracion del fruto del chirimoyo

La chirimoya es un fruto de maduracion tipicamente climatérica,
caracterizada por un aumento en la respiracion de los frutos seguido por un
aumento de la concentracién tisular de etileno, como consecuencia de una
produccion incrementada (Lahoz et al., 1993). La maduracion post-cosecha de
los frutos es muy rapida, cuando se realiza a 20 °C oscila entre los 5 y 8 dias,
dependiendo del cultivar. Los cambios producidos durante el climaterio en las
propiedades organolépticas de la chirimoya (color, textura, dulzura, astringencia,
sabor y aroma) son consecuencia de cambios moleculares que afectan a la
expresion génica, con induccion de determinadas proteinas, muchas de ellas con

actividad enzimatica.

Una caracteristica del proceso de maduracion de la chirimoya, comtn a la
mayoria de los frutos, es la disminuciéon en la firmeza del fruto asociada al
incremento de la actividad de enzimas pectinoliticas que degradan las paredes
celulares. Estudios hechos en varios frutos demostraron que, durante el proceso de
ablandamiento, las paredes celulares pierden su estructura en un grado variable, lo

que también ocurre en la chirimoya (Gutiérrez et al., 1992a).

Por otra parte, durante la maduracion de los frutos ocurre el pardeamiento
del epicarpio y en ocasiones del mesocarpio. Este proceso puede verse
incrementado en diversas situaciones ambientales o por lesiones debidas a golpes
o infecciones locales, lo que hace que el fruto sea menos atractivo para los
consumidores. El oscurecimiento es debido a la aparicion de pigmentos
coloreados originados por la accién de la polifenol oxidasa, cuya actividad se

incrementa a lo largo de la maduracion (Sanchez de Medina et al., 1986), asi
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como por el cambio en la actividad de otros enzimas como la peroxidasa y la

catalasa (Martinez-Cayuela et al., 1986).

Como en la mayoria de los frutos climatéricos, en la chirimoya el carbono
estd almacenado en su mayor parte en forma de almidéon dentro de los
amiloplastos (Gutiérrez et al., 1992b). El contenido de almidon de la chirimoya
oscila entre un 10 y un 12% del peso total y durante el proceso de maduracion a
22 °C se produce su degradacion, de forma similar a lo observado en otros frutos
(Biale y Young, 1981). Después de 6 dias a 22 °C en las células de mesocarpio
casi todo el almidéon ha sido hidrolizado y como consecuencia se produce la
acumulacion de glucosa y fructosa, es en este momento cuando el fruto del
chirimoyo alcanza la calidad optima para su consumo (Gutiérrez et al., 1992a). La
acumulacion de mono y disacaridos como consecuencia de la hidrolisis de
almidon (Lahoz et al., 1990; Sola et al., 1994) produce un aumento del contenido
de solidos solubles totales (SST), lo que puede ser facilmente monitorizado
midiendo el indice de refraccion de un extracto de mesocarpio (Lahoz et al.,
1993). Existe una correlacion entre el contenido de SST y el sabor de la fruta y,
aunque existen diferencias entre variedades, la chirimoya madura alcanza un valor

de SST entre 18-24 °Brix (Palma et al., 1993).

Durante la maduracion de la chirimoya, al igual que en otros frutos
tropicales y subtropicales, se produce una disminucion acentuada del pH del
mesocarpio como consecuencia de la generacion y acumulacién de diferentes
acidos organicos (Gutiérrez et al., 1994b). El acido organico mayoritario
responsable del aumento de acidez no ha sido identificado en chirimoya. Se
conoce que en Annona atemoya es el acido malico (Palma et al., 1993). Otros

acidos orgéanicos que pueden contribuir a la disminucion del pH son el 4cido
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citrico y el acido ascorbico, ya que han sido determinados en otras especies de

Annonas (Palma et al., 1993).

Las medidas de los pardmetros relacionados con los procesos descritos
(contenido de SST y pH) pueden ser utilizadas durante el periodo de maduracion

para el seguimiento de la misma.

Ninguno de los procesos descritos parece estar relacionado con la
acumulacion de etileno dentro del fruto, ya que ocurren antes del aumento brusco
en su concentracion. En la chirimoya, el pico de concentracion de etileno ocurre
en el quinto dia después de la cosecha y esta relacionado con la senescencia. No
obstante, concentraciones de etileno en el limite umbral de deteccion pueden
provocar la induccion enzimatica (Lahoz et al., 1993). Transcurrido este proceso,
los frutos ya no son comestibles debido a su excesivo ablandamiento y a la
aparicion de sabores indeseables como consecuencia de diversas reacciones
fermentativas. En esta etapa se observa una lenta disminucion de la concentracion

de etileno (Lahoz et al., 1993).

Debido a su rapida maduracion climatérica, la chirimoya tiene una vida
comercial muy corta cuando los frutos son almacenados sin control de la
temperatura y maduran a la temperatura normal en las areas y épocas de recogida
que oscila entre 20-23 °C (Lahoz et al., 1990, 1993). Varios grupos de
investigadores han trabajado desde hace tiempo para desarrollar un método de
conservacion que retrase la senescencia de la chirimoya, pero la mayor parte de

los tratamientos se ha demostrado que comprometen la calidad de la fruta.

Trabajos previos realizados en este Departamento (Sanchez de Medina et
al., 1986) han puesto de manifiesto que el almacenamiento de los frutos en

camaras con temperatura, humedad y presion controladas a diferentes condiciones
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afecta a la textura, a diversas actividades enzimadticas, y al contenido de etileno, de
solidos solubles totales y pH de los frutos. Estas técnicas habrian podido ser
utilizadas para prolongar la etapa de maduracién, facilitando de esta forma la
comercializacion de los frutos. Sin embargo, la mayoria de estos tratamientos,
aunque producen un retardo aparente en la maduracion, ésta es anormal y resulta
fuertemente acelerada al retornar el fruto a condiciones atmosféricas y
temperaturas de 18-20 °C, produciéndose fermentaciones y reacciones colaterales
que hacen que los frutos no adquieran la calidad 6ptima para el consumo (Lahoz

etal., 1990).

Otros trabajos sobre el control de la maduracion de los frutos del
chirimoyo se han centrado en la conservacion de los mismos en céamaras de
atmosfera controlada con diferentes presiones parciales de oxigeno y de anhidrido
carbonico (de la Plaza, 1979; Stoll, 1983). Algunas de las condiciones ensayadas
retrasan la maduracidon en torno a una semana, pero produciéndose pérdidas
cuantiosas por infecciones fungicas. Ha sido demostrado que el empleo de
atmosferas controladas no alcanza a prolongar la conservacion de los frutos mas
alla de lo conseguido exclusivamente con la refrigeracion a temperaturas de 10-12

°C (Lahoz et al., 1990).

I.2. Efecto de la temperatura sobre la maduracion

La temperatura es el factor ambiental que mayor efecto ejerce sobre la
velocidad a la que tiene lugar la maduracion del fruto del chirimoyo. Los frutos
recolectados maduran tanto mdas rapidamente cuanto mas elevada sea la
temperatura, obviamente dentro de un intervalo de temperaturas no extremas. Por

encima de una temperatura maxima tiene lugar en poco tiempo una maduracion



Introduccion

anoémala, pudiendo aparecer sabores extraios en la pulpa, cambios de color
irregulares, reblandecimiento no uniforme (An y Paull, 1990) o incluso inhibicion
de la produccion de etileno (Klein, 1989) y del ablandamiento (Klein et al., 1990).
La refrigeracion, por el contrario, produce un retardo en la aparicion de la
senescencia pero temperaturas inferiores a una temperatura umbral también
desencadenan diversos dafios, denominados genéricamente “dafios por frio”, que
pueden conducir a una maduracion aberrante. Puede deducirse que la calidad del
fruto depende en gran parte de la temperatura de conservacion en el

almacenamiento post-cosecha.

Durante la refrigeracion la mayoria de los frutos evoluciona, méas o menos
lentamente, hacia una pérdida de calidad medida en términos de disminucién de la
textura de la pulpa, reduccion en el contenido de acidos organicos y azucares,
disminucién del aroma de los frutos, pérdidas de peso por transpiracion, posible

aparicion de podredumbres flingicas y también alteraciones fisioldgicas.

Aunque la susceptibilidad al descenso de temperatura depende del cultivar,
del area de produccion y del mes de recoleccion, se ha demostrado que 10 °C es la
temperatura minima de almacenamiento que permite la maduracion de la
chirimoya sin afectar a las caracteristicas organolépticas normales de los frutos
maduros y sin el desarrollo de los dafos por frio (Lahoz et al., 1990; Gutiérrez et
al., 1992a; 1992b). Cuando la maduracion de los frutos se produce a 10 °C, todos
los cambios tipicos de la maduracion, como la disminucion del pH y el aumento
del contenido de so6lidos solubles totales del mesocarpio, se retrasaron entre 5-7

dias (Lahoz et al., 1990; Gutiérrez et al., 1992a, 1994b).

El retraso en la maduracion conseguido con la disminucion de la

temperatura de almacenamiento es evidente al estudiar el perfil temporal de la
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concentracion de etileno tisular en frutos refrigerados. En los frutos almacenados
a 10 °C, el incremento en la concentracion de etileno no es evidente hasta el dia 11
postcosecha y el pico de concentracion de etileno se alcanzé en el dia 15, cuando
ya se habian producido la mayoria de las reacciones tipicas de la maduracion y
estaba cerca la senescencia (Lahoz et al., 1993). Ademas, la concentracién de
etileno que se alcanza en los frutos conservados a 10 °C es muy superior a la de
los frutos almacenados a 20 °C, aunque este hecho puede explicarse porque la
disminucion de la temperatura aumenta la solubilidad del etileno en los tejidos, al

mismo tiempo que disminuye su velocidad de difusion (Lahoz et al., 1990).

1.3. Daiios por frio

Las plantas de regiones tropicales y subtropicales especialmente y, aunque
en menor medida, las originarias de zonas templadas, experimentan disfuncion
fisiologica cuando son expuestas a bajas temperaturas. Este fendmeno tiene una
gran repercusion econdémica dado que la conservacion de los frutos y vegetales a
bajas temperaturas es uno de los métodos mas comunes empleados para retrasar la

maduracidn post-cosecha y alargar la vida comercial de los productos agricolas.

Se conocen como “dafios por frio” a las alteraciones fisioldgicas y
organolépticas que sufren los frutos como resultado de su exposicion a
temperaturas bajas (pero siempre superiores a la temperatura de congelacion de
los tejidos) durante periodos de tiempo variables y que van en detrimento de su
calidad. La temperatura umbral, por debajo de la cual se producen estos dafios,
depende de cada especie, pero suele estar comprendida entre 0 °C y 12 °C. La
severidad de los dafios aumenta al disminuir la temperatura de refrigeracion y al

prolongarse la exposicion al frio.
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El mecanismo por el que se desarrollan los dafios por frio es atin dudoso y
el primer evento responsable de las disfunciones metabolicas que conducen al
dafo de los tejidos todavia no ha sido definido (Gutiérrez et al., 1994a; Artés et
al., 2003). El frio induce numerosas alteraciones fisiologicas y bioquimicas:
estimula la tasa respiratoria y la emision de etileno, reduce la fotosintesis, altera la
produccion de energia, aumenta la permeabilidad de la membrana, inactiva

algunos enzimas y altera la estructura celular (Artés et al., 2003).

1.3.1. Sintomas de dafios por frio

Los sintomas de dafos por frio pueden aparecer durante la exposicion a
bajas temperaturas, pero es mas habitual que aparezcan después de trasladar los

frutos de nuevo a la temperatura normal de maduracion (Gutiérrez et al., 1994a).

Aunque hay muchas variables que afectan a la severidad de los dafios por
frio, los sintomas a nivel microscopico son bastante similares en todos los frutos
(Kratsh et al., 2000). Estos sintomas incluyen hinchamiento y desorganizacion de
cloroplastos y mitocondrias, reduccion en el tamafio y nimero de los granulos de
almidon, dilatacion de los tilacoides y desapilamiento de los grana,
microvesiculacion del reticulo endoplasmico, acumulacion de goticulas lipidicas
en el interior de los cloroplastos y condensacion de la cromatina nuclear (Kratsh et

al., 2000).

Los sintomas macroscopicos con los que se manifiestan los dafos por frio
en frutas y hortalizas recolectadas son muy diversos, distinguiéndose dos
categorias que con frecuencia se desarrollan simultdneamente en frutos tropicales
y subtropicales. La primera muestra una naturaleza cualitativa y consiste en
anomalias del desarrollo o del metabolismo, como la maduracion incompleta y

sabor y aroma insuficientes. La segunda categoria de dafios por frio son
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verdaderas enfermedades y se manifiestan de forma muy variada con: depresiones
de la piel o picado, descomposicion de tejidos, pardeamientos internos o
superficiales (escaldadura), infiltracion de agua en los espacios intercelulares,
desarrollo de textura algodonosa o harinosa en la pulpa, pardeamiento de las
membranas carpelares y una menor resistencia a los dafios mecénicos y al ataque

microbiano (Artés et al., 2003).

En la chirimoya, el primer sintoma microestructural de los dafios por frio
es un dafio general en las membranas celulares, incluyendo la membrana de los
amiloplastos (Gutiérrez et al., 1992b). A nivel microscopico los sintomas mas
importantes descritos en chirimoya son la dilataciéon de vesiculas del reticulo
endoplasmico, la pérdida de ribosomas, la vesiculacion de membranas y la
acumulacion de goticulas lipidicas en los cloroplastos y en el citosol (Gutiérrez,
1991). Los sintomas externos se manifiestan por la aparicion de zonas pardeadas o
punteaduras en la superficie externa del fruto, la pérdida de color de la pulpa, un
proceso de maduracion incorrecto y la aparicion de vesiculas rosa palido alrededor
de las semillas. Sin embargo, aunque no aparezcan estos sintomas, la chirimoya
puede no madurar cuando es almacenada a bajas temperaturas (Gutiérrez et al.,

1992a).

1.3.2. Susceptibilidad a los dafos por frio

La susceptibilidad de los frutos al frio depende de multiples causas, siendo
diferente de unas especies y variedades a otras. Las condiciones climaticas en que
se han desarrollado los frutos, las condiciones de cultivo, la posicion en el arbol y
la edad fisiologica del fruto son factores que influyen en la susceptibilidad del
fruto al enfriamiento y a otros tratamientos post-cosecha (Ferguson et al., 1999).

Tiene gran influencia la época en que se ha producido la recoleccion. Las
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chirimoyas recolectadas en épocas tempranas, mes de septiembre, son muy
sensibles a las bajas temperaturas, mientras que aquellas recolectadas en épocas
mas frias son mas resistentes (Lahoz et al., 1990), este efecto también se ha
observado en otros frutos como el kiwi (Burdon et al., 2007). Esta influencia
podria estar relacionada con la cantidad de calor recibida por el fruto durante el

ultimo mes de desarrollo (Alique et al., 2000).

Se han desarrollado diversos procedimientos de aplicacion post-cosecha
para combatir la aparicion de dafios por frio en frutos especificos. El tratamiento a
altas temperaturas antes de iniciar la refrigeracion disminuye la aparicion de dafios
por frio en distintos frutos (Porat et al., 2000; Saltveit, 2002; Zhang et al., 2005;
Sapitnitskaya et al., 2006). Se han usado diversos métodos para aplicar el calor,
bafios de agua caliente (HWD), vapor de agua, aire caliente y un nuevo
tratamiento que consiste en la aplicacion de agua caliente a los frutos mientras que
se mueven a través de unos rodillos (HWB) (Lurie, 1998; Porat et al., 2000).
Varios estudios recomiendan el uso de tratamientos cortos con calor como HWD
y HWB ya que no alteran ninglin parametro de calidad del fruto como ocurre con
tratamientos mas prolongados (Porat et al., 2000). Otras ventajas de estos
tratamientos cortos es que son faciles de aplicar y ademas protegen al fruto de las
podredumbres que pueden aparecer durante la post-cosecha (Porat et al., 2000).
En el tratamiento térmico hay que tener en cuenta distintos factores que van a
afectar a la uniformidad del tratamiento como la forma y el tamafo del fruto, ya
que el calentamiento se produce como un gradiente de temperatura desde la

superficie hasta el centro del fruto (Paull et al., 2000).

Otro tratamiento descrito es el acondicionamiento a temperaturas
intermedias antes de la posterior conservacion a temperaturas mas bajas. Este

tratamiento se ha aplicado para disminuir los dafios por frio en pomelo (Porat et
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al., 2000; Sapitnitskaya et al., 2006), nispero (Cai et al., 2006) y aguacate (Wolf
et al., 2003). Los factores cruciales en la aplicacion de esta técnica son la
diferencia de temperatura entre el acondicionamiento y el almacenamiento y la
duracion del tratamiento (Wolf et al., 2003; Cai et al., 2006). Sapitnitskaya et al,
(2006) observaron que la aplicacion de los dos tratamientos (tratamiento con calor
y acondicionamiento) sucesivamente, es mucho mas efectivo en la reduccion de
dafios por frio que la aplicacion de cada uno por separado, lo que sugiere que cada
uno de los dos tratamientos activa diferentes rutas de defensa frente a las bajas
temperaturas. El tratamiento con calor induce principalmente la expresion de
varios genes de estrés y el acondicionamiento incrementa la expresion de enzimas
que modifican la composicion de lipidos de las membranas (Sapitnitskaya et al.,

2006).

El almacenamiento en atmésferas modificadas es una técnica normalmente
usada junto con la refrigeracion para prolongar la vida post-cosecha de distintos
frutos y vegetales (Batu, 2003). El empleo de bajas concentraciones de O, y altas
concentraciones de CO; ha resultado efectivo en la reduccion de dafios por frio en
pepinos (Wang et al., 1997), citricos (Porat et al., 2004), mango (Pesis et al.,
2000), chirimoya (Maldonado et al., 2002; 2004) y platano (Nguyen et al., 2004).
La respuesta de los frutos a altas concentraciones de CO, varia mucho entre
distintas especies e incluye tanto efectos beneficiosos como efectos perjudiciales
(Beaudry, 1999). Entre los efectos beneficiosos se encuentran la reduccion de la
respiracion, la reduccion del dafio oxidativo, la reduccion de la degradacion de
clorofila y la reduccion en la sensibilidad al etileno que conduce a un retraso en la
maduracion (Beaudry, 1999). Si no se utilizan las condiciones adecuadas para
cada producto, los efectos perjudiciales que pueden producirse son reacciones
fermentativas, sabores desagradables y la disminucion en la sintesis de aromas

(Beaudry, 1999).
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Recientemente se ha descrito que la aplicacion de acido salicilico puede

reducir los dafios por frio en melocotones (Wang et al., 2006).

La proteccion frente a los dafos por frio que producen estos y otros
tratamientos puede ser explicada porque muchos estudios han demostrado la
existencia en plantas de resistencia cruzada a diferentes condiciones de estrés. La
exposicion de la planta a una condicion determinada de estrés moderado no solo
induce resistencia a este tipo de estrés, sino que también protege a la planta frente
a otros tipos de estrés (Wang et al., 2003). Probablemente, todos estos
tratamientos aplicados antes del almacenamiento a bajas temperaturas
desencadenan una respuesta al estrés en el fruto que les hace mas resistentes a las

bajas temperaturas.

La proteccion cruzada al estrés en plantas puede estar mediada por
proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins o HSPs) ya que se ha
demostrado que muchos de estos tratamientos inducen la expresion de este tipo de
proteinas (Sabehat et al., 1998; Rozenvieg et al., 2004; Zhang et al., 2005;
Sapitnitskaya et al., 2006; Wang et al., 2006). Los niveles de estas proteinas se
mantienen elevados durante el periodo de conservacion a bajas temperaturas pero
descienden rapidamente a valores normales cuando los frutos se transfieren a

temperatura ambiente (Sabehat et al., 1998).

Parece ser que el pretratamiento por si solo tiene poco efecto en la
expresion de genes, pero tiene un efecto potenciador o preparador que permite la
activacion posterior de los mecanismos de defensa del fruto durante la exposicion

a bajas temperaturas (Sapitnitskaya et al., 2006).
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I.4. Proteinas de choque térmico

Todos los organismos responden a elevadas temperaturas y a otros factores
de estrés con la sintesis de un grupo de proteinas llamadas proteinas de choque

térmico (HSPs) (Parsell y Linquist, 1993; Nover, 1991; Vierling, 1991).

Se utiliza el término de “proteinas de choque térmico” debido a que se
demostrd su existencia como respuesta a elevadas temperaturas (Ritossa, 1962;
1996), aunque también se denominan “proteinas de estrés” ya que otros muchos

agentes estresantes desencadenan su sintesis.

Dentro del grupo de proteinas de estrés se incluyen diversas clases de
proteinas que se diferencian en su peso molecular, propiedades y estructura
(Gusev et al., 2002). Algunas HSPs se requieren para el crecimiento en un rango
normal de temperaturas, es decir, son constitutivas (HSC, Heat Shock Cognate),
mientras que otras ayudan a las células a resistir los efectos dafiinos de ciertas
condiciones extremas como las elevadas temperaturas, el estrés oxidativo, la
presencia de compuestos organicos, de metales pesados y de otros factores
estresantes. Este efecto protector lo ejercen actuando como chaperonas
moleculares, son proteinas que ayudan a otras proteinas a mantener o a recuperar
su conformacion nativa, estabilizando estados parcialmente desnaturalizados.
Durante el estrés se produce la desnaturalizacion y disfunciéon de muchas
proteinas, las HSPs ayudan a proteger frente al estrés controlando el adecuado
plegamiento y conformacion de proteinas estructurales (proteinas de membrana) y
proteinas funcionales (enzimas) (Vinocur et al., 2005). Las HSPs ademas estan
implicadas en la renaturalizacion de proteinas parcialmente desnaturalizadas y en

la eliminacion de proteinas totalmente desnaturalizadas.
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Las HSPs de los diversos organismos presentan un elevado grado de
conservacion evolutiva respecto a la estructura primaria, los mecanismos de
regulacion y la funcion bioquimica. Las HSPs sintetizadas en eucariotas se

clasifican en cinco clases segtin su peso molecular:

o HSP 100 (84 - 104 kDa)

o HSP 90 (82 - 96 kDa)

o HSP 70 (68 - 110 kDa)

o HSP 60 (53 - 62 kDa)

o sHSPs (small HSPs) (15 —42 kDa)

Las HSPs 100, 90, 70 y 60 poseen sitios de unidon para ATP y actividad
enzimatica ATPasa, ya que requieren la hidrolisis de ATP para su funcionamiento.
Las sHSPs carecen de sitios de unién de ATP y funcionan por un mecanismo

independiente de ATP (Gusev et al., 2002).

1.4.1. HSP 100

Dentro de esta familia se incluyen un conjunto de proteinas con peso
molecular comprendido entre 84 y 104 kD, de las que algunas son inducidas por
calor y otras son constitutivas. Las proteinas de la familia HSP 100 en eucariotas
estan presentes en el citosol y en organulos citoplasmaticos (Agarwal et al, 2001;

Schrimer et al, 1994),

La primera HSP 100 fue descrita como componente de una proteasa
dependiente de ATP en Escherichia coli, la proteasa caseinolitica (Clp)

(Gottesman et al., 1990). Esta proteasa esta compuesta por dos subunidades, la
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ClpP que es la subunidad con actividad proteasa y la ClpA que es la subunidad
con actividad chaperona, es capaz de prevenir la agregacion de las proteinas

sustrato.

Posteriormente, se caracterizaron en procariotas y en eucariotas muchas
proteinas relacionadas con CIpA como proteinas inducidas por estrés y por eso se
incluyeron como miembros de la familia HSP 100 (Agarwal et al, 2001; Schirmer

et al, 1996).

La primera HSP 100 aislada en eucariotas fue la HSP 104 de
Sacharomyces cerevisiae (Sanchez et al., 1992). Esta proteina se expresa en
respuesta al estrés y juega un papel central en la tolerancia a condiciones extremas
(Queitsh et al, 2000; Agarwal et al, 2001; Schirmer et al, 1996). También se han
identificado y caracterizado proteinas de la familia HSP 100 en plantas superiores.
Se han aislado HSPs 100 de Arabidopsis (Schirmer et al, 1994), soja (Lee et al,
1994), tabaco (Gallie et al, 2002), arroz (Katiyar-Agarwal et al, 2003), maiz
(Nieto-Sotelo et al, 1999), trigo (Campbell, et al, 2001) guisante (Moore et al,
1993) y judia (Keeler et al, 2000). Experimentos de complementacion de
levaduras deleccionadas de HSP 104 con una HSP 100 de plantas proporcionaron
los primeros datos sobre su papel en la termoproteccion (Lee et al, 1994,
Schirmer et al, 1994). Posteriormente, se ha demostrado que la expresion de
HSPs 100 en plantas se induce por una gran variedad de condiciones ambientales
estresantes (calor, frio, alta salinidad, deshidratacion y presencia de metales
pesados) (Schirmer et al, 1994; Wang et al, 2004). Ademas su expresion también

esta regulada durante el desarrollo (Queitsh et al, 2000).
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1.4.1.1. Estructura

Segun la presencia de uno o dos dominios de union a ATP, las HSPs 100
se dividen en dos clases, clase I y clase II (Schirmer et al, 1996; Agarwal et al,
2001; Miernyk, 1999). Las HSPs 100 de clase I contienen dos dominios de union
a ATP (NBD 1 Y NBD 2) separados por un dominio intermedio de longitud
variable, a ambos lados de estos dominios se encuentran el dominio amino y el
dominio carboxilo. Las HSPs 100 de clase II contienen solo un dominio de union

a ATP que es similar al dominio NBD 2 de las HSPs 100 de clase 1.

En ausencia de nucledtidos las HSPs 100 se pueden encontrar como
mondmeros, dimeros o trimeros. Sin embargo, en presencia de ADP o ATP
forman hexdmeros en forma de anillo similares a los de las HSPs 60 (Schirmer et

al., 1996; Agarwal et al., 2001).
1.4.1.2. Funcién

Todas las HSPs 100 son ATPasas, con una actividad enzimatica basal de
hidrodlisis de ATP que es estimulada por proteinas especificas o péptidos. Todas
ellas tienen ademas la funcion bioquimica comun de actuar como chaperonas
moleculares, empleando ATP producen cambios en el plegamiento de las

proteinas (Schirmer et al, 1996).

La induccion de las HSPs 100 de levaduras y plantas ha sido descrita como
un factor critico para la termotolerancia. Ademas, se ha demostrado que median la
tolerancia a arsénico (Agarwal et al, 2002). El papel que ejercen estas proteinas
en la tolerancia al estrés es debido, al menos en parte, a su capacidad para
promover la resolubilizacion de los agregados de proteinas desnaturalizadas que

se forman en condiciones extremas (Schirmer et al, 1996; Agarwal et al, 2001,
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2002). Las HSPs 100 solubilizan los agregados de proteinas y las liberan para que
puedan ser plegadas por las HSPs 70, otro sistema chaperona también dependiente
de ATP (Wang et al., 2004). Se ha demostrado que las HSPs 100 de plantas
actian durante el periodo de recuperacion (Katiyar-Agarwal et al, 2003; Parsell et
al, 1994; Queitsh et al, 2000), sin embargo, la acumulacion temprana de estas
proteinas sugiere que también pueden ser importantes durante el periodo de estrés

(Agarwal et al, 2002).

Otra funcioén descrita para las HSPs 100 de plantas es su papel como
reguladores de la expresion de genes (Katiyar-Agarwal et al, 2001). Las HSPs 101
de tabaco y de trigo aumentan la traduccion del RNA del virus del mosaico del
tabaco (Wells et al, 1998), uniéndose a la region 5’ del RNA viral. Esto podria
representar un mecanismo especifico de los virus de plantas para regular su
replicacion y movilidad aprovechdndose de la respuesta del hospedador a la
infeccion (Queitsh et al, 2000; Agarwal et al, 2002; Katiyar-Agarwal et al, 2001).
Las HSPs 101 podrian afectar también a la traduccion de algunos mRNA celulares

y de este modo contribuir a la termotolerancia.

Por otra parte, las HSPs 100 cloroplastidicas estan implicadas en el
transporte de proteinas precursoras a través de la membrana del cloroplasto
(Katiyar-Agarwal et al, 2001). Esta funcion de las HSPs 100 es andloga a la
observada para las HSPs 70 en los sistemas de importacion a la mitocondria y al

reticulo endoplasmico (Katiyar-Agarwal et al, 2001).
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1.4.2. HSP 90

Dentro de la familia HSP 90 se incluyen proteinas con un peso molecular
comprendido entre 82 y 96 kD. Las proteinas de la familia HSP 90 son proteinas
muy conservadas evolutivamente y esenciales para la viabilidad de las células
eucariotas (Picard et al., 2002; Krishna et al., 2001). La denominacion como
HSPs deriva de que fueron identificadas como proteinas cuya concentracion se
incrementaba con el estrés térmico, sin embargo, la caracterizaciéon posterior de
estas proteinas reveld6 que son muy abundantes aun sin estrés celular,
representando el 1-2 % del contenido proteico de la célula (Picard et al., 2002;
Katschinski, 2004).

Las proteinas de la familia HSP 90 estan presentes en células eucariotas y
procariotas. El ortélogo procariota, HtpG, presenta una gran homologia con las
proteinas eucariotas, sin embargo no es indispensable para la viabilidad celular.
En células animales, las HSPs 90 se localizan en el citosol y en algunos organulos
citoplasmaticos. La HSP 90 citosdlica tiene dos isoformas la HSP 90a y la HSP
90B, en el reticulo endoplasmico se encuentra la proteina grp 94 (glucose-
regulated protein) y en las mitocondrias, la proteina TRAP 1 (Felts et al., 2000).
También se han aislado genes de HSPs 90 en varias especies de plantas
superiores. Se han aislado HSPs 90 de Arabidopsis thaliana (Conner et al., 1990;
Takahashi et al., 1992; Yabe et al., 1994; Krishna et al., 2001), Pharbitis nil
(Felshein y Das, 1992), Licopersicum esculentum (Koning et al., 1992), Zea mays
(Marrs et al., 1993) y Brassica napus (Krishna et al., 1995). Las HSPs 90 en
plantas se localizan en el citosol, reticulo endopldsmico, plastos y mitocondrias
(Krishna et al., 2001). La expresion de las HSPs 90 de plantas esta regulada por el
desarrollo (Koning et al., 1992; Marrs et al., 1993; Krishna et al., 1995) y ademas
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es sensible al estrés por frio (Krishna et al., 1995) y a los cambios luz/oscuridad

(Katschinski, 2004).
1.4.2.1. Estructura

La estructura de las HSPs 90 consiste en un dominio amino terminal de
aproximadamente 25 kD, unido al extremo carboxilo de 55 kD por una region rica
en acido glutamico de longitud y composicion variable entre especies e isoformas

(Pearl et al., 2000; Katschinski, 2004; Krishna et al., 2001).

Se han identificado dos sitios de union a ATP, uno en el extremo amino y
otro en el extremo carboxilo. Las HSPs 90 eucariotas se encuentran
predominantemente en forma dimérica. En ausencia de ATP, los dos mondémeros
se unen por el dominio de dimerizacion localizado en el extremo carboxilo,
manteniendo separados los dos dominios amino terminal. La unién de ATP y las
elevadas temperaturas hacen que la HSP 90 pase a una forma en la que los dos
dominios amino estan asociados (Pearl et al., 2000). Este cambio conformacional

parece ser que permite la union del sustrato (Katschinski, 2004).

En el extremo carboxilo terminal, casi todas las HSPs 90 eucariotas tienen
el pentapéptido MEEVD que es esencial para la union de las HSPs 90 a los
dominios TPR (repeticiones de tetratricopéptidos) de sus proteinas cochaperonas

(Picard, 2002).
1.4.2.2. Funcidén

La mayoria de los sustratos que se conocen de las HSPs 90 son proteinas
de transduccion de sefiales de membrana, receptores de hormonas esteroideas y

proteina kinasas. Debido a que la union de las HSPs 90 a estas proteinas es
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esencial para su actividad, las chaperonas de la familia HSP 90 van a desempenar
un papel clave en procesos celulares como las rutas de transduccion de sefiales de
membrana, el control del ciclo celular, la degradacion de proteinas y la
silenciacion de genes (Young et al.,, 2001, Zhang et al., 2003). Ademas,
desempefian un papel muy importante en la evolucion morfoldgica y en la
adaptacion al estrés en Drosophila (Rutherford et al., 1998) y Arabidopsis
(Queitsch et al., 2002).

En la tltima década se han identificado dos caracteristicas claves del
mecanismo de accion de las HSPs 90: a) las HSPs 90 tienen actividad chaperona
dependiente de ATP y b) una HSP 90 sola es incapaz de promover el plegamiento
y/o activacion de ninguna de sus proteinas sustrato, para su actividad requiere
formar parte de un heterocomplejo de chaperonas citoplasmaticas (CCH) que
facilita el plegamiento de las proteinas sustrato a su conformacion estable o activa

(Zhang et al., 2003).

El CCH ha sido estudiado principalmente en mamiferos (Miernyk, 1999).
Los principales componentes de este complejo son HSPs 90, HSPs 70 y sus
cochaperonas Hop (HSP 70 y HSP 90-organizing protein), p23, HSP 40, y Hip
(HSP 70 interacting protein). Las inmunofilinas de alto peso molecular también
forman parte del complejo pero no son esenciales para la union y el plegamiento
de proteinas sustrato (Krishna et al., 2001). La chaperona p50 solo se ha detectado

en complejos de HSP 90 con proteina kinasas.

En plantas todavia no se han identificado las proteinas sustrato de las HSP
90, pero se ha demostrado la existencia de un complejo chaperona similar al de
mamiferos, que es capaz de activar al receptor de glucocorticoides de mamiferos

in vitro (Stancato et al., 1996). Dentro de este complejo se han identificado HSPs
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90, HSPs 70, inmunofilinas de alto peso molecular y Hop (Owens-Grillo et al.,
1996, Stancato et al., 1996; Reddy et al., 1998; Zhang et al., 2003).

La disponibilidad del genoma completo de Arabidopsis thaliana ha
permitido detectar genes que codifican proteinas homodlogas a todos los
componentes del complejo de HSP 90 de mamifero (Krishna et al., 2001). La
identificacion de un complejo chaperona en plantas similar al de células animales
sugiere que el papel de este complejo estd también en las vias de transduccion de
seflales de membranas en células vegetales. Entre los sustratos potenciales del
complejo HSP 90 de plantas se encuentran varias proteina kinasas y el receptor de
brasinoesteroides. De esta forma la familia de HSPs 90 podria intervenir en el

control del crecimiento y desarrollo de la planta (Krishna et al., 2001).

1.4.3. HSP 70

Las HSPs 70 constituyen un grupo de chaperonas moleculares muy
conservadas evolutivamente, con un peso molecular comprendido entre 68 y 110
kD (Vierling, 1991; Miernyk, 1997). Algunos miembros de esta familia se
expresan constitutivamente y se denominan HSC 70 (70 kD Heat Shock Cognate),
mientras que otros se expresan solamente cuando el organismo es sometido a
estrés ambiental como temperaturas extremas, anoxia o la presencia de metales
pesados, en este caso se denominan HSP 70 (70 kD Heat Shock Protein)
(Miernyk, 1999). No se han descrito diferencias en la funcion chaperona entre las

proteinas constitutivas y las proteinas inducidas por estrés.

Las HSPs 70 se encuentran en células eucariotas y procariotas. La proteina

mejor estudiada es la HSP 70 procariota denominada Dna K y sus cochaperonas
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Dna J y GrpE. En eucariotas se han encontrado proteinas de la familia HSP 70 en
todos los compartimentos subcelulares (Miernyk, 1997). Las HSPs 70 localizadas
en el reticulo endopldsmico también se denominan BiP (Binding Protein) o
GRP78 (78 kD Glucose-Regulated Protein). Esta diferente localizacion subcelular
implica especificidad funcional (Vierling 1991; Lin et al., 2001). Recientemente,
se ha identificado en eucariotas un grupo de proteinas de mayor tamafio pero que,
segin sus propiedades estructurales y funcionales, se han considerado una
subfamilia de las HSP 70. Dentro de esta subfamilia se incluyen la Hsp 110 de
mamiferos, las proteinas SSE de levaduras y sus homologas en el reticulo
endoplasmico y los ortélogos de Grp 170 en mamiferos (Lin et al., 2001; Wang et
al., 2004).

En plantas se han identificado HSPs 70 de diferentes especies (Vierling,
1991). Al igual que en otros eucariotas, en plantas se han identificado HSP 70 en
todos los compartimentos subcelulares (Miernyk, 1997; Lin et al., 2001). El
genoma de Arabidopsis contiene 18 genes que codifican para proteinas de la
familia HSP 70, de los cuales 14 pertenecen a la subfamilia Dna Ky 4 a la
subfamilia Hsp110/SSE (Lin et al., 2001; Sung et al., 2001). En el genoma de
espinaca se han encontrado al menos 12 miembros de la familia HSP 70 (Guy et
al., 1998). La mayoria de estos genes se expresan durante el crecimiento normal
(Lin et al., 2001) y algunos se expresan en respuesta a condiciones ambientales de
estrés como calor, frio, sequia, asi como en algunas fases del desarrollo (Lin et al.,
2001; Sung et al., 2001; Guy et al., 1998; Zhang et al., 2006; Cho et al., 2006).
Ademas, algunas HSPs 70 se expresan en respuesta a la infeccion por virus
(Aparicio et al., 2005). La sobreexpresion de HSP 70 esta relacionada con un
aumento de la tolerancia a altas temperaturas (Lee et al., 1996), bajas
temperaturas (Zhang et al., 2006), sequia (Cho et al., 2006) y a estrés salino
(Sugino et al, 1999).
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1.4.3.1. Estructura

Las HSPs 70 constan de un dominio amino de aproximadamente 45 kD, es
el dominio con actividad ATPasa, y de un dominio carboxilo de aproximadamente
25 kD. Este dominio carboxilo consiste, a su vez, en una region de 15 kD que
contiene el sitio de unidon y reconocimiento de péptidos y una regioén de 10 kD,
que es mas variable en secuencia y estructura, que probablemente tenga un papel

regulador (Miernyk, 1997).

Ambos dominios estdn evolutivamente muy conservados, los distintos
tipos de HSP 70 se diferencian en la secuencia de los extremos amino y carboxilo,
donde reside la informacion para la localizacion subcelular (Hartl, 1996; Miernyk,

1997).

La union de ATP al extremo amino produce un cambio conformacional en
el extremo carboxilo que modifica la afinidad por los sustratos (Bukau et al.,
1998). Cuando la HSP 70 se une a ADP, el dominio de unidén a sustratos estd
“cerrado” y el intercambio de sustratos es lento, la union de ATP hace que se
“abra” este dominio, lo que produce un rapido intercambio de sustratos (Bukau et

al., 1998; Mayer et al., 2005).
1.4.3.2. Funcion

Las HSPs 70 van a actuar como chaperonas moleculares. Tienen funciones
esenciales previniendo la agregacion proteica y asistiendo al plegamiento de
proteinas no nativas en condiciones normales y de estrés (Hartl, 1996). También
estan involucradas en procesos de importacion y translocacion de proteinas y
facilitan la degradacion de proteinas inestables dirigiéndolas hacia los lisosomas o

a los proteasomas (Hartl, 1996; Miernyk, 1997; Bukau et al., 1998; Mayer et al.,
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2005). Esta versatilidad de funciones de las HSPs 70 deriva de su capacidad de
unirse a los fragmentos hidrofobicos expuestos de las proteinas no plegadas

(Miernyk, 1997; Hartl, 1996).

Las HSPs 70 no participan activamente en el plegamiento de la proteina
sino que la union al sustrato produce la estabilizacion de estados no plegados y la
liberacion permite el plegamiento correcto (Hartl, 1996). Los ciclos continuos de
unioén y liberacion de las proteinas sustratos estan acoplados a la actividad ATPasa
intrinseca de las HSPs 70 que requiere, a su vez, la actuacion de las cochaperonas
de HSP 70. Esta maquinaria chaperona ha sido mejor estudiada en procariotas,
donde el componente central es la proteina Dna K que funciona como chaperona
en asociacion con Dna J, que estimula la hidrélisis de ATP, y Grp E que favorece
el cambio de ADP por ATP, restableciendo el punto de partida del ciclo
chaperona (Mayer et al., 2005). En mamiferos, las principales cochaperonas de las
HSPs 70 son HSP 40 (analogo de Dna J), Bag-1 (también denominado Hap de
HSP 70 associating protein) que es un factor intercambiador de nucleotidos, Hip
que estabiliza el estado ADP de las HSPs 70 y Hop (Miernyk, 1997; Hartl, 1996;
Miernyk, 1999; Mayer et al., 2005). Ademas se han identificado distintas
cochaperonas de las HSPs 70 de los organulos como Sec63p en el reticulo
endoplasmico y Tim44p (Translocation across the inner membrane) en la

mitocondria (Miernyk, 1997).

En plantas se conoce menos detalladamente la maquinaria chaperona de
las HSPs 70, pero se sabe que presenta caracteristicas comunes con el complejo
bacteriano y con el de mamiferos (Miernyk, 1999). Ademas, se ha caracterizado
una proteina de Arabidopsis que estimula el cambio de ADP por ATP en las HSPs
70 y se han identificado analogos de Dna J y de Hop (Miernyk, 1999, Zhang et
al., 2003).
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Ademas de su funcion chaperona general, las HSPs 70 también
desempefian un papel regulador de la expresion de otros genes asociados con el
estrés (Lee et al., 1996; Wang et al., 2004). La interaccion entre HSP 70 y HSF
(Heat Shock Factor) previene la trimerizacion y union de HSF al elemento de
respuesta al choque térmico (HSE), bloqueando la activaciéon transcripcional de
los genes de choque térmico (Morimoto, 1998; Kim et al., 2002; Katschinski,
2004). Las HSPs 70 también estan implicadas en la modulacion de las proteina
kinasas A y C y de algunas proteina fosfatasas (Ding et al., 1998). De esta forma,
las proteinas HSP 70 podrian participar en la regulacion de la expresion de
muchos genes en condiciones normales de crecimiento y durante el estrés (Wang

etal., 2004).

1.4.4. HSP 60

Las HSPs 60, también denominadas “chaperoninas”, son la familia de
chaperonas moleculares mejor estudiada (Miernyk, 1999; Hartl, 1996). Las HSPs
60 son indispensables para el funcionamiento adecuado de todos los organismos
eucariotas y procariotas a todas las temperaturas (Levy-Rimler et al., 2002;

Ranson et al., 1998).

Las chaperoninas estan clasificadas en dos subfamilias, las chaperoninas
de tipo I o tipo GroE y las chaperoninas de tipo II. Las chaperoninas de tipo I,
cuyo principal representante es la proteina GroEL de bacterias, estan presentes en
procariotas y en mitocondrias y plastos de organismos eucariotas, son proteinas
inducibles por estrés a excepcion de las cloroplastidicas (Hartl, 1996; Wang et al.,
2004). Las chaperoninas de tipo II incluyen el termosoma de arqueas y el

complejo chaperonina del citosol de células eucariotas también denominado CCT
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(Chaperonin Containing TCP-1), TCP-1 (T-Complex Protein-1) o TriC (TCP-1
ring Complex) (Miernyk, 1999; Ranson et al., 1998), siendo inducibles por estrés

solo las chaperoninas de arqueas (Hartl, 1996).

En plantas se han estudiado principalmente las chaperoninas de tipo I. La
primera chaperonina vegetal descrita fue una chaperonina cloroplastidica que se
denominé proteina de union a Rubisco (Vierling, 1991). En el genoma de
Arabidopsis se han identificado 11 genes que codifican para chaperoninas de tipo
I, 7 de ellos corresponden a proteinas cloroplastidicas y 4 a proteinas
mitocondriales (Hill et al., 2001). Se ha descrito que la expresion de algunas
proteinas mitocondriales esta regulada durante el desarrollo y se induce por
choque térmico (Prasad et al., 1992). Las chaperoninas de tipo II en plantas son
poco abundantes (Miernyk, 1999). En el genoma de Arabidopsis se han
identificado 9 genes que codifican chaperoninas de tipo II (Hill et al., 2001). Estas
proteinas pueden ser importantes en la proteccion de las plantas frente al estrés
osmotico y salino, ya que la expresion heterdloga de la proteina TCP-la de
Bruguiera sexangula en E. coli incrementa la viabilidad de los cultivos
bacterianos en presencia de concentraciones elevadas de sal (Yamada et al.,

2002).
1.4.4.1. Estructura

Las chaperoninas de tipo I forman estructuras oligoméricas formadas por
dos anillos apilados de 7 subunidades cada uno (Hartl, 1996; Bukau et al., 1998).
La cavidad central del cilindro proporciona el ambiente adecuado para el
plegamiento de la proteina sustrato (Levy-Rimler et al., 2002; Hartl, 1996). Las

chaperoninas procariotas y mitocondriales estan formadas por 14 subunidades
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iguales, sin embargo, las chaperoninas cloroplastidicas estdn formadas por dos

tipos de subunidades, o y B (Hill et al., 2001).

Cada subunidad consta de tres dominios: el dominio ecuatorial que
contiene el sitio de union a ATP y es por donde se producen las interacciones
entre subunidades, el dominio apical que contiene el sitio de unién de péptidos y
de union a su cochaperona GroES y el dominio intermedio que estd localizado
entre los dominios ecuatorial y apical y transfiere la informacion alostérica entre
ellos (Yamada et al., 2002; Ranson et al., 1998; Hartl, 1996; Levy-Rimler et al.,
2002).

Las chaperoninas de tipo II forman estructuras similares a las de tipo I
pero con la diferencia de que cada anillo estd formado por 8 o 9 subunidades
distintas (Ranson et al., 1998; Hartl, 1996). El dominio apical de estas
chaperoninas presenta una extension que podria realizar un papel similar al de

GroES para las de tipo I (Ranson et al., 1998).
[.4.4.2. Funciéon

Las HSPs 60 actian como chaperonas moleculares y desempefian un papel
esencial ayudando a proteinas recién sintetizadas y/o recién translocadas a
conseguir su conformacion nativa, en condiciones normales y en condiciones de
estrés (Hartl, 1996; Wang et al., 2004). Las chaperoninas cloroplastidicas
participan en el plegamiento de proteinas tan importantes como la Rubisco, y por
lo tanto son esenciales en el desarrollo del cloroplasto (Wang et al., 2004). Las
chaperoninas citosoélicas, a diferencia de las de orgdnulos, parecen tener un rango

mas restringido de sustratos (Hartl, 1996).
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La actividad chaperona de las HSP 60 requiere la union e hidrolisis de
ATP y en el caso de las chaperoninas de tipo I también la unioén de la cochaperona
GroES en bacterias y de la proteina cpnl0 en eucariotas (Bukau et al., 1998). La
proteina sustrato se une a la cavidad central de la chaperona a través de las
regiones hidrofobicas expuestas en la proteina desplegada (Hartl, 1996; Bukau et
al., 1998). La union de ATP y GroES o cpn10 produce un cambio conformacional
de la chaperona, que supone un aumento de tamafio de la cavidad central y que
ademads pasa a ser hidrofilica, proporcionando asi un ambiente adecuado para el
plegamiento de la proteina (Bukau et al., 1998). La hidrdlisis del ATP es esencial

para la liberacion de la proteina de la chaperona.

Las chaperoninas de tipo II no necesitan la actuacion de cochaperonas para
su funcionamiento (Miernyk, 1999). Recientemente se ha identificado un cofactor,
la prefoldina, que se une a las proteinas recién sintetizadas y las transfiere a las

chaperoninas tipo II para su plegamiento (Hill et al., 2001).

1.4.5. Small HSPs (sHSPs)

Las proteinas de la familia sHSPs tienen un peso molecular entre 15 y 42
kDa (Haslbeck et al., 2005; Sun et al., 2002). Las sHSPs se encuentran en
organismos eucariotas y procariotas pero el nimero de sHSPs encontrado en
diferentes especies varia significativamente. Los organismos procariotas suelen
tener una o dos sHSPs, excepto algunas especies del género Rhizobium que tienen
diez sHSPs (Munchbach et al., 1999). En levaduras se han encontrado dos sHSPs,
mientras que en el resto de eucariotas el nimero de genes que codifican sHSPs es

mucho mayor, por ejemplo cuatro genes diferentes en Drosophila melanogaster,

31



Introduccion

dieciséis en Caenorhabditis elegans, diez en humanos y diecinueve en
Arabidopsis thaliana (Haslbeck et al., 2005; Scharf et al., 2001).

Las plantas se caracterizan por una especial abundancia y diversidad de
sHSPs, lo que esta considerado como reflejo de su mayor necesidad de adaptarse a
cambios en las condiciones ambientales como la temperatura, la intensidad de luz,
el grado de salinidad y de humedad (Sun et al., 2002). Las sHSPs son relevantes
en la respuesta al estrés en plantas superiores por varias razones: las sHSPs son las
proteinas predominantes durante el estrés térmico en muchas plantas, a diferencia
de otros eucariotas donde la proteina que se expresa mayoritariamente en
respuesta a esta situacion es la HSP 70 (Waters et al., 1996); ademas, en
condiciones de estrés térmico algunas sHSPs pueden llegar a alcanzar hasta el 1%
del total de proteinas en las células de hojas y raices (Hsieh et al., 1992; DeRocher
et al., 1991); en tercer lugar, las plantas tienen al menos seis familias de genes que
codifican a sHSPs, mientras que otros eucariotas tienen s6lo de uno a cuatro genes
para sHSPs (Waters et al., 1996); finalmente, las plantas son los tnicos eucariotas
en los que se han descrito sHSPs localizadas en orgénulos subcelulares (Waters et
al., 1996), con la excepcion de la HSP22 mitocondrial de Drosophila
melanogaster (Morrow et al., 2000), en el resto de eucariotas estan localizadas

unicamente en el citosol.

1.4.5.1. sHSPs de plantas: clases y estructura

Las sHSPs de plantas estan codificadas por genes nucleares y se agrupan en seis
clases segun el grado de homologia en la secuencia de aminoacidos y la

localizacion intracelular (Sun et al., 2002):
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a

Las clases CI, CII y CIII estan localizadas en el citosol o en el nucleo,
(Waters et al., 1996; Sun et al., 2002; Scharf et al., 2001). Su distribucion
en el citosol depende de la duracion de las condiciones de estrés, pasando
de estar distribuidas uniformemente a formar granulos de choque térmico
(HSGs) si el tiempo de estrés se prolonga (Nover et al., 1989). Se ha
demostrado también en soja y en tomate que en situaciones de estrés
algunas sHSPs son dirigidas al nucleo, de forma similar a lo que ocurre
durante varias etapas del desarrollo (Kadyrzhanova et al., 1998). Las
proteinas de la clase CIII se localizan preferencialmente en el nucleo
(Scharfetal., 2001).

La clase P estd localizada en los cloroplastos (Vierling, 1991; Sundby et
al., 2005).

La clase ER se localiza en el reticulo endoplasmico (Helm et al., 1993;
Zhao et al 2007).

La clase M esta localizada en las mitocondrias (Lenne et al., 1994, 1995;

LaFayette et al., 1996).

Recientemente se ha descrito la existencia de sHSPs localizadas en

peroxisomas que podrian constituir una nueva clase clase de sHSPs (Ma et al.,

2006).

En cuanto a la estructura, todas las sHSPs se caracterizan por poseer un

dominio carboxilo terminal extremadamente conservado en todas las especies
vegetales llamado dominio de choque térmico o dominio a-cristalino (ACD) por
su similitud con una region similar de las proteinas a-cristalinas del ojo de los
vertebrados. Este dominio estd flanqueado por un dominio amino terminal y una
region denominada extension C-terminal (Waters et al., 1996; Mac Rae, 2000;

Sun et al., 2005) (Figura I.1).
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Dominio a-cristalino

Dominio amino

]Extensi(’)n C-terminal

Figura I.1. Estructura de las sHSPs (van Montfort et al., 2001).

El dominio a-cristalino, de aproximadamente 100 aminoécidos, consiste
en un B-sandwich con dos laminas 3 antiparalelas (Scharf et al., 2001) por lo que
se puede dividir en dos subdominios, denominados consenso I y II, separados por
una region hidrofilica de longitud variable (Waters et al., 1996). El consenso I
tiene 27 aminoéacidos de longitud, de los cuales el motivo Pro-X14-Gly-Val-Leu
es una secuencia conservada en la mayoria de sHSPs. En el consenso II existe un
motivo secuencial similar, Pro-X(4)-X-Val/Leu/lle-Val/Leu/lle (Waters et al.,
1996).

El dominio amino terminal es bastante divergente entre las distintas clases
de sHSPs, ademas las sHSPs cloroplastidicas, mitocondriales y las localizadas en
el reticulo endopldsmico tienen la secuencia sefal tipica de exportacion al

organulo correspondiente. Sin embargo, comparando las secuencias de sHSPs de
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la misma clase entre varias especies de plantas, se pueden identificar regiones
consenso dentro del dominio amino terminal que son especificas de cada clase
(Chen y Vierling, 1991; Waters, 1995). La existencia de estas regiones
conservadas y especificas de cada clase de sHSP sugiere que pueden tener un

papel importante en la funcion de estas proteinas (Waters et al., 1996).

Las sHSPs cloroplastidicas tienen en la region amino terminal un dominio
de 28 aminoacidos rico en metionina, el dominio consenso III, que forma una o-
hélice anfipatica (Vierling, 1991; Sundby et al, 2005). Una cara de la hélice
consiste en metioninas y otros residuos hidrofobicos y la cara opuesta en residuos
fuertemente hidrofilicos (Sundby et al, 2005). El extremo amino de las sHSPs
citosodlicas de clase II contiene una pequena region de 11 aminoacidos conservada
en la mayoria de las especies, mientras que en las sHSPs citosolicas de clase I es
de 17 aminoacidos (Waters et al., 1996). Igualmente, las sHSPs mitocondriales
presentan dos secuencias cortas pero relativamente conservadas dentro del
dominio amino terminal, localizadas entre los aminoacidos 95-105 y 142-158
(Basha et al., 1999). Esta diversidad en la region amino terminal puede ser muy
importante en la funcion de las sHSPs, ya que les permite que puedan unirse a un

amplio rango de sustratos (Sun et al., 2002).

La extension C-terminal también es bastante divergente entre las distintas
clases de sHSPs, con la excepcion del motivo Ile/Val-X-Ile/Val que esta
conservado en todos los tipos de sHSPs (Sun et al., 2005; Studer et al., 2002).
Esta region, aunque no tiene un papel directo en la union de los sustratos,
contribuye a la actividad chaperona estabilizando los oligomeros de sHSPs (Sun

etal., 2005).
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Una caracteristica comtn de las sHSPs eucariotas es su tendencia a unirse
formando complejos de peso molecular elevado, de 200-300 kDa. Parece ser que
la formacion de estos complejos y los cambios en el estado de oligomerizacion
son esenciales para la funcion de las sHSPs (Giese et al., 2002). Durante el
periodo de estrés se produce la disociacion de los complejos hasta dimeros, a los
que se unen las proteinas sustrato. Una vez asociadas las sHSPs con las proteinas
desnaturalizadas se vuelven a unir formando los complejos de gran peso
molecular. La formacién de nuevo de estos complejos es critica para la actividad
(Giese et al., 2002; van Montfort et al., 2001; Scharf et al., 2001; Fu et al., 2003;
2006).

En mamiferos, la disociacion de los complejos de sHSPs esta regulada por
fosforilacion/ desfosforilacion de residuos de serina en las secuencias conservadas
Arg-X-X-Ser, sin embargo las sHSPs de plantas no contienen este motivo
secuencial. Ademas, las sHSPs de plantas no estan fosforiladas in vivo y no
experimentan la disociacion que acompafia a la fosforilacion de las sHSPs de
mamiferos. Todo esto indica que es improbable que la fosforilacion sea un
mecanismo regulador importante de las sHSPs de plantas (Suzuki et al., 1998),
aunque se ha encontrado que la ZmHSP22 mitocondrial de maiz se fosforila por
una proteina kinasa mitocondrial (Lund et al., 2001). Sin embargo, ¢l efecto de la
fosforilacion sobre la actividad chaperona de esta SHSP mitocondrial y sobre su

estado de oligomerizacion todavia tiene que ser investigado.

El dominio a-cristalino, homoélogo en todas las sHSPs, participa en la
formacion de los complejos, pero se ha visto que este dominio por si solo no es
suficiente para la formacion de dimeros (Studer et al., 2002), sino que para la
formacion de complejos multiméricos funcionales son necesarias porciones

adicionales de las regiones amino y carboxilo terminales (van Montfort et al.,
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2001; Studer et al., 2002; Haslbeck et al., 2004). Es probable que el tamano y las
propiedades de los complejos estén en parte controlados por el volumen del
dominio amino (Salerno et al., 2003). Es interesante destacar que nunca se forman
hetero-oligdmeros ni siquiera entre las SHSPs citosolicas de clase I y II, a pesar de
tener la misma localizacion intracelular (Helm et al., 1997). Estos resultados nos

indican que las distintas clases de sHSPs pueden desempefiar distintas funciones.

Los complejos oligoméricos formados por las sHSPs de plantas suelen
estar compuestos por 12 subunidades. Por ejemplo, el complejo formado por la
TaHSP 16.9 CI de trigo estd organizado como un doble disco, cada uno
constituido por seis subunidades asociadas en dimeros o en trimeros (van

Montfort et al., 2001) (Figura 1.2).

Figura 1.2. A. Dimero de TaHSP 16.9 CI, los dos mondémeros presentan
distintas conformaciones y se representan en rojo y en verde. B. Oligomero
de TaHSP 16.9 CI. (Sun et al., 2002).
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En ciertas condiciones de estrés, las sHSPs forman agregados de mayor
tamafio que los complejos descritos llamados granulos de choque térmico (HSGs),
con un peso molecular de aproximadamente 1 MDa (Nover, 1991). La formacion
reversible de estas estructuras ocurre principalmente a temperaturas muy altas o
por la exposicion a estrés térmico moderado pero durante largos periodos de

tiempo.

Todas las sHSPs incluyendo las sHSPs localizadas en orgénulos pueden
formar HSGs (Waters et al., 1996). Sin embargo, los HSGs estudiados contienen
principalmente sHSPs citosolicas de clase CI y CII, HSPs 70 y el factor de
transcripcion HSFA 2 (Nover et al., 1989). El estudio de la composicion y
estructura de estos granulos se ha visto dificultado por su insolubilidad por lo que
su significado funcional todavia no se conoce, aunque se ha propuesto que su
formacion puede reflejar un mecanismo para atrapar la gran cantidad de proteinas
parcialmente desnaturalizadas que se producen en una situacioén grave de estrés,
cuando se supera la capacidad de plegamiento de otras chaperonas (Low et al.,

2000).

1.4.5.2. Sintesis de sHSPs en plantas

Las sHSPs de plantas deben cumplir funciones bioldégicas muy importantes
ya que son sintetizadas tanto en variadas situaciones de estrés como en
determinadas etapas del desarrollo y de la diferenciacion celular. Algunas sHSPs
se expresan s6lo en respuesta al estrés, otras s6lo durante el desarrollo y otras en

ambas situaciones (Volkov et al., 2005).
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1.4.5.2.1. Sintesis de sHSPs en situaciones de estrés

Bajo condiciones normales de crecimiento, la mayoria de las sHSPs no se
detectan en tejidos vegetales, pero se sintetizan rdpidamente en respuesta al calor.
Incrementos de temperatura de 10-15 °C sobre la temperatura Optima de
crecimiento inducen la respuesta celular al choque térmico, siendo la acumulacion
de las sHSPs proporcional al aumento de la temperatura y a la duracion del estrés
(Waters et al., 1996). Se ha observado que las sHSPs son bastante estables, con
una vida media de 52+12 horas después del estrés, lo que sugiere que la funcion
de estas proteinas es critica durante el periodo de estrés y durante el periodo de

recuperacion (Chen et al., 1990).

El choque térmico no es el tnico estimulo que desencadena la expresion de
los genes de sHSPs. Algunas sHSPs se acumulan en respuesta al estrés osmatico:
la expresion de los genes de HaHSP17.9 (Clase II) y HaHSP17.6 (Clase I) es
inducida por estrés osmotico en girasol (Almoguera et al., 1993), mientras que
los genes que codifican las sHSPs de clase II en Arabidopsis thaliana
(AtHSP17.6A) se expresan por estrés térmico y por estrés osmotico (Sun et al.,
2001). Hamilton et al. (2001) demostraron que las sHSPs mitocondriales protegen

al Complejo I de la cadena de transporte de electrones durante el estrés osmotico.

Otras sHSPs se acumulan en respuesta al estrés oxidativo: la expresion en
arroz de la OsHSP26 (Clase P) se incrementa en respuesta al tratamiento con
metilviolageno y con H,O, (Lee et al., 2000), la expresion de la HSP22 (Clase M)
en respuesta al estrés oxidativo se ha observado en cultivos celulares de tomate
(Banzet et al., 1998), otras sHSPs de perejil se inducen por el estrés oxidativo
causado por el ozono (Eckey-Kaltenbach et al., 1997) y la QsHSP10.4 (Clase CI)

de alcornoque se expresa en respuesta al estrés oxidativo enddgeno y exodgeno
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(Jofré et al., 2003). El estrés oxidativo es crucial para las plantas ya que la
mayoria de las condiciones ambientales estresantes conducen a la generacion de
especies reactivas de oxigeno. El efecto protector de las sHSPs frente al estrés
oxidativo ha sido demostrado mediante expresion heterdloga en bacterias (Jofré et
al., 2003) y sobreexpresando la proteina en plantas de Arabidopsis (Héarndahal et
al., 1999).

Las bajas temperaturas también inducen la sintesis de sHSPs. La expresion
de la CsHSP17.5 (Clase CI) en castafio se incrementa durante el invierno y
alcanza los niveles mas altos durante el periodo mas frio del afio, de noviembre a
marzo (Lopez-Matas et al., 2004). Ademas de en el castafio, la asociacion de la
sintesis de sHSPs con la aclimatacion al frio ha sido descrita en otras especies de
arboles, la WAP20 (Clase ER) se acumula durante el invierno en arboles de
moreras (Ukaji et al., 1999) y lo mismo ocurre con otras sHSPs que se acumulan
en ramas de Acer plataniodes, Sambucus nigra y Aristolochia macrophyla
(Lubaretz et al., 2002). La expresion de sHSPs en tomate (Sabehat et al., 1998;
Kadyrzhanova et al., 1998) y pomelo (Rozenvieg et al., 2004) se induce a bajas
temperaturas, pero s6lo si los frutos se someten a un calentamiento previo,
existiendo ademas correlacion entre la expresion de estos genes y la tolerancia a
las bajas temperaturas por proteccion frente a dafios por frio. En otros casos, la
expresion de sHSPs a bajas temperaturas se induce por un tratamiento previo con
acido jasmonico y acido salicilico (Ding et al., 2001). El efecto crioprotector de
las sHSPs ha sido demostrado mediante estudios in vitro (Lopez-Matas et al.,
2004) y ademas, la expresion heterologa de la proteina CsHSP17.5 de castaiio en
E. coli incrementa la viabilidad de los cultivos bacterianos a temperaturas

extremas, tanto altas como bajas (Soto et al., 1999).
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La presencia de metales pesados induce también la expresion de algunas
sHSPs: la transcripcion del gen de la MsHSP18 de alfalfa se incrementa por el
tratamiento con CdCl,, ademdas de por las elevadas temperaturas y por choque
osmotico (Gyorgyey et al., 1991), las sHSPs cloroplastidicas de maiz se inducen
en respuesta a la existencia de Cu, Ni, Pb y Zn hasta niveles comparables a los
que se alcanzan por estrés térmico (Heckathorn et al., 2004) y la HYHSP17 (clase
CI) de cebada se induce en presencia de cadmio (Gulli et al., 2005). El papel que
ejercen las sHSPs durante el estrés por metales es desconocido pero se cree que
las sHSPs pueden proteger a las proteinas y a las membranas celulares ya que son

los primeros sitios de dafio celular durante este tipo de estrés (Hall, 2002).

Estas observaciones indican que las sHSPs tienen un papel protector no
solo frente a las altas temperaturas sino frente a una gran variedad de estreses

abioticos.
1.4.5.2.2. Sintesis de sHSPs en ausencia de estrés

En ausencia de estrés ambiental, la sintesis de sHSPs estd restringida a
ciertos estados de desarrollo como la embriogénesis (Almoguera et al., 1995; Sun
et al., 2001; Coca et al., 1994; Carranco et al., 1997), la germinacion (Wehmeyer
et al., 1996; Sun et al., 2001; Kruse et al., 1993; Puigderrajols et al., 2002), ¢l
desarrollo del polen (Bouchard, 1990; Dietrich et al., 1991; Zarsky et al., 1995;
Volkov et al., 2005) y la maduracion del fruto (Low et al., 2000; Lawrence et al.,
1997; Neta-Sharir et al., 2005; Medina-Escobar et al., 1998). La induccién de
sHSPs durante el desarrollo generalmente implica la sintesis de un solo tipo de
sHSPs, lo que apoya la idea de que existen diferencias funcionales entre las
distintas clases de SHSPs e incluso entre proteinas de una misma clase (Waters et

al., 1996).

41



Introduccion

Los casos mejor caracterizados de regulacion por el desarrollo son la
expresion de sHSPs durante el desarrollo del polen y la maduracion de la semilla.
Se han encontrado proteinas 0 mRNAs de sHSPs citosélicas en una gran variedad
de semillas (Hernandez y Vierling, 1993; Coca et al., 1994; DeRocher y Vierling,
1994; Wehmeyer et al., 1996; Collada et al., 1997; Treglia et al., 1999; Schubert
et al., 2002) y en polen de distintas especies (Dietrich et al., 1991; Hopf et al.,
1992; Atkinson et al., 1993; Kobayashi et al., 1994; Volkov et al., 2005). La
expresion de sHSPs durante el desarrollo de la semilla es transitoria, las sHSPs
empiezan a acumularse en la fase intermedia y son abundantes al final de la
maduracion y en semillas secas (Wehmeyer et al., 1996; Puigderrajols et al.,
2002). Durante la germinacion, las sHSPs son abundantes durante los primeros
dias pero después su concentracion disminuye rapidamente (Wehemeyer y

Vierling, 2000).

La especificidad en la regulacion de la expresion de sHSPs citosolicas en
respuesta al estrés y durante el desarrollo sugiere que pueden tener funciones
distintas en cada situacion (Waters et al., 1996). El papel de las sHSPs citosolicas
inducidas por el desarrollo es atin desconocido. Se ha propuesto que la sintesis de
sHSPs durante la maduracion de la semilla puede deberse a que ejerzan funciones
importantes en la adquisicion de dormancia y en la proteccion de los componentes
celulares frente a la desecacion (Wehmeyer y Vierling, 2000). Consistente con
esta ultima hipotesis, se ha mostrado que algunas sHSPs de girasol se sintetizan en
respuesta al déficit de agua. Sin embargo, también se ha descrito que un tipo
mutante de Arabidopsis (abi 3-1), que es tolerante a la desecacion, tiene niveles de
sHSPs 10 veces menores que el tipo salvaje, lo que sugiere que las sHSPs no son
imprescindibles para la tolerancia a la desecacion o que pueden funcionar a

concentraciones significativamente reducidas (Coca et al., 1994). Ademas, la
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presencia de altas concentraciones de sHSPs en semillas de castafio no es

suficiente para conferirles tolerancia a la desecacion (Collada et al., 1997).

Ademas de en el polen y en la semilla, también se han encontrado sHSPs
constitutivas en Organos vegetativos, aunque en estos organos las sHSPs se
localizan sélo en los tejidos que contienen gran concentracion de proteinas de
reserva como bulbos, tubérculos y ramas de arboles y arbustos durante la
dormancia (Lubaretz et al., 2002). En general, las proteinas de reserva se
encuentran en vacuolas de almacenamiento y se cree que la presencia de sHSPs
puede protegerlas de la proteolisis inespecifica, quizas porque las sHSPs pueden

actuar como inhibidores de proteasas (Lubaretz et al., 2002).

Se ha descrito la expresion de sHSPs citosolicas durante la maduracion del
fruto (Sabehat et al., 1998; Fray et al., 1990; Medina-Escobar et al., 1998: Ding et
al., 2001). El papel de estas sHSPs es atin desconocido, pero el hecho de que las
sHSPs se expresen justo antes del comienzo de la maduracion sugiere que
desempefian un papel importante para desencadenar este proceso, quizas
relacionado con la activacion y/o desactivacion de proteinas relevantes (Medina-
Escobar et al., 1998). Ademas de las sHSPs citosolicas, durante la maduracion del
fruto también se expresan sHSPs cloroplastidicas (Lawrence et al., 1997; Neta-
Sharir et al., 2005). Esta clase de sHSPs puede actuar en la conversion de
cloroplastos a cromoplastos durante la maduracion (Neta-Sharir et al., 2005),
ademas de proteger del estrés oxidativo que se produce durante el desarrollo del

cromoplasto (Lawrence et al., 1997).
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[.4.5.3. Regulacion de la expresion de sHSPs

El mecanismo basico de induccion de los genes de sHSPs esta conservado
entre todos los eucariotas (Waters et al., 1996). Existe un conjunto de elementos
génicos que actan en Cis y regulan la expresion de estos genes por interaccion
con diferentes factores de transcripcion. Los elementos de respuesta al choque
térmico (HSEs) estan muy conservados en eucariotas (Bienz y Pelma, 1987,
Nover y Scharf, 1997) y se requieren para la respuesta al estrés y para la expresion
de sHSPs en embriones (Coca et al., 1996; Prandl et al., 1995). Los HSEs se
extienden en la region 5’ cercana a la caja TATA ocupando unos cientos de pares
de bases. La secuencia consenso en eucariotas consiste en unidades alternas,
contiguas e invertidas, de una secuencia de cinco pares de bases definida como
nGAAn (Amin et al., 1988; Xiao et al., 1988). En plantas, la secuencia consenso
optima del HSE es 5’-AGAAG-3’ (Barros et al., 1992). Son necesarias al menos
tres unidades de este motivo secuencial para la union eficiente de los HSFs al
DNA, resultando secuencias del tipo 5’-nGAAnnTTCnnGAAn-3’ (Schoffl et al.,
1998).

Ademas, existen otros elementos reguladores que participan en la
expresion de los genes de choque térmico. En plantas son los elementos CCAAT,
determinadas secuencias ricas en AT y varias regiones accesorias (Czarnecka et
al., 1989; Rieping and Schoffl, 1992). En el promotor de los genes de sHSPs
inducidos por metales pesados se han encontrado secuencias similares al elemento
de respuesta a metales (MRE) de mamiferos (Czarnecka et al., 1985; Czarnecka et
al., 1988; Gulli et al., 2005). El motivo MRE es esencial para la induccion del gen
de la metalotioneina humana por cadmio, a si que por analogia, este motivo puede
ser responsable de la expresion de sHSPs en plantas en presencia de metales

pesados (Czarnecka et al., 1985).
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Todos estos elementos génicos constituyen lugares en los que diferentes
factores de transcripcion pueden interaccionar con el DNA regulando su
expresion. Estas proteinas incluyen a los factores de transcripcion de choque
térmico (HSFs), que interaccionan con los HSEs (Nover et al., 2001), a las
proteinas de unién al potenciador CCAAT (C/EBPs), que son factores de
transcripcion con dominios de cremallera de leucina (Ramyji y Foka, 2002), y a los
factores de uniodn a secuencias ricas en AT (ATBFs) que se unen a las proteinas de
andamiaje que modifican la estructura de la cromatina (Czarnecka-Verner et al.,
1998). La union de estos factores de transcripcion especificos facilita la
interaccion de factores de transcripcion generales, como el factor de union a la
caja TATA (TBP), lo que es un prerrequisito para la subsiguiente union del

complejo basal de transcripcion (Pugh, 1996; Schoffl et al., 1998).

Los HSFs son los componentes terminales de las cadenas de transduccion
de senales de membrana que inducen la respuesta al estrés en las células (Wu,
1995; Nover et al., 1996; 2001; Morimoto, 1998; Scharf et al., 1998; Nakai,
1999). La clonacion inicial de un HSF de levadura (Sorger y Pelham, 1988) fue
seguida de la clonacion de otros HSFs en Drosophila (Clos et al., 1990), en el
hombre (Rabindran et al., 1991) y en tomate (Sharf et al., 1990). Las plantas son
los eucariotas con mayor namero de HSFs (Almoguera et al., 2002; Nover et al.,
2001; Baniwal et al., 2004), la multiplicidad y divergencia de sHSFs puede
reflejar una especializacion funcional tnica de plantas (Czarnecka et al., 2000;

Almoguera et al., 2002).

De estructura similar a otros factores de transcripcion, los HSFs tienen una
organizacion modular con un dominio de unién a DNA (DBD), que incluye un
motivo estructural hélice-giro hélice requerido para la interaccion con los HSEs

(Vuister et al., 1994; Schulteiss et al., 1996), un dominio de oligomerizacion (HR-
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A/B) compuesto de repeticiones hidrofobicas que permiten la formacion de
trimeros, un dominio de localizacién nuclear (NLS) compuesto de aminoécidos
basicos y, en la mayoria, un dominio de activaciéon (CTAD) rico en aminoacidos
aromaticos, hidrofobicos y acidos (motivos AHA) (Doring et al., 2000; Lohman et
al., 2004) (Figura I.3A). En funcion de la secuencia de estos dominios y de las
zonas de union entre ellos, los HSFs de plantas se clasifican en tres clases: A, By

C (Nover et al., 2001; Lohman et al., 2004).

A «=(_DBD )= HR-A/B | CTAD

Estrés

> HSPs

[

Figura L.3. A. Estructura general de HSF. B. Activacion y trimerizacion de
HSF (Morimoto, 1998).

La sintesis de la mayor parte de los HSFs no estd regulada por la
temperatura, sino que, en ausencia de estrés el factor de transcripcion de choque
térmico estd presente en el citosol en una forma monomérica inactiva. Bajo
condiciones de estrés, el HSF se vuelve activo por la polimerizacién de los

mondmeros, que se agrupan en trimeros, translocandose al ntcleo gracias a las
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secuencias de localizacion nuclear (Zandi et al.,, 1997) e incrementando su
afinidad de union al DNA (Schoffl et al., 1998) (Figura 1.3B). Una caracteristica
unica de plantas es la existencia de HSFs inducibles por calor (Nover et al., 1996;
Lohman et al., 2004), sugiriendo un mecanismo de varios pasos en la induccion
de la respuesta al estrés mediada por los HSFs (Nover et al., 1996). Los HSFs
inducibles por calor pueden actuar como co-activadores de la expresion génica
durante el estrés térmico prolongado o durante el periodo de recuperacion
(Lohman et al., 2004). La interaccion de los HSFs con las secuencias HSEs, junto
a la unidn de otros factores a los demas elementos génicos reguladores, produce la

induccién completa de los genes de las proteinas de estrés.

Aunque se conoce poco de las funciones de las distintas clases de HSFs, los
modelos actuales sugieren que la respuesta al choque térmico estd controlada por
la interaccion entre dos clases de HSFs: los HSFs de clase A que funcionan como
activadores y los HSFs de clase B que reprimen o atentian la respuesta (Czarnecka
et al., 2000; 2004). La existencia de una clase de HSFs que pueden inhibir la

transcripcion parece ser un fendmeno unico de plantas (Czarnecka et al., 2004).

La induccion de la expresion como respuesta al estrés se inhibe por las
propias HSPs que se sintetizan, principalmente por las HSP 70 (Morimoto 1998;
Lee et al., 1996). La union de la HSP 70 a los HSFs impide la trimerizacion y, por
lo tanto, la unién de los HSFs a los HSEs, bloqueando la transcripcion de los
genes de estrés (Kim et al., 2002). Ademas de por las HSP 70, la actividad de los
HSFs también se regula por fosforilacion/desfosforilacion. Se ha descrito que la
fosforilacion de los HSFs disminuye la union a los HSEs (Schoffl et al., 1998).
Por el contrario, el acido salicilico estabiliza los trimeros de HSFs, favoreciendo

la union a los HSEs (Larkindale et al., 2002).
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Se ha descrito que en bacterias la regulacion de la expresion de HSPs
puede ocurrir también durante el procesamiento postranscripcional (Ron et al.,

1999). Otros niveles de regulacion en plantas deben ser estudiados.

Como ya se ha comentado, los genes de choque térmico no sélo se
expresan en respuesta al estrés sino también durante determinados procesos de
desarrollo, alin en ausencia de cambios significativos de temperatura. No todos los
genes de sHSPs activados por estrés térmico se expresan durante el desarrollo
(Coca et al., 1996) y algunos de los genes de sHSPs expresados durante la
embriogénesis no son inducibles por estrés térmico (Carranco et al., 1997). Esta
diversidad de HSPs inducidas por estrés y por el desarrollo sugiere que existe

especificidad en la regulacion de los genes de HSPs.

En plantas, durante la maduracion de la semilla, la activacion de la sintesis
de sHSPs implica al menos 2 mecanismos reguladores distintos. Uno, observado
en el Ultimo estado de la embriogénesis que coincide con la desecacion de la
semilla, es dependiente de HSEs y presumiblemente mediado por los HSFs,
porque mutaciones en el HSE reducen la capacidad de unién del HSF y
consecuentemente de activacion del promotor durante el desarrollo (Almoguera et
al., 1998; Carranco et al., 1997). El otro, observado en el primer estado de la
embriogénesis, no es dependiente de los HSEs ya que la activacion de la
expresion no se ve afectada por mutaciones que impiden la uniéon de los HSFs,
sugiriendo que en este caso la expresion de los genes de HSPs estd regulada por

otros activadores trans, dependientes del desarrollo (Carranco et al., 1997).

Los promotores de los genes de sHSPs que se expresan en el desarrollo
contienen HSEs imperfectos (Carranco et al., 1997; 1999) y otros elementos

génicos reguladores que activan o inhiben al promotor (Carranco et al., 1999). Se
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han encontrado HSFs especificos del desarrollo, por ejemplo el HaHSFA9, que se
sintetiza solo en embriones y desaparece después de la germinacion, activa

preferentemente a promotores con HSEs imperfectos (Almoguera et al., 2002).

Durante el desarrollo actian también otros factores de transcripcion
especificos como FUS3, LEC1 Y ABI3 (Wehmeyer y Vierling, 2000). Se ha
demostrado que las mutaciones de abi3 afectan a la expresion y acumulacion de
varias sHSPs en Arabidopsis thaliana, parece ser porque ABI3 funciona acoplado
a HSFs (Rojas et al., 1999). Los elementos reconocidos por estos factores de
transcripcion no se han definido, pero FUS3 y ABI3 tienen dominios B3 que
reconocen a los motivos CACCTG encontrados en el promotor de algunas sHSPs

que se expresan durante el desarrollo (Wehmeyer y Vierling, 2000).

Recientemente se ha descrito un nuevo factor de transcripcion implicado
en la expresion de sHSPs durante el desarrollo, el HaDREB2 (sunflower Drought-
Responsive Element Binding factor 2). HaDREB2 es un factor de transcripcion de
la familia AP2 que actua de forma sinérgica con HaHSFA9 (Diaz-Martin et al.,
2005).

[.4.5.4. Funcion de las sHSPs

La sintesis y acumulacion de las sHSPs en respuesta al estrés ambiental y a
estimulos del desarrollo se ha relacionado con la tolerancia al estrés (Sun et al.,
2002). El mecanismo por el cual las sHSPs ejercen esta proteccion celular es
desconocido, pero el hecho de que otras HSPs como las HSP70, HSP60, HSP90 y
HSP100 actuen como chaperonas moleculares indica la posibilidad de que las

sHSPs podrian también actuar de esta forma (Waters et al., 1996).
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Las chaperonas moleculares son proteinas que se unen y estabilizan a
conformeros inestables de otras proteinas y, controlando su union y liberacion,
facilitan su correcta localizacion subcelular in vivo, su plegamiento, la union de
oligbmeros, el transporte a compartimentos subcelulares e incluso su destruccion

por degradacion (Hendrick et al., 1995).

La evaluacion de la actividad chaperona in vitro de las sHSPs
principalmente se realiza comparando el grado de agregacion, la inactivacion de
las funciones enzimadticas y/o la tasa de plegamiento de proteinas sustrato en
presencia y ausencia de sHSPs (Sun et al., 2002). Mediante estos estudios in vitro
se demostr6 que muchas sHSPs citosolicas (Lee et al., 1995, Collada et al., 1997)
y mitocondriales (Shono et al., 2002) pueden actuar como chaperonas
moleculares. Se ha observado que estas proteinas tienen capacidad para modificar
las propiedades de plegamiento y agregacion de distintos sustratos modelo y que
la adicion de cantidades estequiométricas de sHSPs aumenta el plegamiento de
algunas proteinas quimicamente desnaturalizadas, como de la citrato sintasa (CS)
y de la lactato deshidrogenasa (LDH), mediante un mecanismo independiente de
ATP. Por otra parte, las sHSPs también previenen la agregacion de la CS y de la
LDH por calor, lo que proporciona mdas evidencias de su papel en la
termotolerancia. Las sHSPs previenen la inactivacion de la CS tnicamente cuando
estan presentes durante la desnaturalizacion térmica, momento en que es mas
probable que ocurra el plegamiento erroneo de las proteinas y su agregacion (Lee
et al., 1995). Por otra parte, se ha demostrado la interaccion fisica de sHSPs con
otras proteinas solubles de soja (Jinn et al., 1995). Mediante estudios in vitro
también se ha demostrado el efecto crioprotector de las sHSPs, por ejemplo la
CsHSP17.5 de castafio previene la inactivacion por frio de la LDH,
proporcionando nuevos datos sobre la importancia de las sHSPs en la proteccion

frente a las bajas temperaturas (Lopez-Matas et al., 2004).
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Los estudios in vitro se han complementado con distintos estudios in vivo.
Se han usado células de Arabidopsis genéticamente modificadas para que
expresen niveles elevados de luciferasa, una proteina facilmente detectable. La
actividad chaperona de las sHSPs se demostrd por la proteccion y reactivacion de
la luciferasa (Forreiter et al., 1997; Low et al., 2000), el proceso de
renaturalizacion de la luciferasa necesita HSP 70 y ATP (Forreiter et al., 1997,
Lee y Vierling, 2000). Otros estudios han demostrado la actividad chaperona in
vivo de las sHSPs mediante expresion heterologa en bacterias (Yeh et al., 1997,
Soto et al., 1999; Joe et al., 2000; Yu et al., 2005). La expresion de distintas
sHSPs en Escherichia coli protege a la mayoria de las proteinas de la bacteria
frente a la agregacion por incremento de la temperatura. Ademas, las bacterias que
expresan la sHSP presentan mayor viabilidad a temperaturas superiores e

inferiores a la temperatura normal de crecimiento (Soto et al., 1999).

Basandose en los estudios in vitro e in vivo, se ha propuesto un modelo
para explicar el mecanismo de accioén de las sHSPs. Después de la exposicion de
las células a elevadas temperaturas, se acumulan en el citoplasma una gran
cantidad de proteinas parcialmente desnaturalizadas, las sHSPs actian uniéndose
a estas proteinas mediante un mecanismo independiente de ATP. Se cree que las
sHSPs constituyen un importante reservorio de proteinas desnaturalizadas ya que
presentan mayor afinidad de unidon por los sustratos en comparacién con otras
chaperonas y que algunas sHSPs se acumulan en grandes concentraciones después
del estrés (Lee et al., 1997; Ehrnsperger et al., 1997; Lee y Vierling, 2000). En
eucariotas, las proteinas sustrato unidas a las sHSPs son transferidas a otras
chaperonas, como las HSPs 70, que las pliegan por un mecanismo dependiente de
ATP. No esta claro si la transferencia del sustrato a otras chaperonas es un
proceso activo (Lee y Vierling, 2000). Un destino adicional de los sustratos

unidos a las sHSPs es la proteolisis, ya que el mantenimiento de los sustratos en
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una conformacion no plegada puede facilitar su procesamiento proteolitico

(Waters et al., 1996; Lee et al., 1997) (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Modelo del mecanismo de accion de las sHSPs (Low et al.,
2000).
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Cuando el estrés térmico es continuo, la cantidad de proteinas
desnaturalizadas en el citoplasma llega a estar por encima de la capacidad de
plegamiento de las chaperonas pero, posiblemente, las proteinas sustrato se
mantienen unidas a las sHSPs, formando complejos que son almacenados
transitoriamente como granulos de choque térmico (HSGs), que se desintegran
después durante el periodo de recuperacion (Low et al., 2000) (Figura 1.4). Las
sHSPs mantienen asi a las proteinas desnaturalizadas, en un estado competente
para su renaturalizacion por otras chaperonas previniendo la inactivacion térmica
irreversible (Lee et al., 1997; Ehrnsperger et al., 1997; Lee y Vierling, 2000). Con
la formacion de HSGs, las sHSPs se colocalizan con las HSPs 70, haciendo mas

eficiente la cooperacion entre los dos tipos de chaperonas (Sun et al., 2002).

El mecanismo de unidn al sustrato de las sHSPs est4d basado en un cambio
en el perfil de hidrofobicidad de las sHSPs en condiciones de estrés (Haslbeck,
2002). A temperaturas normales, las superficies hidrofobicas de las sHSPs, que
podrian actuar como sitios de union a sustratos, estan enterrados en la estructura
oligomérica de las sHSPs (Van Montfort et al., 2001; Haslbeck et al., 2005; Basha
et al., 2006). Como consecuencia del incremento de la temperatura, se producen
cambios conformacionales en las sHSPs que llevan a la disociacion del complejo
oligomérico, exponiéndose los sitios de uniéon al sustrato y resultando en la
formacion de los complejos sHSP-sustrato (Lee et al., 1997; Kim et al., 2004,
Basha et al., 2006). Como se describio anteriormente, para la union del sustrato a
las sHSPs son esenciales dos dominios: el consenso II, que contiene residuos muy
conservados en todas las sHSPs, principalmente la region Glu-Glu/Asp-X,-Val-
Leu, y las regiones hidrofobicas del dominio amino terminal (Lee et al., 1997,
Yeh et al., 2002; Basha et al., 2006). La diversidad de secuencia del extremo

amino de las sHSPs permite la unidon a una amplia variedad de proteinas.
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Los cambios conformacionales de las sHSPs no solo dependen del
incremento de la temperatura. La conformacion de la HSP25.3 (clase P) de
Arabidopsis cambia, cuando es sometida in vitro tanto a estrés térmico como a
estrés oxidativo (Harndahl et al., 1999), un cambio causado por la sulfoxidacion
de metioninas en el dominio conservado rico en metionina. Otros estudios in vitro
demuestran que la sulfoxidacion de metioninas de la HSP21 de Arabidopsis
thaliana hace que se pierda la actividad chaperona de esta proteina (Sundby et al.,
2005), por lo que se ha sugerido que la presencia de estas metioninas puede
proporcionar a esta sSHSP una fuerte dependencia del estado redox del cloroplasto

para su actividad (Harndahl et al., 2001).

Se ha demostrado que las sHSPs localizadas en el cloroplasto protegen al
fotosistema II, y como consecuencia a todo el sistema de transporte de electrones,
durante el estrés térmico (Heckathorn et al., 1998), el estrés oxidativo (Lee et al.,
2000; Neta-Sharir et al., 2005) y el estrés por la presencia de metales pesados
(Heckathorn et al., 2004). Este efecto protector es ejercido por el dominio rico en
metionina caracteristico de las sHSPs cloroplastidicas, ya que la adicion de
anticuerpos frente a esta region disminuye la tasa de transporte de electrones
(Heckathorn et al., 1998). Asi mismo, las sHSPs mitocondriales protegen al
complejo I (NADH: ubiquinona oxirreductasa) de la cadena de transporte de
electrones durante el estrés térmico (Downs et al., 1998), el estrés oxidativo
(Downs et al., 1999) y el estrés osmoético (Hamilton et al., 2001). Estos estudios
demuestran que las sHSPs desempefian un papel muy importante en la tolerancia
al estrés de los mecanismos de transporte de electrones para la generacion de

energia.

El efecto protector de las sHSPs no se debe solo a su funcion como

chaperonas, también se debe a su actividad como estabilizadoras de la estructura
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de las membranas (Vigh et al., 1998; Torok et al., 2001; Tsvetkova et al., 2002).
Las bajas temperaturas producen una disminucion de la fluidez de las membranas
que pasan a adquirir estructura de gel ordenado, mientras que por el contrario el
incremento de la temperatura aumenta la fluidez de las membranas, que pasan a
estado de cristal liquido. Ambos efectos pueden producir grandes dafios en la
célula. Se ha descrito que las sHSPs se asocian con los lipidos de las membranas y
modifican sus propiedades, incrementando la fluidez en el estado de gel,
produciendo un efecto protector a bajas temperaturas, y aumentando la rigidez en
el estado de cristal liquido, protegiendo asi frente a las temperaturas elevadas
(Tsvetkova et al., 2002). Este efecto estabilizador de las sHSPs se ejerce en las
primeras fases del estrés porque posteriormente ya no es tan necesario ya que las
células se adaptan al estrés modificando la composicion lipidica de las membranas

(Torok et al., 2001; Tsvetkova et al., 2002).
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La chirimoya es un fruto subtropical cuya comercializacion esta
dificultada por la rapida maduracioén que sufre el fruto tras la recoleccion, lo que
le lleva a alcanzar la senescencia, y con ello la pérdida de sus excelentes
cualidades organolépticas, en un periodo de tiempo tan corto como cinco o seis
dias. A esta caracteristica adversa se anade el hecho de que la chirimoya es uno de
los frutos que no puede ser conservado a bajas temperaturas, con el fin de retrasar
el proceso de maduracion, porque se dana irreversiblemente si se almacena por

debajo de los 10 °C, sufriendo lo que se conoce como “dafios por frio”.

Muchos estudios han demostrado la existencia en plantas de resistencia
cruzada a diferentes condiciones de estrés. La exposicion de la planta a un estrés
moderado no solo induce resistencia a este tipo de estrés, sino que también
protege a la planta frente a otros tipos de estrés (Sabehat et al., 1998b; Gong et al.,
2001; Wang et al., 2003). Se han propuesto varios mecanismos para explicar este
fenomeno, muchos de ellos se basan en el papel de las proteinas de estrés (HSP).
Como consecuencia del estrés se induce la expresion de estas proteinas que van a
reparar el dafio sufrido por la célula y van a conferir resistencia frente a otra

situacion de estrés.

Se ha descrito en distintos frutos, que la aplicaciéon de distintos
tratamientos produce la induccion de proteinas de estrés que posibilitan la
conservacion de los frutos a bajas temperaturas (Sabehat et al., 1998; Rozenvieg
et al., 2004; Zhang et al., 2005; Sapitnitskaya et al., 2006; Wang et al., 2006). La
hipotesis de este trabajo es que al igual que en otros frutos, la induccién de
proteinas de estrés en chirimoya podria proteger a los frutos frente a los dafios por

frio que se producen como consecuencia de su conservacion a bajas temperaturas,
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lo que permitiria modificar las condiciones actuales de almacenamiento de los

frutos y de esta forma alargar y controlar su vida comercial retrasando la

senescencia.

Nos planteamos los siguientes objetivos:

1-
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Conseguir un método de tratamiento de los frutos que induzca proteinas de
estrés, en concreto proteinas de choque térmico de bajo peso molecular
(sHSPs), y que al mismo tiempo determine alglin tipo de proteccion frente

a las bajas temperaturas o que produzca un retraso en la senescencia.

Estudiar el efecto que produce dicho tratamiento sobre la maduracion

posterior y sobre el contenido de proteinas.

Identificar y caracterizar las proteinas inducidas para comprobar que se

trata de proteinas de estrés.
Identificacion de genes que codifican para sHSPs de chirimoya.

Expresar las sHSPs de chirimoya en bacterias y estudiar su efecto protector

frente a distintos tipos de estrés.

Expresar las sHSPs de chirimoya en plantas y estudiar su efecto protector

frente a las bajas temperaturas.
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III.1. MATERIALES

Los materiales y reactivos utilizados en la tesis fueron suministrados por
las casas comerciales Sigma-Aldrich, Merck, Bio-Rad, Amersham, Scharlau,
Fluka, Panreac, Novagen, Qiagen, Eppendorf, Millipore, MBL, Macherey-Nagel,
Fermentas y New England Biolabs.

I11.2. METODOS

I11.2.1. Tratamientos de los frutos y estudio de la maduracion.

[11.2.1.1. Frutos

Todos los experimentos se han realizado con frutos de chirimoyo (Annona

cherimola Mill.) variedad Fino de Jete, procedentes de Motril (Granada).

Los frutos se recogieron manualmente cuando alcanzaron el momento

adecuado en su desarrollo fisioldgico.

I11.2.1.2. Tratamiento de los frutos

Las chirimoyas se recolectaron y se llevaron inmediatamente al laboratorio

donde fueron sometidos a diferentes tratamientos.
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Se realizd un primer tratamiento en el que los frutos se almacenaron
durante 18 horas en frascos de cristalizacion por los que se hacia pasar un flujo
constante de una mezcla de CO, y aire en proporciones de CO, al 30 %, 50 %, 75
% y 100 %. Posteriormente, se almacenaron durante tres dias a 8 °C y después se

mantuvieron durante cinco dias a 20 °C para inducir la senescencia.

En el segundo tratamiento, los frutos se almacenaron durante cuatro dias a
8 °C en cuatro atmosferas sintéticas diferentes con O, al 18 % en todos los casos y
CO; al 10 %, 15 %, 20 % y 25 %, se completo la atmosfera con N, al 72 %, 67 %,
62 % y 57 % respectivamente. Transcurrido este tiempo los frutos se almacenaron

durante seis dias a 20 °C para inducir la senescencia.

En ambos casos, se prepararon dos lotes de frutos para utilizarlos de
referencia. Un lote se conservd a 8 °C en aire como condicion control del
tratamiento con CO; y otro lote se mantuvo a 20 °C en aire como condicion

control también con respecto a la temperatura.

Para los experimentos de marcaje de proteinas, después de la recoleccion

.. . 35 .. .
las chirimoyas se inyectaron con [*”S]-metionina en una zona del mesocarpio y se
almacenaron durante 24 horas a 4 °C. Posteriormente se mantuvieron a 20 °C para

permitir la senescencia de los frutos.

Periodicamente durante los tratamientos, se tomaron muestras de
mesocarpio de dos frutos de cada condicion para su andlisis posterior. Se cortaron
trozos de mesocarpio de diferentes zonas del fruto procurando realizar cortes
limpios que no produjeran el aplastamiento del tejido. Inmediatamente tras el
corte, para evitar la oxidacion de los polifenoles, las muestras de mesocarpio se

congelaron a —80 °C hasta su uso.
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La Figura III.1 recoge esquematicamente la distribucion de tiempo de los

tratamientos realizados.

0% co, |HIACOSREN
50 % CO, | 15 % CO, 8 °C
20 % CO, 8°C

8°C

4°C

Dias tras la recoleccion

Figura IIL.1. Esquema de la distribucion de tiempo de los tratamientos
realizados a los frutos y de las condiciones de almacenamiento posterior. Se
indican las temperaturas y los porcentajes de CO, a que fueron sometidos.

II1.2.1.3. Preparacién de mesocarpio para extractos

Los fragmentos de mesocarpio de chirimoya congelados a -80 °C se
trituraron en un molinillo eléctrico de cuchillas con aproximadamente la misma
cantidad de nieve carbdnica para que no hubiera descongelacion en el proceso de

trituracion. El polvo se recogié en tubos de 50 mL y se guardo a -80 °C con la
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tapadera abierta hasta que la nieve carbonica se evaporo. El polvo se conservo a -

80 °C hasta su utilizacion.

I11.2.1.4. Determinacion del contenido total de s6lidos solubles

La determinacion del contenido total de solidos solubles (SST) de cada
fruto se realizd en el momento de la toma de muestras de mesocarpio para
conservarlas. Se hizo un corte longitudinal al fruto e inmediatamente se rascé con
la punta de un cuchillo en la zona del ecuador del mesocarpio hasta formar una
papilla que se transfirié a un tubo eppendorf. Era fundamental operar rapidamente,
pues la desecacion del tejido habria elevado artificialmente el valor de SST. De
cada fruto se tomaron tres muestras de cortes no adyacentes. Una vez obtenidas,
las muestras se centrifugaron a 10.000 xg durante 5 minutos. Los tubos se dejaron
equilibrar a temperatura ambiente durante 10 minutos después de la

centrifugacion, cuidando que el sedimento no se resuspendiese.

El indice de refraccion se midi6é en un refractometro Shibuya tipo High-
contrast No. 121. El refractometro se calibro con una gota de agua destilada a
temperatura ambiente y después se depositdé en el prisma una gota del
sobrenadante de la papilla de mesocarpio. Se ley6 el indice de refraccion

expresado en grados Brix.

[11.2.1.5. Determinacién del pH en el mesocarpio

La medida del pH se realiz6 en la misma papilla preparada para la
determinacion de SST (Apartado I11.2.1.4.) utilizando un pHmetro de penetracion
Crison de 4 mm de didmetro. Una vez tomada la gota para la determinacion de

SST, se realizd la medida del pH introduciendo el electrodo de penetracion,
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previamente calibrado, en el tubo eppendorf que contenia el resto de la muestra

(0,5-0,7 mL).

I11.2.1.6. Determinaciéon de la concentracion de glucosa v de fructosa en

mesocarpio

I11.2.1.6.1. Preparacion de extractos percloricos

Se tomaron 3 g de polvo de mesocarpio de chirimoya (apartado 111.2.1.3.),
se afiadieron 7 mL de acido perclérico al 4 % (v/v) y se realizé un homogeneizado
utilizando un homogeneizador-dispersador de tejidos Ultraturrax (IKA
Labortechnik) durante 2 minutos a la maxima velocidad. El homogeneizado

resultante se conservo a -20 °C hasta su utilizacion.

Antes de realizar las determinaciones, el homogeneizado se centrifug6 a
1.600 xg durante 30 minutos a 4 °C y el sobrenadante o extracto se transfirié a un
nuevo tubo y se afiadi6 azul de bromotimol como indicador. A continuacion, se
afiadi6 NaOH hasta el viraje del indicador a verde (pH=7), se centrifugd a 1.600
Xg y se conservo el sobrenadante para la determinacion de la concentracion de

azucares.

I11.2.1.6.2. Determinacion de la concentracion de glucosa

La glucosa se ha determinado enzimaticamente por el método de la
hexokinasa (HK) y la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH). Se ha utilizado

la técnica descrita por Bergmeyer et al., (1974) con modificaciones. El método
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esta basado en el acoplamiento de la fosforilacion de la D-glucosa existente en la

.y . . . . .
muestra con la reduccion del NADP™ mediante las reacciones siguientes:

HK
D-glucosa / \, » Glucosa-6 fosfato

ATP ADP

Glucosa-6 fosfato ?P% » 6 fosfogluconato

NADP* NADPH + H*

La produccion molar de NADPH se cuantificé midiendo la absorbancia a
340 nm. El medio de reaccion se componia de tampon Trietanolamina 0,5 M pH
7,5, MgS04 2,5 mM, ATP 10 mM, NADP" 0,8 mM, 1 U de HK y 1 U de G6PDH.

El ensayo se llevé a cabo en un volumen final de 1 mL, a 25 °C.

Una vez adicionada la muestra (25 pL) al medio de reaccidon sin los
enzimas se realizd la primera medida de absorbancia (DO;), a continuaciéon se
afiadieron 1 U de HK y 1 U de G6PDH y se esper6 a obtener un valor estable de
absorbancia para realizar la segunda medida (DO,). La diferencia entre DO, y

DO, (ADO) corresponde al incremento debido a la glucosa preexistente.

I11.2.1.6.3. Determinacion de la concentracion de fructosa

La fructosa se ha determinado enzimaticamente por el método descrito por

Bernt (1974) con algunas modificaciones. Este método se basa en la medida de la
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DO a 340 nm desarrollada por la produccion de NADPH cuando se acoplan las
reacciones catalizadas por la hexoquinasa (HK), la fosfoglucosa isomerasa (PGI)

y la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) de la forma siguiente:

D-fructosa /H K\ » Fructosa-6 fosfato
ATP ADP
PGI
Fructosa-6 fosfato » Glucosa-6 fosfato

Glucosa-6 fosfato ?P§ » 6 fosfogluconato

NADP* NADPH + H*

Este método es similar al descrito para la determinacion de la
concentracion de glucosa, por lo que la glucosa existente en la muestra interfiere
en la medida. Por esta razon, hay que oxidar toda la glucosa presente antes de
adicionar la fosfoglucosa isomerasa. El procedimiento realizado fue que, una vez
medida la glucosa, al mismo medi6 de reaccion se anadio 2,4 U de PGI y se
espero a obtener un valor estable de absorbancia para realizar la medida (DOs). La
diferencia entre DOs; y DO, (Apartado I11.2.1.6.2.) (ADO) representa el

incremento debido a la fructosa preexistente.
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111.2.1.6.4. Calculos

La concentracion de monosacaridos se expresd6 en mg de glucosa o
fructosa/g tejido. La conversion de los valores de DO en estas unidades se realizo
mediante la siguiente transformacion:

Vi

XxFdxFnxPmx ———
g de tejido

A
C (mg glucosa o fructosa/g de tejido) = c
X

Siendo:
€= 6,22 mL/pmol x cm
d=1cm
Fd = Factor de dilucion de la muestra en el medio de reaccion
Fn = Factor de neutralizacién
Pm = Peso molecular del monosacérido correspondiente (mg/pmol)
Vi = Volumen inicial del extracto (mL)

g de tejido = g de tejido en el extracto

I11.2.2. Métodos para el estudio de proteinas de estrés

I11.2.2.1. Obtencidn de extractos de mesocarpio para electroforesis

Se tomaron 2 g de polvo de mesocarpio de chirimoya (apartado 111.2.1.3.),
se anadieron 2 mL de tampon A (Tris 40 mM, PVPP 5 % p/v) al que se habia
adicionado extemporaneamente PMSF hasta una concentracion final de 0,5 mM, y
se homogeneizd con un homogeneizador de tejidos Ultraturrax (IKA
Labortechnik) durante 2 minutos a la maxima velocidad. El homogeneizado

resultante se centrifugd a 15.000 xg durante 5 minutos a temperatura ambiente
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para sedimentar el PVPP y los restos de tejido. El sobrenadante o extracto se

distribuy6 en tubos eppendorf que se conservaron a -80 °C hasta su utilizacion.

111.2.2.2. Preparacién de muestras para electroforesis

Se tomd 1 mL de extracto de mesocarpio y se adiciond el mismo volumen
de cloroformo:metanol (1:1) para precipitar las proteinas. Se centrifugé a 15.000
Xg durante 2 minutos, obteniéndose tres fases: una fase superior metandlica, una
fase inferior cloroféormica y una fase intermedia de naturaleza proteica.
Descartamos las fases superior e inferior y el precipitado de proteinas se lavéd dos
veces con acetona, que se dejo evaporar. Una vez seca la muestra, se utilizd de

forma diferente segun el tipo de electroforesis que se fuera a realizar.

Para SDS-PAGE las muestras se resuspendieron en 200 uL de tampdn de
carga para SDS-PAGE que contenia Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8, SDS 2 %,
Glicerol 10 %, B-mercaptoetanol 5 %, Azul de bromofenol. Posteriormente las
muestras se calentaron a 95 °C durante 10 minutos y se agitaron hasta su completa

disolucion.

Para electroforesis bidimensional las muestras se resuspendieron en 500
puL de tampon para isoelectroenfoque que contenia Urea 8 M, DTT 50 mM,
CHAPS 4 %, Anfolitos 0,2 %, Azul de bromofenol. Se agit6 hasta la resuspension

completa evitandose el calentamiento.
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111.2.2.3. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se prepararon geles separadores del 10 o 12 % de poliacrilamida (Tabla
III.1) entre vidrios con separadores de 0,75 o de 1,5 mm que se cubrian con agua
hasta la completa gelificacion. Posteriormente se vertio sobre ellos la disolucion
de poliacrilamida al 4 % (Tabla III.1) que actiia como gel concentrador. En ella se
moldearon pocillos para la carga de las muestras que se aplicaron junto a
marcadores de peso molecular. En cada pocillo se cargd el volumen de muestra
necesario para tener la cantidad de proteinas conveniente en cada caso.

Para la electroforesis se utilizé el sistema Mini-protean® 3 Cell de Bio-
Rad. La electroforesis se realizdé a 150 voltios en tampon de electroforesis TGS
(Tris 25 mM, Glicocola 192 mM, SDS 0,1 % (p/v)) hasta que el frente de azul de
bromofenol alcanzé el limite del gel. Inmediatamente después de la electroforesis

se procedio a la tincion del gel.

Gel separador

Gel concentrador

Acrilamida/Bisacrilamida 12% 6 10 % 4%
SDS 0,1 % 0,1 %
Tris HCI pH 8,8 0375M | e
Tris HClpH6,8 | = - 0,125 M

TEMED

0,065 % (v/v)

0,1 % (v/v)

APS

0,065 % (p/v)

0,13 % (p/v)

Tabla II1.1. Composicion de los geles de acrilamida.
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111.2.2.4. Electroforesis bidimensional

La electroforesis bidimensional consta de dos etapas, una primera de
isoelectroenfoque (IEF) en la que las proteinas se separan segin su punto
isoeléctrico y otra segunda de SDS-PAGE para separar las proteinas segin su

peso molecular.

Para el IEF se utilizaron tiras prefabricadas de 7 cm de longitud con un
gradiente de pH 5-8 o de pH 4-7 (Bio-Rad). En cada carril de la cubeta de enfoque
se puso el volumen de muestra (preparada segin el apartado I11.2.2.2) que
contenia 150 pg de proteinas y se completd hasta 125 pL. de volumen total con
tampon para isoelectroenfoque (apartado I11.2.2.2.). La muestra se debe extender a
lo largo de todo el canal. A continuacion, se coloco la tira de IEF con el gel
deshidratado hacia abajo, haciendo coincidir el extremo 4cido de la tira con el
anodo de la cubeta y con la precaucion de que no queden burbujas de aire
atrapadas debajo del gel. Cada tira se cubrié con 1 mL de aceite mineral para
prevenir la evaporacion de la muestra durante la hidratacion del gel y posterior
electroenfoque. La cubeta tapada se introdujo en el Protean IEF® cell (Bio-Rad) y
se realiz6 el isoelectroenfoque segin el siguiente programa: una etapa de
rehidratacion activa durante 12 horas a 50 V, un primer paso de 15 mina 250 V, a
continuacion 30 min a 500 V y finalmente a 4.000 V hasta 28.000 V/h. Todas las

etapas se realizaron a 20 °C.

Una vez terminado el programa de isoelectroenfoque, las tiras debian ser
equilibradas en un tampon adecuado para eliminar los anfolitos y desnaturalizar
las proteinas para la segunda dimensiéon en SDS-PAGE. Para ello, las tiras
colocadas con el gel hacia arriba en una cubeta de equilibrio se incubaron durante

20 minutos con 2,5 mL de tampoén de equilibrio I (Tris-HCI 0,375 M pH 8,8, Urea
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6 M, SDS 2 %, Glicerol 20 %, DTT 2 %), transcurrido este tiempo se decanto este
tampon y se equilibraron durante otros 20 minutos con 2,5 mL de tampon de
equilibrio IT (Tris-HCI1 0,375 M pH 8,8, Urea 6 M, SDS 2 %, Glicerol 20 %,
lodoacetamida 2,5 9%). Con este tratamiento las proteinas estaban
desnaturalizadas, los puentes disulfuro reducidos y los grupos -SH
convenientemente acetilados y, por lo tanto, preparadas para la realizacion de la
segunda dimension. Antes, las tiras se enjuagaron con tampoén TGS (apartado

1.2.2.3.).

La segunda dimension se realiz6 mediante SDS-PAGE en geles de
poliacrilamida al 10 % (Tabla III.1) con un grosor de 1,5 mm. La tira de IEF se
colocé perpendicular a la direccion de la corriente sobre la parte superior del gel
de acrilamida. El contacto entre el gel de poliacrilamida y la tira de IEF se
consiguid con una disolucion de agarosa al 0,5 % en TGS, a la que se anadi6 azul
de bromofenol para marcar el frente de la electroforesis. En un extremo se cargd
un pequeno volumen de la mezcla de marcadores de peso molecular embebido en
un trocito de papel Whatman. La electroforesis se realizdo a 200V en TGS hasta
que el frente de azul de bromofenol alcanz6 el limite del gel. Una vez terminada la

electroforesis, los geles se tifieron.

I11.2.2.5. Tincidon con azul Coomassie

Para la tincion con azul Coomassie se mantuvo el gel sumergido en la
solucion de tincion (Comassie Brillant Blue G-250 0,2 % (p/v), metanol 40 %
(v/v) y acido acético 15 % (v/v)) durante 1 hora con agitacién permanente y a
temperatura ambiente. A continuacion, se destifio el color del fondo del gel

lavando varias veces con agitacidon con una solucion de metanol 40 % (v/v) y
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acido acético 15 % (v/v) en agua destilada. Finalmente, el gel se incub6 durante
10 minutos a temperatura ambiente con metanol 40 % (v/v) y glicerol 5 % (v/v) en

agua destilada y se seco entre papel de celofan para su conservacion.

I11.2.2.6. Tincidon con plata

La tincién con plata se realizé con el Kit Silver Stain Plus (Bio-Rad)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez terminada la electroforesis, se
fijaron los geles manteniéndolos en la solucion fijadora (Metanol 50 % (v/v),
Acido acético 10 % (v/v), Fixative Enhancer concentrate 10 % (v/v), en agua
destilada) con suave agitacion durante 30 minutos. A continuacién, se aclararon 2
veces con agua destilada durante 20 minutos cada una, también con agitacion, y se
introdujeron en la solucion de tincion (Silver Complex Solution 5 % (v/v),
Reduction Moderador Solution 5 % (v/v), Image Development Reagent 5 % (v/v),
Development Accelerator Solution 50 % (v/v), en agua destilada) durante
aproximadamente 30 minutos o hasta que se alcanzo la intensidad de color
deseada. Después se paro6 la tincién con una disolucion de acido acético al 5 %
(v/v) durante 15 minutos. Los geles se aclararon con agua destilada, se

fotografiaron digitalmente y se secaron entre papel celofan para su conservacion.

I11.2.2.7. Transferencia de proteinas a membrana e inmunodeteccion

Una vez separadas las proteinas por SDS-PAGE se transfirieron a una
membrana de PVDF (Amersham Pharmacia), para la transferencia se utilizd el

sistema Mini Trans-Blot Cell® de Bio-Rad. Se monto el casette de transferencia,
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colocando el gel en el polo negativo del portageles y en el polo positivo la
membrana de PVDF previamente equilibrada (10 segundos en metanol, 5 minutos
en agua destilada, 10 minutos en tampon de transferencia). Se introdujo en la
cubeta de transferencia que se llend con el tampdn de transferencia (Tris 25 mM,
Glicocola 192 mM, metanol 20 % (v/v)) que habia sido conservado a 4 °C. Para
que la transferencia de proteinas tenga lugar en frio durante todo el proceso, se
introdujo un bloque de hielo en la cubeta y se desarrolld bajo agitacion

permanente. La transferencia se realizé durante 1 hora a 100 V.

Una vez terminada la transferencia, los sitios de union libres de la
membrana se bloquearon en una solucion de leche desnatada en polvo al 5 % en
TBS-Tween (Tris HCl 20 mM pH 7,6, NaCl 137 mM, Tween 20 0,1 % (v/v)),
durante un tiempo minimo de 1 hora. Pasado este tiempo, la membrana se enjuag6
2 veces con TBS-Tween y se lavd durante 5 minutos con TBS-Tween. A
continuacion, se incubd durante 1 hora con una dilucion adecuada del
correspondiente anticuerpo frente a sHSPs en la misma solucion de bloqueo.
Después de lavar la membrana 2 veces con TBS-Tween durante 10 minutos cada
una, se incubd durante 2 horas con una dilucién adecuada de anticuerpo anti IgG
en la solucién de bloqueo. Por ultimo, se lavd la membrana 3 veces con TBS-
Tween durante un periodo de 10 minutos cada una. Todas las etapas de lavado e

incubacidn se realizaron con agitacion suave.

Las membranas se revelaron con diaminobencidina. La diaminobencidina
es oxidada por la peroxidasa formandose un producto marron insoluble. Después
de los lavados, la membrana se incubd con una disolucion de diamino bencidina
1,11 mM en Tris HC1 0,05 M pH 8, Sulfato aménico 12,66 mM, Sulfato de Niquel
12,66 mM, H,O, 0,04 % (v/v) hasta que aparecieron las bandas, la reaccion se

pard con agua destilada.
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I11.2.2.8. Preparacion de muestras para MALDI-TOF MS

Las proteinas correspondientes a diferentes extractos de chirimoya fueron
separadas por electroforesis bidimensional y tefiiddas con azul Coomassie. Se
compararon los perfiles de proteinas obtenidos a partir de frutos tratados con
diferentes condiciones y se seleccionaron aquellas que aparecian especificamente
en muestras sometidas a estrés. Las manchas correspondientes a esas proteinas se
escindieron de los geles con un bisturi y se sometieron a una digestion con tripsina
usando el kit Proteoprofile™ Trypsin In-Gel Digestion (Sigma) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este kit consiste en un primer paso de destefiido de
los fragmentos de gel por incubacién con una solucion decolorante y un segundo
paso de digestion proteolitica en una solucidon de tripsina que se dejo incubar
durante toda la noche (12-18 h) a 37 °C. Al dia siguiente, se recogio el

sobrenadante que contenia los fragmentos tripticos de la proteina.

Las muestras se purificaron y concentraron con puntas de pipeta Zip-Tip
Cis (Millipore). Las puntas de pipeta Zip-Tip tienen una fase estacionaria
hidrofébica que retiene los fragmentos de las proteinas y permite eliminar
contaminantes como restos de arcrilamida y sales que pueden interferir en la
identificacion por MALDI-TOF. A continuacién, los péptidos retenidos son
eluidos con una disolucion de acido trifluoroacético (TFA) 0,1 % y acetonitrilo

(ACN) 50 %.

111.2.2.9. Identificacion de proteinas con MALDI-TOF MS

Para la identificacion de proteinas se usé la técnica de MALDI-TOF MS
(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation-Time Of Flight Mass Spectrometry)
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que se realiz6 en los Servicios Técnicos de la Universidad de Granada en un
Bruker mod. Autoflex. En esta técnica se aplica un laser de luz durante un
nanosegundo a una mezcla que contiene la molécula a identificar en una matriz
que absorbe luz UV. La mayoria de la energia del laser es absorbida por la matriz,
lo que previene la fragmentaciéon no deseada de la molécula. Las moléculas
ionizadas son aceleradas en un campo eléctrico y entran en una columna en la que
son separadas segln su peso molecular y segln su carga, alcanzando el detector a
diferentes tiempos (Time Of Flight) y por tanto cada molécula da una senal

eléctrica distinta.

Cada proteina de las muestras de chirimoyo produjo un conjunto
caracteristico de péptidos tripticos que fueron separados por MALDI-TOF MS. El
perfil de fragmentos tripticos de cada proteina de chirimoyo se introdujo en la

base de datos MASCOT (http://www.matrixscience.com) para la identificacion de

la proteina por comparacion con los fragmentos tripticos de otras proteinas

incluidas en la base de datos.

111.2.2.10. Marcaje de proteinas con [3—SS]—metionina

Las proteinas que se sintetizan en mesocarpio de chirimoya durante el
almacenamiento a bajas temperaturas se marcaron con [°S]-metionina. Para ello,
las chirimoyas se inyectaron en una zona del mesocarpio con 66 pCi de [*°S]-
metionina y se almacenaron a 4 °C durante 24 horas. Posteriormente se
mantuvieron a 20 °C durante cuatro dias (Apartado I11.2.2.2.). El grupo de frutos

control se mantuvo a 20 °C durante todo el tratamiento.
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Los extractos proteicos obtenidos de la zona en torno a la inyeccion se
analizaron por electroforesis bidimensional y las proteinas marcadas se detectaron
mediante autorradiografia. Para ello, después de la electroforesis las proteinas se
tifiieron con azul comassie, los geles se secaron entre dos laminas de papel celofan
y se expusieron en un cassette junto a una pelicula radiogréafica. El tiempo de
exposicion fue bastante largo (1-2 meses) debido a que la cantidad de

radiactividad detectada con un contador Geiger-Miiller fue baja.

Las proteinas marcadas con [S]-metionina, que se sintetizan en mayor
concentracion después de los tratamientos de estrés, se escindieron del gel, se

digirieron con tripsina y se analizaron con MALDI-TOF.

I11.2.2.11. Cuantificacion de la concentracidn de proteinas

La cuantificacion de la concentracion de proteinas se ha realizado

utilizando dos métodos distintos.

De forma general se utilizd el método descrito por Bradford (1976). La
técnica se basa en que el Coomassie Brilliant Blue G-250 puede existir en dos
formas con diferente color, la roja que vira a la azul al formarse el complejo
proteina-colorante. Este complejo presenta un maximo de absorcidon a 595 nm y
un coeficiente de absortividad molar elevado, lo que le proporciona gran

sensibilidad el método.

Para la medida se prepard una curva patron de albumina con un margen de
concentraciones entre 0,01 y 0,2 mg/mL y las muestras se diluyeron de forma

adecuada. Todos los tubos se llevaron a un volumen final de 100 pL. A cada uno
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de los tubos de la curva patrén y de las muestras se le afiadié 1 mL de reactivo de
Bradford (100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 mL etanol 95%, 100 mL
acido fosforico 85% (p/v), agua hasta un volumen final de 1 L), y se midi6 la

densidad optica a 595 nm.

Mediante este método la concentracion de proteinas y la DO medida
presentan una relacion no lineal. La concentracion de proteinas de las muestras se
obtuvo por interpolacion de los valores de densidad optica en la curva patron y

teniendo en cuenta el factor de dilucion utilizado.

Cuando la muestra contenia sustancias que podian interferir con el reactivo
de Bradford como detergentes o agentes reductores la cuantificacion de proteinas

se realizo utilizando el Kit comercial RC DC Protein Assay de Bio-Rad.

Este ensayo colorimétrico estd basado en el método de Lowry pero que ha
sido modificado para que sea compatible con la presencia en la muestra de agentes
reductores (RC) y de detergentes (DC). Como en el método de Lowry, el
desarrollo de color se produce en dos pasos: reaccion entre las proteinas y el i6n
cobre en medio alcalino y posterior reduccion del reactivo de Folin por estos
complejos produciendo una o mas especies reducidas que tienen un maximo de

absorcion a 750nm.

La medida de la concentracion de proteinas se realizd siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se preparé una curva patrén con un margen de
concentraciones de albumina de 0,2 a 1,5 mg/mL y se diluyeron
convenientemente las muestras. El volumen final de cada tubo fue de 25 uL a los

que se anadieron 125 pL. de RC reactivo I, se agito, se afiadieron 125 uL. de RC
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reactivo Il y se centrifugd 15 min a 15.000 Xg. Se obtiene asi un precipitado de
las proteinas presentes en la muestra libre de sustancias que puedan interferir en la
reaccion posterior y que son desechadas con el sobrenadante. A este precipitado se
le adicionaron 127 uLL de DC Reactivo A’ (5 uL de reactivo S por cada 250 uL de
reactivo A), se dej6 incubar 5 min o hasta que el precipitado se disolvio
totalmente y se afiadié 1 mL de reactivo de Folin, después de 15 minutos se midio

la densidad optica a 750 nm.

Mediante este método la concentracion de proteinas y la DO medida
presentan una relacion lineal. La concentracion de proteinas de las muestras se
obtuvo por interpolacion de su densidad dptica en la curva patrén y teniendo en

cuenta el factor de dilucion utilizado.

I11.2.3. Clonacion de genes de estrés

111.2.3.1. Extraccion de RNA

La extracciéon de RNA total de mesocarpio de chirimoya se realizd segin

el método descrito por Zhou et al., (1999) con algunas modificaciones.

Se utiliz6 1 g de polvo de mesocarpio de chirimoya preparado segln el
apartado II1.2.1.3., se afiadieron 5 mL de tampon de extraccion de RNA (Tris-HCI
100 mM pH 9, B-mercaptoetanol 100 mM) y la mezcla se incubd durante 10-15
minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se afiadieron 125 uL de
SDS 20 % (p/v), se agito el tubo por inversion y se centrifugd a 8.000 Xg durante
10 minutos a 4 °C. Para precipitar el RNA el sobrenadante se transfiri6 a otro tubo

y se adicion6 1/3 del volumen de LiCl 8M, se agité y se incubd durante 2 horas a
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4 °C. Se centrifugd a 15.000 Xg durante 20 minutos a 4 °C y el precipitado de
RNA se lavdo con 1 mL de etanol al 75 % (v/v), se dejo secar al aire y se
resuspendié en 600 pL de agua DEPC. Una vez resuspendido se afiadieron 600
uL de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (24:23:1) y se
centrifugd a 10.000 Xg durante 10 minutos, a 4 °C. La fase superior se transfirio a
un tubo limpio y se extrajo varias veces con 1 volumen de la mezcla de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (24:23:1) hasta que la interfase desaparecio.
Finalmente, la fase acuosa se extrajo con 1 volumen de cloroformo y se centrifugd
a 10.000 xg durante 10 minutos, a 4 °C. La fase superior se paso a un tubo limpio,
al que se afnadi6 1 volumen de isopropanol y la mezcla se incubd durante 30
minutos a —20 °C para precipitar el RNA. EI RNA se recogi6 por centrifugacion a
16.100 Xg durante 15 minutos, a 4 °C y se lavo con etanol al 70 % (v/v). El
precipitado final de RNA se seco al aire y se resuspendié con un volumen

adecuado de agua DEPC segun el tamafio del precipitado.

I11.2.3.2. Cuantificacion de RNA

La cuantificacion de acidos nucleicos se realizd espectrofotométricamente
midiendo la densidad optica de la muestra a 260 nm y a 280 nm. La concentracion
de RNA se calcul6 sabiendo que 1 unidad de densidad optica a 260 nm

corresponde a una concentracion de 40 pg/mL de RNA.

La relacion DOg60/DOzsp se utilizo para analizar la calidad de la muestra,

un valor por debajo de 1,8 indica contaminacién por proteinas o por fenol.

82



Materiales y Métodos

111.2.3.3. Electroforesis de RNA

La electroforesis de RNA se realiz6 en cubetas para electroforesis Horizon

® 11-14 de Life Technologies.

Las muestras para electroforesis se prepararon mezclando la cantidad
adecuada de RNA (1-2 pg) en un volumen final de 15 pL, con 5 pL de tampén de
carga desnaturalizante (formamida 50 % (v/v), formaldehido 15 % (v/v), azul de
bromofenol 0,04 % (p/v), glicerol 10,4 % (v/v) en tampon borato(acido bérico 50
mM, borato sédico 5 mM, sulfato soédico 9,86 mM, EDTA 1 mM pH 8, DEPC 0,1
% (v/v)) y 1 uL de bromuro de etidio al 2 % (v/v). Antes de cargar las muestras en

el gel se calentaron a 65 °C durante 10 minutos.

La electroforesis de RNA se realizé en geles desnaturalizantes de agarosa
(agarosa al 1 % (p/v) en tampon borato, 8% (v/v) formaldehido) a 60 V en tampon

borato.

Las bandas de RNA se visualizaron con luz ultravioleta (254nm-300nm)

en un transiluminador (New Brunswick Scientific) y se fotografiaron.

111.2.3.4. Retrotranscripcion (RT)

Para la sintesis de cDNA se utilizo el kit First Strand cDNA Sintesis de
Amersham siguiendo las instrucciones del fabricante. Se partio de 1-5 pg de RNA
en 8 uL de agua-DEPC y se desnaturaliz6 a 65 °C durante 10 minutos. A
continuacion, se afiadieron 5 pL de la disolucion “Bulk first-strand cDNA reaction

mix” que suministra el kit comercial (transcriptasa inversa, BSA, dATP, dCTP,
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dGTP, dTTP), 1 pL de DTT 200 mM y 1 pL de oligonucleétido 14 uM. La
mezcla se incubd 1 hora a 37 °C y se inactivo incubando durante 5 minutos a 90

°C.

I11.2.3.5. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador GeneAmp PCR

system 9700 de Perkin Elmer.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 50uL
que contenian DNA molde, 50 pmol de cada oligonucleétido, 5 ul de tampon Taq
DNA-polimerasa 10X, 0,1 mM de cada dNTP y 5 U de Tag DNA Polimerasa.

Las condiciones de PCR fueron especificas para cada amplificacion. La
temperatura de hibridacion se fij6 en funcion de la temperatura media de fusion de
los oligonucledtidos y la duracion de la etapa de extension, en funcion de la
longitud del fragmento de DNA a amplificar, aplicandose como norma general 1

minuto/kilobase.

En general, las condiciones de las reacciones de amplificacion fueron las
siguientes: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 minutos,
seguido de 25-40 ciclos compuestos de una etapa de desnaturalizaciéon de 30-60
segundos a 94 °C, una etapa de hibridacion de 30-60 segundos a la temperatura
adecuada en cada caso y una etapa de extension a 72 °C durante 30-60 segundos.

Se concluy6 con una extension a 72°C durante 7 minutos (Figura I11.2).
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Figura IIL.2. Esquema de las condiciones generales de desarrollo de
PCR.

Todos los oligonucleotidos utilizados en las reacciones de PCR han sido
sintetizados por Sigma-Genosys. En la Tabla III.2 se indica el nombre de cada

oligonucleoétido, su secuencia y la orientacion.

Nombre Secuencia (5°—> 3°) Orientacion
HF2 AAGGCTGACCTGCCTGGGCTG Sentido
HR1 AGAGATCTCGATGGACTTCACCT Antisentido
HR2 GGAACAGTAACGGTAAGCACACC Antisentido
HR3 TCCTCCACCTCCACCTTCAC Antisentido

HF2R CAGCCCAGGCAGGTCAGCCTT Antisentido
HF5 ACTCATTCCTAGTTTCTTCGGTGG Sentido

Oligo dT ACGACTCAGTATAGGGC(T)12GG Antisentido

dT-Notl | AACTGGAAGAATTCGCGGCCGCAGGAA(T)1s Sentido
Notl AACTGGAAGAATTCGCGGCCGCAGG Sentido

Inic-Xbal | CTAGtctagaATGTCACTCATTCCTAGTTTC Sentido

Stop-kpnl CGGggtaccCCCACGTACGCGCTTCTC Antisentido

Tabla IIL.2. Oligonucleétidos empleados en las reacciones de PCR.
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111.2.3.6. 5° RACE (Rapid amplification cDNA ends)

Para amplificar el extremo 5’ del cDNA de las sHSP se utilizo6 la técnica
de 5° RACE. Se parti6 de 5 ug de RNA y se retrotranscribié segtin lo descrito en
el apartado II1.2.3.4. utilizando un oligonucleétido especifico (tabla II1.2) del gen
que pretendiamos amplificar (HR3). El producto de retrotranscripcion se purifico
por precipitacion con 2 volimenes de etanol tras la adicion de 60 mM de acetato
sodico durante 30 minutos a -20 °C. El DNA se recogio por centrifugacion a
16.100 xg durante 20 minutos a 4 °C y se resuspendio en 10 pL de agua. El cDNA
se desnaturaliz6 incubando a 100 °C durante 2 minutos seguidos de 5 minutos en
hielo. A continuacién, se afadié una cola de poliA en el extremo 3’ del cDNA
mediante incubacion durante 30 minutos, a 37 °C, con transferasa terminal
(Amersham) en presencia de dATP. Finalmente, el enzima se inactivé incubando
durante 2 minutos a 65 °C y el producto obtenido se amplificé por PCR. Para la
primera reaccion de PCR se utilizaron el mismo oligonucledtido especifico
utilizado para la retrotranscripcion (HR3) y el oligonucledtido dT-Notl (Tabla
II1.2) que se une a la cola de poli A anadida. El producto obtenido se reamplifico

utilizando los oligonucle6tidos HF2R y Notl (Tabla II1.2).

La figura III.3 muestra de forma esquematica las diferentes etapas de esta

técnica.
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Figura IIL.3. Etapas de la técnica de 5> RACE.

87



Materiales y Métodos

111.2.3.7. Electroforesis de DNA

La electroforesis de DNA se realizd en cubetas para electroforesis

MiniSub ® Cell GT de Bio-Rad.

Las muestras para electroforesis se prepararon mezclando la muestra a
analizar con tampdn de carga (glicerol 40 % (v/v) y azul de bromofenol en agua

destilada) en proporcion 4:1.

La electroforesis se realizo en geles de agarosa preparados en tampon TAE
(Tris-base 40 mM, Acido acético glacial 0,11 % (v/v), EDTA-Na, 2 mM pH 8).
La concentracion de agarosa usada vari6 entre 0,8 % y 2 % dependiendo del
tamafio de los fragmentos de DNA a separar. La electroforesis se realizd a un

voltaje entre 80-90 V en tampon TAE.

Después de la electroforesis, los geles se tifieron por inmersion durante 15
minutos en una solucidon de Bromuro de etidio y tras lavar con agua, el DNA se
visualizd mediante exposicion del gel a luz ultravioleta (254nm-300nm) en un

transiluminador (New Brunswick Scientific) y se fotografiaron.

Los marcadores de peso molecular que se utilizaron fueron A/HindIII de

MBL y Step ladder 50 pb de Sigma.

I11.2.3.8. Digestion con enzimas de restriccion

Las digestiones de DNA con enzimas de restriccion se realizaron en las
condiciones recomendadas en cada caso por la casa comercial. Los enzimas de

restriccion que se utilizaron fueron de Amersham, Fermentas y New England
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Biolabs. Usualmente las reacciones se realizaron con 0,1-0,5 ng de DNA, 1 pL del
tampon 10X suministrado por la casa comercial y 0,5-10 U de enzima de
restriccion en un volumen final de 10 pL. Las digestiones se realizaron por
incubacion durante 2 horas a la temperatura Optima del enzima de restriccion

utilizada.

111.2.3.9. Purificacion de fragmentos de DNA de geles de agarosa

Se realiz6 una electroforesis en geles de agarosa, se identificé el fragmento
de DNA de interés y se cortd con un bisturi la zona correspondiente del gel. El
DNA se eluy6 de la agarosa utilizando el kit NucleoSpin® Extract IT (Macherey-
Nagel) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI DNA, en presencia de
agentes caotropicos, se une a una membrana de silica. Las contaminaciones se
eliminan de la membrana con un paso de lavado con etanol y finalmente se eluye
el DNA con agua o con tampén de elucion (Tris-HCI SmM pH 8,5) proporcionado
por el kit.

I11.2.3.10. Vectores de clonaciéon

Para la clonacion de fragmentos de DNA obtenidos por PCR se utiliz6 el
vector pSTBlue-1 de Novagen (Figura III.4). El vector hecho lineal posee una
timina desapareada adicional en 5' que hibrida con la adenina que agrega la Taq
polimerasa en las reacciones de amplificacion, facilitando asi la clonacion de los

productos de PCR. Este vector tiene un gen de resistencia a ampicilina y
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kanamicina para la seleccién de transformantes y también permite la seleccion

azul-blanca por a-complementacion.

)
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Figura II1.4. Mapa de restriccion del vector
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El vector incluye las secuencias promotoras de los fagos T7, SP6 y M13

que permite secuenciar los fragmentos clonados con oligonucledtidos universales.

I11.2.3.11. Ligacion

Las reacciones de ligacion de fragmentos de DNA obtenidos por digestion
con enzimas de restriccion o mediante PCR se realizaron utilizando T4 DNA
ligasa (Promega) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Normalmente se
realizaron en un volumen final de 10 uL que contenian la cantidad adecuada de

vector e inserto en proporcion 1:5, 1 uLL de tampodn de ligacion 10X proporcionado
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por la casa comercial y 1 uL de T4 DNA ligasa. La mezcla de reaccion se incubd

a 10-12 °C durante toda la noche.

I11.2.3.12. Cultivos bacterianos

Los medios de cultivo usados para el crecimiento de bacterias se
esterilizaron por calor himedo en un autoclave a 121°C y 1 atmdsfera de presion,

durante 20 minutos.

Como medio normal de crecimiento de bacterias se utilizo el medio Luria
Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989), cuya composicion es: triptona 1 % (p/v),
extracto de levadura 0,5 % (p/v) y NaCl 0,5 % (p/v) en agua destilada. Para la
preparacion del medio solido se afiadi6 agar bacterioldogico a una concentracion

final de 1.5 % (p/v).

Los medios de cultivo se suplementaron con diferentes antibidticos para
seleccionar las bacterias que contenian el plasmido. Las soluciones de antibioticos
se prepararon 1000 veces concentradas, se esterilizaron por filtracion utilizando
filtros de 0,22 um de didmetro de poro y se conservaron a -20°C. La
concentracion final de los antibidticos en el medio de cultivo fue 50 pg/mL para la
ampicilina (Ap), 25 pg/mL para la kanamicina (Km) y 15 pug/mL para la

tetraciclina (Tc).

En el caso de realizar seleccion azul/blanca, los medios de cultivo se
suplementaron con IPTG (Isopropil-p-D-tiogalactopiranésido) y X-Gal (5-bromo-
4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido) en una concentracion final de 20 pg/mL

de medio de cultivo. La disolucion de partida de IPTG se prepar6 a una
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concentracion de 200 mg/mL en agua destilada y la de X-Gal a 20 mg/mL de

dimetilformamida, ambas se conservaron a — 20 °C.

I11.2.3.13. Preparacién de células competentes

Para los experimentos de clonacidon y expresion se ha utilizado la cepa

XL 1-blue de Escherichia coli.

La preparacion de células competentes se realizé segun el método descrito
por Nishimura et al. (1990). Se puso a crecer una colonia de Escherichia coli en 3
mL de LB a 37 °C, con agitacién durante toda la noche. Se tomaron 0,5 mL de
este cultivo, se inocularon en 50 mL de medio A (LB suplementado con glucosa
0,2 % (p/v) y MgSO4 7 H,O 10 mM) y se dejo crecer a 37 °C hasta que el cultivo
alcanz6 la fase exponencial de crecimiento (DOgpo = 0,5). El cultivo se mantuvo
en hielo durante 10 minutos y se centrifugd a 1.500 xg durante 10 minutos, a 4 °C.
El sedimento se resuspendié con suavidad en 250 pL de medio A frio y a
continuacion se anadieron 1,25 mL de medio B (LB suplementado con glicerol 36
% (v/v), poletilenglicol 7.500 12 % (p/v) y MgSO47 H,O 12 mM). Las células
competentes se dividieron en fracciones de 100 pL y se conservaron a -80 °C

hasta su uso.

111.2.3.14. Transformacion

La transformacion de las células competentes se realizé segun el método

descrito por Nishimura et al. (1990). El producto de ligacion se anadié a 100 pL
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de células competentes (apartado 111.2.3.13.) y se mantuvieron en hielo durante 1
hora. Transcurrido este tiempo, las células se sometieron a un choque térmico de 2
minutos a 42 °C y se incubaron durante 10 minutos en hielo. A continuacion se

afiadieron 900 pL de LB y se dejo que las células crecieran durante 1 hora a 37 °C.

Las bacterias que contenian el plasmido se seleccionaron por su
crecimiento en placas de LB-Agar suplementado con el antibidtico adecuado
segun la resistencia conferida por el plasmido utilizado en cada caso. Para ello, las
bacterias se sembraron en estas placas y se incubaron durante toda la noche a 37

°C.

111.2.3.15. Extraccion de DNA plasmidico

Para el aislamiento del DNA plasmidico se utilizaron distintos métodos

dependiendo del grado de pureza y de la cantidad de DNA requeridos.

111.2.3.15.1. Método de la lisis alcalina

Este método permitié la obtencion de DNA plasmidico a pequena escala
que fue utilizado para el andlisis de clones después de la transformacion. Se siguid
el protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). Se partio de 1,5 mL de un
cultivo liquido de bacterias en LB suplementado con los antibidticos
correspondientes. Las bacterias se recogieron por centrifugaciéon a 16.100 xg
durante 3 minutos y se resuspendieron con 100 pL de solucion P1 (Tris-HCI 50

mM pH 8, EDTA 1 mM). A continuacion, se afiadieron 200 pL de solucion de
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lisis (NaOH 200 mM, SDS 1 % (p/v)), se agitd el tubo por inversion y la muestra
se neutralizé afiadiendo 200 pL. de acetato potasico 3M pH 5,5 y se dejo incubar
en hielo durante 15 minutos. Tras la incubacién se centrifugd durante 10 minutos
a 16.100 xg para sedimentar todos los componentes precipitados. El sobrenadante
se pas6 a un tubo limpio y se afiadieron 500 pL de una mezcla de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) pH = 8, tras una agitacion fuerte, se
centrifugd durante 3 minutos a 10.000 xg. Se recogio la fase acuosa y se afiadieron
500 pL de una mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) para eliminar los
restos de fenol que pudiesen quedar, se agitd fuertemente y se centrifugd durante
3 minutos a 16.100 Xg. Finalmente, la fase acuosa se pasoé a un tubo limpio, se
afiadié 1 mL de etanol y la mezcla se incub6 durante 30 minutos a —20 °C para
precipitar el DNA. El DNA se recogi6 por centrifugacion a 16.100 xg durante 15
minutos a 4 °C y se lavé con etanol al 75 % (v/v). El precipitado de DNA se seco
al aire y se resuspendio en 25 puL. de agua o TE (Tris-HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 1
mM).

I11.2.3.15.2. Método GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Amersham Biosciences)

Este sistema se utilizd para la preparacion rapida de DNA plasmidico libre
de RNA para su uso en reacciones de digestion con enzimas de restriccion o para
su secuenciacion. Para la realizacion de este método se partio de 3 mL de cultivo
y se siguieron las instrucciones del fabricante. El fundamento de este kit es similar
al de la lisis alcalina, después de la neutralizacion en vez de utilizar disolventes
organicos, el lisado se aplica a una columna a la que se une el DNA
especificamente. Posteriormente el DNA se eluye de la columna con agua o con

TE.
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I11.2.3.16. Secuenciacidén

La secuenciacion de DNA se realizo en el Servicio de Secuenciacion del
Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lépez-Neyra del CSIC de Granada con
un secuenciador automdatico modelo 373 STRECHT (Applied Biosystems). La
secuenciacion se realizo segun el método de Sanger modificado, para el que cada
desoxinucleotido estd marcado con un cromoéforo distinto. Las reacciones para la
secuenciacion se realizaron en un volumen final de 12 pL en los que se afiadio la

cantidad adecuada de DNA y 6,4 pmol de oligonucleotido.

Nombre Secuencia
MI13R 57 -GGAAACAGCTATGACCATG-3~

T7 57 -CTAATACGACTCACTATAGGG-3”

Tabla I1L.3. Oligonucleo6tidos empleados en las reacciones de secuenciacion.

I11.2.4. Expresion heterdloga en bacterias

Para la expresion heterdloga de las proteinas de estrés en bacterias, se
clond el cDNA con la secuencia codificante de la proteina en el vector pQE-31
(Figura II.5) que permite obtener la proteina fusionada a 6 histidinas en el

extremo amino.

Bacterias de Escherichia coli de la cepa XL1-blue transformadas con la
construccion (apartado II1.2.3.14.) crecieron a 37 °C en medio LB suplementado

con ampicilina hasta que el cultivo alcanz6 la fase exponencial de crecimiento
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(DOgpo = 0,5-0,7), en este momento se indujo la expresion de la proteina por

adicion de IPTG a una concentracion final de 1mM.

Para comprobar que la expresion de la proteina habia sido inducida se
recogieron muestras a distintos tiempos después de la adicion de IPTG, se lisaron
las células con tampén de carga de SDS-PAGE (apartado 111.2.2.2.) y se

analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida (apartado 111.2.2.3).
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Figura IIL.5. Mapa de restriccion del vector pQE.
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II1.2.5. Tratamientos de estrés en bacterias
I11.2.5.1. Estrés térmico
11.2.5.1.1. Analisis de la estabilidad termal de las proteinas de Escherichia coli

Para analizar la estabilidad termal de las proteinas de Escherichia coli se
siguio el método descrito por Yu et al. (2005) con algunas modificaciones.
Bacterias transformadas con la construccion (pQE 31-HSP) y bacterias controles
(transformadas solo con el pldsmido pQE-31) crecieron en 250 mL de LB
suplementado con ampicilina y se indujo la expresion de la proteina segin lo
descrito en el apartado II1.2.4. Después de toda la noche a 37 °C, las bacterias se
recogieron por centrifugacion a 7.500 Xg durante 15 minutos a 4 °C, se
resuspendieron en 5 mL de TE (Tris-HCI 20 mM, EDTA ImM pH 7,5) y se

congelaron durante toda la noche a -20 °C.

Al dia siguiente se descongelaron y se lisaron por sonicacion con pulsos
cortos durante 5 minutos. Los lisados se centrifugaron a 15.000 xg durante 20

minutos a 4 °C y se midi6 la concentracion de proteinas en los sobrenadantes.

Las proteinas en los sobrenadante se diluyeron con TE hasta una
concentracion de 3 mg/mL y alicuotas de 500 pL se incubaron durante 15 minutos
a temperaturas variables desde 30 °C hasta 100 °C en un termobloque. Las
muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se centrifugaron a 15.000 xg
durante 10 minutos para sedimentar los agregados de proteinas, los sobrenadantes

se analizaron mediante SDS-PAGE.
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111.2.5.1.2. Estudios de viabilidad

Para los estudios de viabilidad de Escherichia coli a altas y a bajas
temperaturas se siguid el protocolo descrito por Soto et al. (1999) con algunas

modificaciones.

Tres horas después de la induccion de la expresion de la proteina en
bacterias transformadas con la construccion (pQE 31-HSP) y en bacterias
controles (pQE 31) los cultivos se diluyeron con medio LB/Ap hasta una DOgg de
0,6 y se incubaron a 50 °C. Después de 0, 30 y 60 min se tomaron alicuotas de los
cultivos, se hicieron diluciones y se sembraron en placas de LB-agar/Ap. La
viabilidad celular se determin6 contando el numero de unidades formadoras de
colonias (UFC) después de incubar las placas a 37 °C durante toda la noche. El
porcentaje de viabilidad se calculd tomando como referencia el nimero de UFC

en las placas correspondientes al cultivo a tiempo 0.

Para los tratamientos en frio, tres horas después de la inducciéon los
cultivos se diluyeron con medio LB/Ap hasta una DOgy de 0,6, se hicieron
diluciones y se sembraron en placas de LB-agar/Ap. Las placas se incubaron entre
-2y 0 °C durante 3, 5, 7 y 10 dias, después se incubaron a 37 °C durante toda la
noche para permitir el crecimiento de las bacterias y se cont6 el nimero de UFC.
El porcentaje de viabilidad se calculé tomando como referencia el niimero de

UFC en las placas correspondientes al cultivo a tiempo 0.
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111.2.5.2. Estrés oxidativo

Se indujo la expresion de la proteina (apartado I11.2.4.) en bacterias
transformadas con la construccion (pQE 31-HSP) y en bacterias controles (pQE
31), tres horas después de la induccion, los cultivos se diluyeron hasta una DOgg
de 0,6 con medio LB/Ap suplementado con H,O; en una concentracion final de
ImM y se dejaron crecer a temperatura ambiente con agitacion. Después de 30,
60, 120 min y O/N se cogieron alicuotas de los cultivos, se hicieron diluciones y
se sembraron en placas de LB-agar/Ap. La viabilidad celular se determind
contando el numero de UFC después de incubar las placas a 37 °C durante toda la
noche. El porcentaje de viabilidad se calcul6 tomando como referencia el nimero

de UFC de un cultivo igual sin H,O,.

I11.2.5.3. Estrés salino

Se indujo la expresion de la proteina (apartado II1.2.4.) en bacterias
transformadas con la construccion (pQE 31-HSP) y en bacterias controles (pQE
31), tres horas después de la induccion, los cultivos se diluyeron hasta una DOggp
de 0,6 con LB/Ap suplementado con NaCl en una concentracion final del 5 %
(p/v) y se dejaron crecer a temperatura ambiente con agitacion. Después de 60,
120 min y O/N se cogieron alicuotas de los cultivos, se hicieron diluciones y se
sembraron en placas de LB-agar/Ap. La viabilidad celular se determiné contando
el nimero de UFC después de incubar las placas a 37 °C durante toda la noche. El
porcentaje de viabilidad se calculé tomando como referencia el niimero de UFC

de un cultivo igual con NaCl al 0,5 %.
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I11.2.6. Transformacion de plantas

I11.2.6.1. Vectores de transformacion en plantas

Para los experimentos de transformacion en plantas se utilizo el vector
pGUSINT (Vancanneyt et al., 1990) que contiene el promotor 35S de

citomegalovirus y un gen de resistencia a kanamicina.

HindIll-Sphl-Pstl-HincliH 35S promoter -Xbal-BamHI-SmalH{ GUS-gene |- Sstl-Kpnlq{ 35S 3’end |-Sphl-Pstl-HindlIl

Figura II1.6. Mapa de restriccion del vector pPGUSINT.

La construccién se realizd sustituyendo el gen de la B-glucuronidasa

(GUS) del vector por el gen de la proteina de estrés.

I11.2.6.2. Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

Para los experimentos de transformacidn en plantas se ha utilizado la cepa

de Agrobacterium tumefaciens LBA4404.

Para la transformacion de Agrobacterium tumefaciens se utilizo el método
de congelacion/descongelacion. En 200 mL de LB se inocularon 4 mL de un
cultivo de Agrobacterium crecido durante toda la noche, se incubo entre 28 y 30
°C durante 5-6 horas y se centrifug6 a 2.500 xg durante 5 minutos. El sedimento

se resuspendié en 100 mL de Tris-HCI 10 mM pH 8 y se volvid a centrifugar 5
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minutos a 2.500 Xg, el sedimento se resuspendid6 en 2 mL de LB. Para la
transformacion se utilizaron 100 pL de células y se afiadieron 50 pL. de DNA (5
puL de plasmido en 50 uL de agua), la mezcla se congeld durante 5 minutos en
nieve carbdnica y a continuacioén se descongeld en un bafio a 37 °C durante 25
minutos. A continuacion se afiadiéo 1 mL de LB y se incub6 a 28 °C durante 1 hora

con agitacion.

Las bacterias que contenian el plasmido se seleccionaron sembrandolas en
placas de LB agar con kanamicina en una concentracion final de 50 pg/mL. Las

placas se incubaron entre 28 y 30 °C durante 2-3 dias.

I11.2.6.3. Esterilizacion y germinacidén de semillas

Las semillas se esterilizaron sumergiéndolas durante 15 minutos en lejia al
20 % (v/v), posteriormente se lavaron cinco veces con agua destilada estéril. Para
la germinacion, las semillas se esparcieron sobre papel de filtro estéril y
humedecido y se pusieron en una placa petri de vidrio. Las semillas germinaron
en oscuridad a 25 °C durante dos semanas. Posteriormente las semillas
germinadas se pasaron a medio Gamborg’s B-5 (Sigma) pH 5,8 con 0,6 % de agar

y se dejaron crecer a 25 °C con 16 horas de luz y 8 de oscuridad.

I11.2.6.4. Transformacidn de plantas de tabaco v de Arabidopsis thaliana.

La transformacion de plantas de tabaco y arabidopsis se realizd siguiendo

el protocolo descrito por Horsch et al., (1985) con algunas modificaciones.
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El cultivo de Agrobacterium se realiz6 el dia antes de la transformacion
inoculando una colonia de la bacteria en medio LB liquido con kanamicina 50
pug/mL y estreptomicina 100 pg/mL y se incubd en agitacion a 27°C durante toda
la noche. Antes de la transformacion, el cultivo se centrifugd durante 10 minutos a
1.500 xg y se resuspendido en medio Murishage and skoog (MS) liquido sin

antibiodticos.

Después de un mes y medio de crecimiento de las plantas se cortaron
fragmentos de hojas de aproximadamente 1 cm’ y se sumergieron durante 15
minutos en el cultivo de Agrobacterium tumefaciens. Después de la incubacion,
los discos de hojas se lavaron con agua estéril y se secaron con papel de filtro
estéril para eliminar el exceso de Agrobacterium. Posteriormente los discos de
hojas se incuban en medio de regeneracion (medio MS, vitaminas BS, sacarosa 30
g/L, benziladenina (BA) 1 mg/L, 4cido naftalenacético (NAA) 0,1 mg/L, agar 0,8
% (p/v) pH 5,7) sin antibioticos durante 48 horas con un fotoperiodo de 16 horas

de luz y 8 de oscuridad.

Después de 48 horas, los explantos se lavaron con una disolucién de
cefotaxima 250 pg/mL para eliminar Agrobacterium, se secaron con papel de
filtro estéril y se transfirieron a medio de seleccion (medio de regeneracion con
250 pg/mL de cefotaxima y con kanamicina para seleccionar los explantos
transformados). Se utilizaron distintas concentraciones de kanamicina (0, 50, 100
y 150 pg/mL) para seleccionar la concentracion de kanamicina que permite el
crecimiento de los explantos transformados pero no el de los explantos controles

sin transformar. Cada dos semanas los explantos se pasaron a medio fresco.
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Cuando los brotes alcancen un tamafo de 10-20 mm se pasaran a placas
con medio de enraizamiento (medio MS, vitaminas B5, sacarosa 30 g/L, agar 0,8

% (p/v) pH 5.,7).
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IV. RESULTADOS

IV.1 Efecto de los tratamientos sobre la maduracion de los frutos de

chirimoyo.

IV.1.1. Efecto sobre el aspecto externo e interno de los frutos.

Frutos de chirimoyo recogidos en su estado Optimo de maduracion
fisiologica fueron trasladados al laboratorio y tratados el mismo dia de su
recoleccion. Se realizd un tratamiento consistente en el almacenamiento durante
18 horas en frascos de cristalizacion por los que se hacia pasar un flujo constante
de una mezcla de CO; y aire en proporciones constantes de CO;, al 30%, 50%,
75% y 100%, seglin los casos. Transcurrido este tiempo se almacenaron durante 3
dias a 8 °C (una temperatura que produce dafios por frio pero no muy severos),
después se mantuvieron durante 5 dias a 20 °C para inducir la senescencia (Ver

figura III.1).

Este tratamiento con proporciones variables de CO, no produjo cambios
notables en el patron de maduracion, aunque si dio lugar a un retraso moderado en
el tiempo que tardaban los frutos en alcanzar la senescencia. Se observéd que el
tratamiento producia una buena conservacion del aspecto externo de los frutos,

disminuyendo de manera notable el pardeamiento del epicarpio (figura IV.1).

Aunque no se observaron cambios aparentes en el aspecto externo de los
frutos, cuando las chirimoyas se abrieron para la obtencion de muestras de
mesocarpio, se hicieron patentes los dafios por frio en un alto porcentaje de frutos,
asi como lesiones producidas por la alta concentraciéon de CO,. La figura IV.1
muestra una imagen del aspecto interno de estos frutos. Puede observarse en los

frutos controles la aparicion de bandas pardas préximas al epicarpio, como
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consecuencia de necrosis celular y deposicion de polifenoles. Resultados
semejantes se observaron en frutos tratados con los porcentajes mas altos de CO»,
especialmente con la proporcion del 75 %. Sin embargo, los frutos tratados con
una proporcion de CO, del 30 % presentaron un perfil adecuado de maduracion y
no se observaron alteraciones necroticas en su mesocarpio. La mejora respecto a

los frutos controles fue muy marcada.

Control 8 °C

50 % CO,
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75 % CO,

Figura 1IV.1. Frutos de chirimoyo tratados durante 18 horas con la
proporcion indicada de CO,, almacenados posteriormente a 8 °C durante tres
dias y mantenidos a 20 °C durante otros 5 dias para inducir la senescencia.
Las flechas sefalan lesiones caracteristicas de dafios por frio y por efecto del
CO..

Parece evidente que el tratamiento con altos porcentajes de CO, produce
graves perjuicios en la maduracion post-cosecha de las chirimoyas, por lo que no
se crey0d conveniente insistir en estas elevadas concentraciones de CO,. Los
resultados obtenidos con frutos almacenados con el 30% de CO; nos llevaron a

ensayar porcentajes de CO, hasta esa concentracion.

Los frutos se almacenaron durante 4 dias en atmosferas con porcentajes de
CO; al 10%, 15%, 20%, y 25% simultaneamente con el almacenamiento a 8 °C, la
concentracion de O, fue del 18 % en todos los casos. Transcurrido este tiempo los
frutos se mantuvieron durante 6 dias a una temperatura de 20 °C para que se

produjera la maduracion (Ver figura 3.1).

Este tratamiento también produjo una buena conservacion del aspecto
externo de los frutos, en la figura IV.2 se puede observar el pardeamiento del

epicarpio en frutos controles que no aparece en frutos tratados con CO,. Al abrir
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los frutos también se pudo observar una disminucion de las lesiones por frio en
frutos tratados con CO, con respecto a los frutos que solo fueron almacenados a

8°C.

Control 8°C

X

10 % CO,

15 % CO,
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20 % CO,

25 % CO,

Figura IV.2. Frutos de chirimoyo tratados durante 4 dias a 8 °C con la
proporcion indicada de CO, y mantenidos a 20 °C durante otros 6 dias para
inducir la senescencia. Las flechas sefialan lesiones caracteristicas de dafios
por frio.

El tratamiento con estas bajas concentraciones de CO, produce una mejora
de los dafios por frio ocasionados por el almacenamiento a 8 °C, ademas los frutos
tratados con CO, maduraron de forma correcta sin alterarse ninguna de sus
propiedades organolépticas. No se encontraron diferencias significativas entre los

grupos tratados con CO,.
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IV.1.2. Efecto sobre la concentracién de solidos solubles totales en mesocarpio.

Durante la maduracion de los frutos se produce una intensa sintesis de
sustancias solubles, fundamentalmente azicares y 4cidos organicos, procedentes
de la degradacion de sustancias de reserva. El incremento en la concentracion de
azucares y de acidos organicos determina una subida gradual en el indice de
refraccion, que llega a alcanzar valores que oscilan entre 20 y 24 °Brix,

dependiendo de los frutos, variedades botanicas o cultivares y épocas de

recoleccion.
25 - _
20 A
.é 15 _
|
e
— 10
)
(7))
5 -
0
dia0 dia2 dia4 dia 6 dia 8 dia 10
—o— Controles 20°C 6,5 10,5 22 23
—a— Controles 8°C 6,5 8 10,1 19,1 23,9 23,8
10% CO, 6,5 9,5 8,25 11,3 20,1 23,2
15% CO, 6,5 8 8,85 12,4 21,9 23,5
=¥ 20% CO2 6,5 10 9 12,7 21 22,6
——25% CO, 6,5 8 7,9 9,45 20,2 23,1

Figura IV.3. Evolucion del contenido de SST en mesocarpio de chirimoyas
almacenadas en distintas condiciones. Los resultados se expresan en °Brix.

La figura IV.3 muestra la evolucion del contenido en so6lidos solubles

totales (SST) al aplicar los distintos tratamientos. Como puede observarse, cuando
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los frutos maduran a 20 °C, el contenido en SST se incrementa rapidamente
alcanzando un valor maximo entre los dias 4 y 6. Cuando la maduracién se
produce a 8 °C el aumento de SST es mas lento, y no se alcanza un valor maximo
hasta el dia 8. Este retraso es mas acentuado en los frutos tratados con CO, donde
los SST no se incrementan de forma importante hasta el dia 8 y se alcanza el valor

maximo el dia 10.

En todos los casos, cuando los frutos alcanzan la senescencia los valores
de SST son normales, alcanzando los mismos valores que en frutos almacenados a

20 °C.

IV.1.3. Efecto sobre el pH de mesocarpio.

Cuando las chirimoyas son recolectadas el pH del mesocarpio tiene un
valor en torno a 6, a lo largo de la maduracion se produce la hidrdlisis del almidon
y parte de la glucosa se transforma en acidos organicos, esto provoca la
disminucién del pH, que alcanza valores en torno a 4 cuando los frutos llegan al

momento Optimo para su consumo.

La figura IV.4 muestra la evolucion del pH al aplicar los distintos
tratamientos, cuando la maduracion ocurre a 20 °C se produce un descenso
gradual del pH alcanzdndose un valor en torno a 4 el cuarto dia tras la recogida
coincidiendo con la elevacion de la cantidad de SST. Cuando los frutos maduraron
a 8 °C el descenso de pH fue mas lento y el valor minimo se alcanz6 entre los dias
8 y 10. Cuando los frutos se trataron con CO, el aumento de acidez se retras6 atn

mas, alcanzando el valor minimo el dia 10.
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7 -
6 -
I i
S 5
4
3 - - - - - -
dia0 dia 2 dia4 dia 6 dia 8 dia 10
—e— Controles 20°C| 6,03 5,18 4,2 3,93
—a— Controles 8°C 6,03 5,57 5,56 4,69 4,1 4,05
10% CO, 6,03 6,17 6,1 5,26 4,3 4,1
15% CO, 6,03 6,25 6,21 5,34 4,3 4,15
—%—20% CO, 6,03 6,21 6,53 5,09 4,25 4.1
—e—25% CO, 6,03 6,32 6,26 5,79 4,2 4

Figura IV .4. Evolucién del pH de mesocarpio de chirimoyas almacenadas
en distintas condiciones.

En todos los casos, cuando los frutos alcanzan la senescencia los valores
de pH son normales, alcanzando los mismos valores que en frutos almacenados a

20 °C.

1V.1.4. Efecto sobre la concentracidén de azicares en mesocarpio.

El contenido en azucares varia mucho de unos frutos a otros e incluso de
unas variedades a otras. En términos generales sacarosa, glucosa y fructosa son
los principales azlcares encontrados en todos los frutos aunque pueden aparecer

otros en cantidades muy inferiores a estos. La glucosa y la fructosa son los
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monosacaridos mayoritarios encontrados en la chirimoya, detectindose pequenas

diferencias de concentracion entre ambos.

50 -
S 40 -
19
2 30 -
(@)]
E
< 20
[72]
3
E 10 -
0]
0
dia0 dia 2 dia4 dia6 dia 8 dia 10
—e—20°C 5,030 | 11,799 | 37,625 | 42,733
—=—8°C 5,030 8,045 | 15,601 | 30,753 | 37,054 | 41,180
10% CO, | 5,030 | 11,597 | 8,034 | 14,350 | 28,739 | 43,202
15% CO, | 5,030 8,544 | 15,533 | 17,139 | 38,827 | 34,380
—%—20% CO, | 5,030 11,498 | 16,074 | 35,790 | 34,749
—e—25% CO, | 5,030 5,966 | 15,056 | 8,652 | 37,359 | 46,313

Figura IV.5. Evolucion del contenido en glucosa en mesocarpio de
chirimoyas almacenadas en distintas condiciones. Los resultados estan
expresados en mg de glucosa/ g de tejido.

Las figuras IV.5 y IV.6 muestran los cambios en las concentraciones de

glucosa y fructosa en el mesocarpio de los frutos al aplicar los distintos

tratamientos. En todos los casos la concentracion de ambos azucares se

incrementa progresivamente durante la maduracion. En frutos que maduraron a 20

°C el mayor incremento se produce el dia 4 tras la recogida, alcanzandose el valor

maximo el sexto dia. En frutos almacenados a 8 °C el incremento de la

concentracion de azucares se retraso hasta el dia 6 alcanzando el valor maximo el
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dia 10. En frutos tratados con CO; el retraso fue mayor, observandose el mayor

incremento el dia 8.

En todos los casos, los valores de azlcares obtenidos al final del

tratamiento fueron similares a los obtenidos en frutos conservados a 20 °C.

50
o
:-CIE_)‘ 40 /
(@]
> 30
E
© 20
7]
o
§ 10 -
L
0
dia0 dia 2 dia4 dia6 dia 8 dia 10
—e—20°C 6,405 11,321 | 34,938 | 41,623
—8—8°C 6,405 8,944 15,086 | 28,814 | 35,723 | 42,914
10% CO, 6,405 10,766 8,215 11,821 | 27,558 | 42,487
15% CO, | 6,405 8,240 15,246 | 16,389 | 37,317 | 37,763
—%=—20% CO, | 6,405 12,414 | 14,265 | 34,637 | 36,368
——25% CO, | 6,405 6,418 15,301 7,216 36,412 | 45,128

Figura IV.6. Evolucion del contenido en fructosa en mesocarpio de
chirimoyas almacenadas en distintas condiciones. Los resultados estan
expresados en mg de fructosa/ g de tejido.

IV.2. Induccion de proteinas en mesocarpio de chirimoya por tratamientos

con CO, y frio.

Para estudiar el efecto que tiene el tratamiento con CO, en la expresion de

proteinas en mesocarpio de chirimoya, se analizaron muestras de frutos controles
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y de frutos tratados en atmosferas con proporciones variables de CO, mediante
electroforesis bidimensional, tal como se describe en el apartado 111.2.2.4. Para la
primera dimension se utilizaron tiras para isoelectroenfoque de 7 cm con
diferentes rangos de pH, obteniéndose los mejores resultados cuando se usaron

rangos de pH entre 4y 7 o entre 5 y 8.

En la figura IV.7 se muestran fotografias de geles en los que se han
separado por electroforesis bidimensional extractos proteicos de mesocarpio de
chirimoya. Se comparan los resultados de un fruto control que se conservé a 20 °C
durante 2 dias y de un fruto tratado durante 18 horas con un 30% de CO,y
después conservado a 8 °C durante 2 dias. Se puede observar que el patron de
proteinas de ambas muestras es muy similar pero se aprecian algunas diferencias
en la expresion de proteinas de bajo peso molecular. El resultado mas aparente es
la presencia de dos proteinas que se expresan con gran intensidad en frutos

tratados con CO; pero que no aparecen en los frutos controles.

pH=5 pH=8 pH=5 pH=8

A -—

Control « CoO,
. :.“-— ' L
A '

- o““ \- . "

e . YL

. _ =293KD A N /1 —29,3kD

F "_"' A = ’ ~ .
b o8 2o RS el 200

Figura IV.7. Tincién de plata de proteinas separadas por electroforesis
bidimensional. Las muestras de proteinas se obtuvieron de un fruto control
que se conservo a 20 °C durante 2 dias tras su recoleccion y de un fruto
tratado durante 18 horas en una atmosfera con un contenido de CO, del 30%
y almacenado a 8§ °C durante 2 dias.
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Se estudid, ademas, como varia la expresion de estas proteinas inducidas
por el tratamiento con CO, al ir progresando la maduracion. Se hizo electroforesis
bidimensional de muestras de mesocarpio obtenidas en dias sucesivos de
maduracion tras ser sometidas a una atmdésfera con un 30% de CO,. En la figura
IV.8 se muestra solo la zona del gel donde aparecen las proteinas de interés. Se
puede observar que, al ir progresando la maduraciéon, va disminuyendo la
expresion de estas proteinas y en el dia 5 después de la recogida la senal es casi

imperceptible.

' . . @ .
- )1 /
i . %* ., %‘ ) | ‘
-— T ® .
Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia5

2 Y + &

Figura IV.8. Detalle de geles bidimensionales en los que se han separado
proteinas extraidas de chirimoyas en sucesivos dias de maduracion tras ser
tratadas con CO, al 30 %. Las flechas indican proteinas fuertemente
inducidas por el tratamiento.

También estudiamos el efecto que tiene la concentracion de CO; en la
induccion de estas proteinas, en la figura IV.9 se muestra la misma zona de los
geles de muestras de mesocarpio de chirimoyas que habian sido tratadas con 50%

y 100% de CO.

Puede observarse que a concentraciones elevadas de CO; no se produce la

induccion de estas dos proteinas y que, ademas, dejan de observarse o se observan

118



Resultados

con menor intensidad todas las demas proteinas, aunque la cantidad de muestra

cargada en los geles fue idéntica en todos los casos.
. .

i
L4
Ty W "-" 2 -

| .
Control 30% CO, 50% CO, 100% CO,

Figura IV.9. Detalle de geles bidimensionales en los que se han separado
proteinas extraidas de chirimoyas control y sometidas a tratamientos con
CO; en las proporciones indicadas, tras 2 dias de almacenamiento a 8 °C. Las
flechas indican proteinas fuertemente inducidas por el tratamiento con CO,
al 30 %.

Para comprobar si las proteinas que se han inducido por el tratamiento con
CO; son proteinas de choque térmico procedimos a su identificacion mediante la
técnica de MALDI-TOF MS. Para ello las proteinas correspondientes a extractos
de mesocarpio de chirimoya que habian sido tratadas con un 30% de CO, y
conservadas durante dos dias a 8 °C se separaron mediante electroforesis
bidimensional y se tifieron con azul Coomassie. Se seleccionaron aquellas
proteinas que aparecian especificamente en muestras sometidas a estrés, se
escindieron con un bisturi de los geles de poliacrilamida y se sometieron a una

digestion con tripsina (Apartado 111.2.2.8.).

Como consecuencia de la digestion con tripsina cada proteina produce un

conjunto caracteristico de péptidos tripticos que se separan por MALDI-TOF y su
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tamafio molecular y carga se determinan por espectrometria de masas (MS),

produciéndose un espectro caracteristico para cada proteina.

El patron de péptidos obtenido se introdujo en la base de datos MASCOT
y se compar6 con el resto de proteinas incluidas en dicha base de datos. Las
busquedas se realizan introduciendo un margen de error en daltons para cada
péptido encontrado. Cuanto menor sea el error y mayor sea el nimero de péptidos
coincidentes en tamafio, mayor es la probabilidad de una identificacién correcta

de la proteina.

La obtencion de resultados positivos depende de que proteinas muy
semejantes hayan sido secuenciadas y por lo tanto sean conocidas las masas de sus
fragmentos proteoliticos. Al introducir los fragmentos tripticos de las proteinas 1
y 2 en la base de datos obtuvimos que presentaban homologia con proteinas de
estrés de otras especies vegetales (Tabla IV.1), pero no conseguimos identificarlas

ya que no se han secuenciado otras proteinas de estrés de chirimoya.

Mancha | n° de acceso Proteina
1 gi| 22530884 | sHSP, Lycopersicon esculentum
1 gi| 232276 | 18.8 kD class II HSP, Ipomea nil
1 gi| 8671873 | Semejante a 17.6 kD class I HSP, Arabidopsis thaliana
2 gi| 123558 | sHSP, chloroplast precursor, Pisum sativum
2 gi| 232272 | 17.6 Class I HSP, Helianthus annus
2 gi| 15223730 | Putativa HSP, Arabidopsis thaliana
2 gi| 232276 | 18.8 kD class II HSP, Ipomea nil

Tabla IV.1. Proteinas de estrés con semejanzas en sus fragmentos tripticos
con proteinas de estrés de chirimoya.

120




Resultados

IV.3. Marcaje con [35S]-metionina de proteinas de nueva sintesis inducidas

por tratamientos a bajas temperaturas.

Para estudiar el efecto que tienen las bajas temperaturas en la expresion de
proteinas en mesocarpio de chirimoya, después de la recoleccion las chirimoyas se
inyectaron en una zona del mesocarpio con [*°S]-metionina y se almacenaron
durante 24 horas a 4 °C, una temperatura que produce dafios por frio,

posteriormente se mantuvieron a 20 °C para permitir la maduracion de los frutos.

Las proteinas marcadas con [**S]-metionina, que se sintetizan en mayor
concentracion después de los tratamientos de estrés, se analizaron mediante
electroforesis bidimensional de extractos de mesocarpio de chirimoya. Tras la
electroforesis, las proteinas marcadas con S se detectaron mediante
autorradiografia y se identificaron mediante técnicas de MALDI-TOF vy

espectrometria de masas.

La figura IV.10 muestra la autorradiografia de un gel de un extracto de un
fruto control que se conservd a 4 °C durante dos dias y de un fruto que se
conservd a 4 °C durante 24 horas y posteriormente se almacend durante dos dias a
20 °C. Se puede observar un mayor marcaje de proteinas en los frutos

almacenados a 4 °C que en los frutos controles.

Las proteinas mas abundantes se digirieron con tripsina y se analizaron
con MALDI-TOF para su posible identificacion. Los fragmentos tripticos
obtenidos tras la digestion se compararon con el tamafio de los fragmentos
tripticos de otras proteinas incluidas en la base de datos MASCOT. No
conseguimos identificar las proteinas inducidas por el tratamiento de estrés pero si
obtuvimos que algunas de las proteinas seleccionadas presentaban una alta

homologia con otras proteinas de estrés de otras especies vegetales (Tabla IV.2).
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pH8 pH5 pH 8 pH5

Figura IV.10: Autorradiografia de proteinas marcadas con [*°S]-metionina y
separadas por electroforesis bidimensional. Las muestras de proteinas se
obtuvieron de un fruto control que se conservo a 20 °C durante dos dias (A)
y de un fruto almacenado a 4 °C durante 24 horas y posteriormente
almacenado durante dos dias a 20 °C (B). Las flechas sefialan las proteinas
analizadas mediante MALDI-TOF.

La tabla IV.2. muestra las proteinas de estrés con semejanzas en sus

fragmentos con las proteinas de estrés inducidas por las bajas temperaturas.
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Mancha | n° de acceso Proteina % secuencia
3 Q9ZP24 | Precursor de HSP23.6, Triticum aestivum 38%
Q9ZSY0O |HSP17.2IC clase I, Funaria hygrometrica 41%
T05541 | HSP23.6 clase M, Arabidopsis thaliana 39%
Q6Z2L3 |Putativa HSP 16.9, Oryza sativa 15%
4 Q9ZP24 | Precursor de HSP23.6, Triticum aestivum 51%
T09248 | HSP23.5 clase M, Picea glauca 58%
5 T09248 | HSP23.5 clase M, Picea glauca 54%
Q8LSD7 |sHSP, Picea glauca 46%
9 Q8L7T2 |sHSP, Lycopersicon esculentum 50%
T05541 | HSP23.6 clase M, Arabidopsis thaliana 50%

Tabla IV.2. Proteinas de estrés con semejanzas en sus fragmentos tripticos
con proteinas de estrés de chirimoya.

IV.4. Identificacion de genes de estrés

Para tratar de identificar los genes que se inducian por el tratamiento con
CO, y frio se analizaron mediante RT-PCR muestras de frutos controles y de
frutos tratados. Para el disefio de oligonucledtidos se alinearon secuencias de
sHSPs de distintas especies vegetales (Anexo I) y se disefiaron oligonucle6tidos
que hibridan en el dominio a-cristalino que es la zona de mayor homologia. La
figura IV.11 muestra un esquema de la posicion de los oligonucleétidos utilizados

(Tabla III.2) dentro de la secuencia de sHSP.
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a-cristalino
5-UTR 3-UTR
— w7 [T
1 —» <+
HF2 HR1
> —» <+
HF2 HR2

Figura IV.11. Localizacion de los oligonucledtidos utilizados en las
reacciones de RT-PCR para la localizacion de genes correspondientes a

sHSPs.

Para la primera reaccion de PCR se utiliz6 la pareja de oligonucledtidos
HF2/HR1 que nos permiti6 amplificar el dominio a-cristalino y la extension C-
terminal (= 278 pb). Para la segunda reaccion de PCR se utiliz6 la pareja

HF2/HR2 que permite amplificar el dominio a-cristalino completo (= 233 pb).

1 2

MW 20° 8° CO, 20° 8° CO,

=

Figura 1V.12. RT-PCR de RNA total extraido de mesocarpio de chirimoya
expuesto a distintos tratamientos: 20 °C durante 2 dias (20°), 8 °C durante 2
dias (8°) y 20% de CO, + 8 °C durante 2 dias (CO,). Las parejas de
oligonucledtidos utilizadas son HF2/HR1 (1) y HF2/HR2 (2).
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En la figura IV.12 se muestra el resultado de estos experimentos, se
pueden observar bandas amplificadas en frutos tratados que no aparecen o
aparecen con mucha menor intensidad en frutos controles. Dichas bandas se
cortaron del gel de agarosa, se purificaron, se clonaron en el vector pST1-blue y

se secuenciaron.

1 56
AAGGCTGACCTGCCTGGGCTGAAGAAGGAGGAGGTGAAGGTGGAGGTGGAGGACGG
AAGGCTGACCTGCCTGGGCTGAAGAAGGCAGGAAGTGCAAGGTGGAGGTGGCAGGAAGG
AAGGCTGACCTGCCTGGGCTGAGGAAGGCAGGAGGTGCGAAAGTGGAGGTGGCAGGATGG
AAGGCTGACCTGCCTGGGCTG== === === === mm o ——— TTGCGCAGCG
Consenso AAGGCTGACCTGCCTGGGCTGAAGAAGGAGGAGGTGAAGGTGGAGGTGGAGGA GG

A WNP

57 112
GAGAGTTCTCCAGATCAGCGGCGAAAGAAGCAGGGAGAAAGAAGAGAAGAACGACA
GAGGATCCTCCAGATCAGCGGCGAAAGAAGCAGGGAGAAAGAAGAGAAGAACGACA
GAGAGTTCTCCAGATCAGCGGCGAGCGGAGCAGGGAGATGGAAGAGAAGCACGACA
—————— CCTCGATCTCGTCGGCCCTATTGTCGAACAGCCTGAGTACAATCTTTTCA
Consenso GAGAGTTCTCCAGATCAGCGGCGAAAGAAGCAGGGAGAAAGAAGAGAAGCACGACA

A WNPFP

113 168
AGTGGCACCGTGTGGAGAGGAGCAGCGGCAAATTCCTCCGCCGGTTCCGGCTCCCC
AGTGGCACCGTGTGGAGAGGAGCAGCGGCAAATTCCTCCGCCGGTTCCGGCTCCCC
CGTGGCACAGGATGGAGCGATCGAGTGGCAAATTCCTGAGGCGCTTTAGGCTGCCG
ACAGGCACAAGGTTGAGA-=-——=——-- TCGAATACCTTCCGCTTTATAACAACTAC
Consenso AGTGGCACCGTGTGGAGAGGAGCAGCGGCAAATTCCTCCGGCGGTTTCGGCTCCCC

A WNP

169 224
GAAAATGCTAAGGTGGATCAGGTGAAGGCGGCCATAGAGAACGGGGTCCTGACGGT
GAAAATGCTAAGGTGGATCAGGTGAAGTC---CATCGAGATCTCT-=—====—=—~—
GAGAATGCGAAGGTGGAGGGAGTGAAGGCGGCGATGGAGAATGGTGTGCTTACCGT
GGTATTG----GTCTTACTACTTGGAGCC--CACTTGCTTCTGGTGTGCTTACCGT
Consenso GAAAATGCTAAGGTGGATCAGGTGAAGGCGGCCAT GAGAATGGTGTGCTTACCGT

A WNPFP

225 279
1 GACTGTGCCAAAAGAAGAAGTGAAGAAGTCAGAGGTGAAGTCCATCGAGATCTCT
D
3 TACTGTTCC-—— ===
4 TACTGTTCC-———— ===
Consenso TACTGTTCC

Figura 1V.13. Alineamiento de las secuencias amplificadas en las reacciones
de RT-PCR (Figura IV.12) para la amplificacion de genes correspondientes a
sHSPs. En rojo se representan los nucleétidos conservados en todas las
secuencias y en azul los nucleo6tidos conservados en la mayoria de las
secuencias.
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La banda 1 (279 pb) y la banda 3 (233 pb) tienen el tamafio esperado, la
banda 2, de 210 pb, se amplifica como consecuencia de la unidn inespecifica del
oligonucle6tido HR2 (ver figura IV.13). La banda 4, de 187 pb, presenta muy

poca homologia con las otras 3 secuencias.

Las secuencias obtenidas se analizaron con el programa BLAST y se
compararon con el resto de secuencias incluidas en la base de datos, obtuvimos
que las bandas 1, 2 y 3 tenian una gran homologia con sHSPs de otras especies
vegetales y la banda 4 presentaba homologia con un canal de potasio de

Arabidopsis thaliana (tabla IV.3).

Homologia n° de acceso | Identidad
. Ananas comosus, class-1 LMW HSP mRNA | AY098528.1 82%
Cuscuta japonica, LMW HSP mRNA AB017273.1 81%
5 Ananas comosus, class-1 LMW HSP mRNA | AY(098528.1 83%
Fragaria x ananassa, LMW HSP mRNA U63631.1 83%
; Helianthus annuus 17.7 kDa HSP gene U46545.1 79%
Nicotiana tabacum, class I sHSP mRNA AY329072.1 78%
Arabidopsis thaliana, potassium channel
NM_100349.3 78%
. (KAB1) mRNA
Arabidopsis thaliana, putative potassium
AY091424.1 78%
channel mRNA

Tabla IV.3. Proteinas homologas a las bandas amplificadas por RT-PCR.

Las tres secuencias con homologia con sHSPs corresponden al extremo

carboxilo de las sHSPs y poseen los dos motivos conservados (consenso I y
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consenso II) en sHSPs de plantas. Los resultados obtenidos parecen indicar que el

tratamiento con CO, induce la expresion de sHSPs en mesocarpio de chirimoya.

Con el fin de amplificar fragmentos de cDNA de mayor tamafo y de esta
forma poder caracterizar las sHSPs que se han inducido en mesocarpio de
chirimoya por el tratamiento con CO,, analizamos muestras controles y muestras
de frutos tratados mediante RT-PCR, usando como oligonucledtido sentido el
mismo que para las reacciones anteriores y como oligonucledtido antisentido un

oligo-dT que se une a la cola de Poli-A del extremo 3’ del cDNA (Figura IV.14).

a-cristalino
5-UTR 3-UTR
— [T [ | —
_> 4_
HF2 Oligo dT

Figura 1V.14. Esquema de los oligonucleotidos utilizados en las reacciones
de RT-PCR para la amplificacion del extremo 3’ de sHSPs.

Las muestras se separaron electroforéticamente en geles de agarosa del 2%
tras las reacciones de PCR (figura 1V.15). Las bandas que se amplificaron
especificamente o con mayor intensidad en frutos tratados con CO; se clonaron en

el sitio Eco RV del vector pST1-blue y se secuenciaron.
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MW 20°C 8°C 10% MW _15% 20% _25%

H O WNE

Figura IV.15. RT-PCR de RNA total extraido de mesocarpio de chirimoyas
almacenadas en distintas condiciones: 2 dias a 20 °C, 2 dias a 8 °C y 2 dias a
8 °C con la proporcion de CO, indicada. La pareja de oligonucleodtidos
utilizada es HF2/Oligo dT. Las flechas sefialan las bandas diferenciales
obtenidas en frutos tratados con CO,.

Al analizar las secuencias obtuvimos que en frutos controles a 20 °C se
amplifica una banda de 500 pares de bases que presenta una gran homologia con

HSPs de bajo peso molecular de otras especies vegetales y se denomindé HSP 1.

Al analizar las secuencias obtenidas de frutos que habian sido tratados con
CO; obtuvimos que cada banda del gel correspondia a mas de una secuencia. La
banda 1 del gel correspondia a dos secuencias de 540 y 511 pares de bases que se
denominaron HSP 2 Y HSP 3 respectivamente. La banda 2 del gel correspondia a
tres secuencias de 460, 458 y 432 pares de bases, la secuencia de 432 pares de
bases se denomind HSP 4, las secuencias de 460 y 458 pares de bases coinciden
en secuencia con la secuencia HSP 1 y HSP 2 respectivamente pero tienen distinto
tamafo porque difieren en la sefial de poliadenilacion utilizada (figura IV.16). La
banda 3 del gel correspondia a tres secuencias de 400, 382 y 375 pares de bases, la
banda de 382 pares de bases se denomind HSP 5 y al igual que en el caso anterior

las bandas de 400 y 375 coinciden en secuencia con la secuencia HSP 1 y HSP 2
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respectivamente pero tienen distinto tamafo porque difieren en la sefial de

poliadenilacion utilizada (figura IV.16).

Ademas en todos los frutos tratados con CO, se amplifica una banda de
262 pares de bases (banda 4) que se produce como consecuencia de la unién del
oligo dT utilizado en la reaccion de PCR a una zona rica en adenina dentro de la

secuencia HSP 2 (figura IV.16).

El uso de distintas sefiales de poliadenilacién puede indicar un mecanismo

regulador de la expresion de genes de estrés.
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hspl
hsp2
hsp3
hsp4
hsp5
Consenso

hspl
hsp2
hsp3
hsp4
hsp5
Consenso

hspl
hsp2
hsp3
hsp4
hsp5
Consenso

hspl
hsp2
hsp3
hsp4
hsp5
Consenso

hspl
hsp2
hsp3
hsp4
hsp5
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1 57
AAGGCTGACCTGCCTGGGCTGAAGAAGGAGGAGGTGAAGGTGGAGGTGGAGGACGGG
AAGGCTGACCTGCCTGGGCTGAAGAAGGCAGGAAGTGCAAGGTGGAGGTGGCAGGAAGGG
AAGGCTGACCTGCCTGGGCTGAGGAAGGCAGGAGGTGCGAAAGTGGAGGTGGCAGGATGGG
AAGGCTGACCTGCCTGGGCTGAAAAAGGAGGAGGTGAAAGTGGAGGTGGAGGACGGG
AAGGCTGACCTGCCTGGGCTGAAGAAGGAGGAGGTGGAGGTGGAGGTGGAGGACGGA
AAGGCTGACCTGCCTGGGCTGAAGAAGGAGGAGGTGAAGGTGGAGGTGGAGGACGGG

58 114
AGAGTCCTCCAGATCAGCGGCGAGCGGAGCAGGGAGTTGGAAGAAAAGAATGATACG
AGGATCCTCCAGATCAGCGGCGAAAGAAGCAGGGAGAAAGAAGAGAAGAACGACAAG
AGAGTTCTCCAGATCAGCGGCGAGCGGAGCAGGGAGATGGAAGAGAAGCACGACACG
AGAGTTCTCCATATCAGCGGTGAGCGGAGCAGGGAGAAGGAGGAGAAGAACGACAGG
AGAGTGCTCCGGATCAGCGGCGAGCGGTGCAGGGGGAAGGAAGAGGAGAACGACAAG
AGAGT CTCCAGATCAGCGGCGAGCGGAGCAGGGAGAAGGAAGAGAAGAACGACA G

115 171
TGGCACAGGGTGGAGAGGTCGAGCGGCAGATTCCTGAGGCGTTTTAGGCTGCCGGAG
TGGCACCGTGTGGAGAGGAGCAGCGGCAAATTCCTCCGCCGGTTCCGGCTCCCCGAA
TGGCACAGGATGGAGCGATCGAGTGGCAAATTCCTGAGGCGCTTTAGGCTGCCGGAG
TGGCACAGGGTGGAGAGGTCGAGTGGCAAATTCCAGAGGCGGTTCAGGCTGCCGGAG
TGGCACAGGGCGGAGAGGTCGAGCGGCAAATTCCAGAGGCGCTTTAGGCTGCCTGAG
TGGCACAGGGTGGAGAGGTCGAGCGGCAAATTCCTGAGGCG TTTAGGCTGCCGGAG

172 228
GATGCCAGGGTGGAGGGAGTGAAGGCGGCGATGGAGAACGGAGTGCTGACGGTGACG
AATGCTAAGGTGGATCAGGTGAAGGCGGCCATAGAGAACGGGGTCCTGACGGTGACT
AATGCGAAGGTGGAGGGAGTGAAGGCGGCGATGGAGAATGGAGTGCTGACGGTGACC
AATGCAAAGGTGGAGGGAGTGAAGGCGGCGATGGAGAACGGAGTGCTGACGGTGACG
AATGCGAAGGTGGAGGGAGTGAAGGCGGCGATGGAGAACGGAGTTCTTACGGTGACG
AATGC AAGGTGGAGGGAGTGAAGGCGGCGATGGAGAACGGAGTGCTGACGGTGACG

229 285
GTGCCCAAGGTGGAGGTGAAGAAGGCGGACGTCAAAGCCATCGACATCACTGGCTAA
GTGCCAAAAGAAGAAGTGAAGAAGTCAGAGGTGAAAGCAATCGAAATCTCTGGCTAG
ATGCCTAAGGAGGGGGTGAAGAAGGCGGACGTCAAAGCCATCCAAATCTCTGGCTGA
GTGCCCAAGGAAGGGGTGAAGAAGGCGGACGTTAAAACCATCGATATCTCGGGTTAA
GTGCCCAAGGAAGGGGTGAAGAAGCCCAACATCAAAGCAATCGAAATCTCTGGCTAG
GTGCCCAAGGAAGGGGTGAAGAAGGCGGACGTCAAAGCCATCGAAATCTCTGGCTAA
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hspl
hsp2
hsp3
hsp4
hsp5
Consenso

hspl
hsp2
hsp3
hsp4
hsp5
Consenso

hspl
hsp2
hsp3
hsp4
hsp5
Consenso

hspl
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hsp4
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Consenso
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hsp2
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286 342
AGAA---AGAAACATGTGGCTTCACAT--CTTTACTTCGCTTGCTGTGTGAAATATC
CTC—————- ATCAA--AGCAATCAAACAACGCTTCCGCAATAAATCTAGAACGTAGC
AGAA---AGAA-CAAGAGCTTGCGGCTA-CCTTCCTTC-CTCCTCCTCCGAAATATC

AGAA---AGAA-CTAGTGCCTCCACTGAGCATGACCTCACATGCCCTTGTGACTCTC
CACTCACAGATTAATAAACAAATCAATAAATAAAACGCCATACTTCAAATAA-TAAT
AGAA  AGAA CA GAGC T CA ATA C TTACCTC CT  TCT  AA TATC

343 399
TTTTTTGTATGGCTT--TTGCTGTGGTTTCGTTTCTACGCG---—==——————~ GAG
AGGTT-GATTATCATG-TTGTTGTGTGTTTGGTCTTGTGTG---GAT——-—-—- CGAG
TTTCT-GAATGGTTTGTTTGATGTCGTTTTGTTTTTATGCATCTGCCGACGGCCGAG
TTTTT-GAATTGCAT----GTTTTGGTGTTCGTACTACAGCTAAAT ——-——=—————-
AATAA-TAATACCAAA-AAAAAAAAAGCCCTATAGTGAGTC---GT-=======—=~
TTTTT GAAT GCAT TTG TGTGGTTTTG T TA G G GAG
400 456
TGCTATGGGCTTTCTTGACACCGTATACATGTAGTGTCTGTATACTACTACCGTCTT

TGTGAATTTAGAGAGTGCAACAATAAAAAAGTATGAAATCGTGAGTGCCGTGTATTG
TGTTATGGGTTTTCTTGCCCCTGTATGTGTATTGTAG-TGCACCTTTCTACTCTGTT

457 513
GGAGTTAAAATAAATGGATGTGGTTTTTGCTTGCCAAAAAAAAAAAAGCCCTATAGT
TGACCATATTTGAATATGCAAGGCGGAAGAGTGATTAATTAAATTCTGGCATGAAGG
AGAACTAAA-TAAATAAATGGAACTTGCTCTCTCCAAAAAAAAAAAAGCCCTATAGT

----------- AAATGAATGTAAATCTTGCTTCCCAAAAAAAAAAAAGCCCTATAGT
GA A TAAAT ATG T  GCTT CCAAAAAAAAAAAAGCCCTATAGT
514 559

e ¢
AAGTTTGATGGTTAGCCAAAAAAAAAAAAGCCCTATAGTGAGTCGT

GAGTCOT = mmmm mm o oo

GAGTCGT = mmmmmm o oo

GAGTCGT

Figura IV.16 Alineamiento de las secuencias amplificadas mediante RT-
PCR (figura IV.15). En rojo se representan los nucledtidos conservados en
todas las secuencias y en azul los nucledtidos conservados en la mayoria de
las secuencias. En amarillo se representan las sefiales de poliadenilacion y en
verde se representan las sefiales de poliadenilacion alternativas.
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La figura IV.17 muestra el alineamiento de los posibles productos de
traduccion de las secuencias obtenidas. Todas las secuencias codifican para un
fragmento de 94 aminoacidos de los que los 7 primeros corresponden al
oligonucleotido utilizado en la reacciéon de PCR. Al analizarlas con el programa
BLAST pudimos comprobar que todas ellas presentan una gran homologia con
sHSPs de clase I de otras especies vegetales (tabla IV.4) y todas ellas presentan
los dos motivos muy conservados (consenso I y consenso II) presentes en todas

las sHSPs.

1 56
HSP 1 KADLPGLKKEEVKVEVEDGRYLQISGERSRELEEKNDTWHRHERSSGRFERRFRLP
HSP 2 KADLPGLKKEEVKVEVEEGRIILQ1SGERSREKEEKNDRKWHRMERSSGKFLRRFRLP
HSP 3 KADLPGLRKEEVKVEVEDGRVLQISGERSREMEEKHDTWHRMERSSGKFLRRFRLP
HSP 4 KADLPGLKKEEVKVEVEDGRVLH1SGERSREKEEKNDRWHRMERSSGKFQRRFRLP
HSP 5 KADLPGLKKEEVEVEVEDGRVLRISGERCRGKEEENDKWHRAERSSGKFQRRFRLP

Consenso KADLPGLKKEEVKVEVEDGRVLQ I SGERSREKEEKNDKWHRMERSSGKFLRRFRLP

57 94
HSP 1 EDARVEGVKAAMENGVLTVTVPKVEVKKADVKAIBISG
HSP 2 ENAKVBQVKAAENGVLTVTVPKEEVKKSEVKAIEISG
HSP 3 ENAKVEGVKAAMENGVLTVTMPKEGVKKADVKAIQISG
HSP 4 ENAKVEGVKAAMENGVLTVTVPKEGVKKADVKT IBISG
HSP 5 ENAKVEGVKAAMENGVLTVTVPKEGVKKPNIKAIEISG

Consenso ENAKVEGVKAAMENGVLTVTVPKEGVKKADVKAIDISG

Figura IV.17. Alineamiento de los posibles productos de traduccion de las
secuencias amplificadas. En amarillo se representan los aminoacidos
conservados en todas las secuencias, en azul los aminoacidos conservados en
la mayoria de las secuencias y en verde las sustituciones conservativas.
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Homologia n° de acceso | Identidad
HSP1 Daucus carota 17 kDa HSP cognate mRNA | U47094.1 80%
Helianthus annuus 17.7 kDa HSP gene U46545.1 79%

Cuscuta japonica mRNA for LMW HSP ABO017273.1 81%
HSP2 | Ageratina adenophora 17.7 KD class |

EF105483.1 78%

sHSP mRNA
HSP3 Agave tequilana chaperone mRNA, DQ515781.1 78%
Helianthus annuus 17.7 kDa HSP U46545.1 76%
Fragaria x ananassa LMW HSP mRNA U63631 77%
HSP4 | Ageratina adenophora 17.7 KD class I
SHSP mRNA X13431.1 77%
HSPS Triticum aestivum HSP 16.9C mRNA U63631.1 80%
Wheat mRNA for putative LMW HSP EF105483.1 79%

Tabla IV.4. Proteinas homodlogas a las bandas amplificadas por RT-PCR
correspondientes a las secuencias mostradas en la Figura IV.15.

Para conocer el extremo amino de las sHSPs de chirimoya inducidas por el
tratamiento se utilizé la técnica de 5° RACE siguiendo el protocolo descrito en el
apartado II1.2.3.6. Para la primera reacciéon de PCR se utiliz6 el oligonucledtido
HR3 que hibrida 12 pares de bases después del oligo HF2 pero en sentido inverso,
y para la segunda reaccion de PCR se utilizo el oligonucleotido HF2R que es igual

que el oligonucledtido HF2 pero en sentido inverso (Figura IV.18).
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a-cristalino
5-UTR 3-UTR
— I T I O T I
— —
HF2R HR3

Figura IV.18. Esquema de los oligonucledtidos empleados en las reacciones
de PCR para la amplificacion del extremo 5' de sHSPs mediante la técnica de
RACE 5°.

La banda diferencial obtenida en los frutos tratados con CO, (Figura
IV.19) se clono6 en el sitio Eco RV del vector pST1-blue y se secuencio. La
secuencia obtenida (Figura 1V.20) se analizd6 mediante BLAST y obtuvimos que
presentaba gran homologia con el extremo amino de sHSPs de clase I de otras

especies vegetales.

Figura IV.19. Resultados de un experimento de amplificacion del extremo
5’ mediante la técnica de RACE. Se utilizaron muestras de mesocarpio de
chirimoyas almacenadas en distintas condiciones: 2 dias a 20 °C, 2 dias a 8
°Cy 2 dias a 8 °C en 20 % de CO,.
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AACTGGAAGAATTCGCGGCCGCAGGAATTTTTTTTTTITTTTTITTTTTTTACTCATTCCTAGTTTC
L 1 P S F

TTCGGTGGTCGTCGGTCCAACGTCTTCGACCCTTTTTCCCTCGATGTGTGGGATCCGTTCGAGGGC
F 66 RRSNVFDWPFSLDVWDUPF E G

TTCCCCTTCAACACGTCACTGGCCCGATCTGGCTCCGCTAGAGAAACGTCTCAGTTCGCGAACACA
F P FNTSLARSGSARETSOQF ANT

CAGATCGACTGGAGGGAGACTCCCGAAGCGCACGTCTTCAAGGCTGACCTGCCTGGGCTG
Q 1 bwRETWPEAMHVYVFIKADILUPGIL

Figura 1V.20. Secuencia de nucleoétidos de la banda sefialada en la figura
IV.19 correspondiente a un fruto tratado durante 2 dias a 8 °C en una
atmosfera del 20 % de CO,. En la segunda linea se muestra la secuencia
polipeptidica correspondiente. En azul se representan los oligonucledtidos
empleados.

Con la secuencia obtenida del extremo 5’ pudimos amplificar una sHSP de
chirimoya casi completa utilizando como oligo sentido un oligonucleétido que
hibrida en la regién 5’ obtenida, el oligo HF5 (tabla I11.2), y como oligonucledtido
antisentido un oligo-dT que se une a la cola de Poli-A del extremo 3° del cDNA

(Figura IV.21).

a-cristalino

5-UTR 3-UTR
— [ o | L —
_> <_

HF5 Oligo dT

Figura IV.21. Esquema de los oligonucleotidos utilizados en las reacciones
de RT-PCR para la amplificacion del extremo 3 de sHSPs.

Como resultado de este PCR obtuvimos una sola banda de 720 pb que se
clono en el vector pST1-blue y se secuencid. La secuencia obtenida (figura IV.22)

corresponde a la primera sHSP de clase I de chirimoya.
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ACTCATTCCTAGTTTCTTCGGTGGTCGTCGGTCCAACGTCTTCGACCCTTTTTCCCTCGATGTGTG
GGATCCGTTCGAGGGCTTCCCCTTCAACACGTCACTGGCCCGATCTGGCTCCGCTAGAGAAACGTC
TCAGTTTGCGAACACACAGATCGACTGGAGGGAGACTCCCGAAGCGCACGTCTTCAAGGCCGACCT
GCCGGGTCTAAGGAAGGAGGAGGTGAAGGTGGAGGTGGAGGACGGGAGGGTTCTTCAGATCAGCGG
GGAGCGGAGCAGGGAGAAGGAAGAGAAGAACGACACGTGGCATAGAGTGGAGAGGTCGAGCGGCAA
GTTCCTGAGGCGGTTCCGGCTGCCGGACAACGCGAAGGTGGACGGAGTAAAGGCGGCGATGGAGAA
TGGAGTGCTGACGGTGACTGTTCCCAAGGAGGAGGTGAAGAAGGCCAATGTCAGAGCCATCGATAT
CTCTGGGTAAaagacagagaagcgcgtacgtgggagcgaagggcaaatccgectgcctgectgtgcec
tgtgtgatttgtttttgggctaagttgtttttectgttgtectetagtgtttggaatgttettggea
gtatgaaatgaagcgtgtctactgctctgtcatggagctaaataaacgaatgtaaatcttagtgag
aatgtattgtaaatgctagaggggtttttccaaaaaaaaaaaagccctatagtgagtcgt

Figura IV.22. Secuencia de nucledtidos de sHSP de chirimoya obtenida
mediante RT-PCR (figura 1V.21). En negrita se representa el codon de
terminacioén y en mintscula la region 3’ no traducida. En azul se representan
los oligonucleodtidos empleados en la reaccion de PCR.

El producto de traduccién de la secuencia obtenida se aline6 con otras
sHSPs de clase I de otras especies vegetales y comprobamos que presentaba una
gran homologia con ellas (Tabla IV.5). En el extremo amino presenta el motivo
conservado en sHSPs de esta clase y ademds presenta los dos motivos muy

conservados (consenso I y consenso II) del dominio a- cristalino de todas las

sHSPs (Figura IV.23).

En la figura IV.23 se puede observar que en la secuencia de chirimoyo
faltan los dos primeros aminoécidos, puede explicarse por la existencia de alguna
estructura secundaria en el extremo 5’ del cDNA que impide la retrotranscripcion

de esta region.
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Homologia n° de acceso | identidad
1 | Ananas comosus class-1 LMW HSP mRNA AY098528 78%
2 | Fragaria x ananassa LMW HSP mRNA U63631 76%
3 | Helianthus annuus 17.7 kDa HSP U46545 78%
4 | Lycopersicon esculentum 17.7 kD class I sHSP | AF123255 77%
5 | Triticum aestivum HSP 16.9C L14444 79%
6 | Cuscuta japonica mRNA for LMW HSP ABO017273 74%
7 | Agave tequilana clone 6.26 chaperone mRNA DQ515781 76 %
8 | Daucus carota HSP X53851 73%
9 | Glycine max HSP18.5-C X07160 73%
10 | O. sativa 16.9 kDa HSP MS80939 74%
11 | Arabidopsis thaliana 17.4kDa HSP X17293 77%
12 | Nicotiana tabacum cytosolic class I sHSP AY329072 T7%

Tabla IV.5. Proteinas homdlogas a la sHSP de clase I de chirimoyo (Figura
IV.22). Los nimeros de acceso corresponden a la base de datos Pubmed
(www.ncbi.nlm.nih.gov). 1- Neuteboom et al., 2002; 2- Medina-Escobar et
al., 1998; 3- Coca et al., 1996; 4- Vlachonasios et al. (no publicado); 5-
Nguyen et al. (no publicado); 6- Yamada, 1998 (no publicado); 7- Nieto-
Sotelo et al. (no publicado); 8- Darwish et al., 1991; 9- Raschke et al., 1988;
10- Tzeng et al., 1992; 11- Takahashi et al., 1989; 12- Volkov et al., 2005.

137



Resultados

1 50
A. cherimola --LIPSFFGGRRSN-VFDPFSLD DPFEGFPFN.LAR————SG-ET
A. comosus MSL------ RRSN—.FDPFSLD PFEGFPFGGALSFPRPS.SFPAET
D. carota 17.9 MSIIPSFFGSRRSN-VLNPFSLD DPFQD.PL G-T--SSEFGKET
D. carota 17.7 MSIIPSFFGGRRSN-VFDPFSLDVWDPHKDFPLVTSS-----
F. annanasa MAL-SLFGNSRRSN- VFDPFSLDTWDPFQGFGP MNS--——--
H. annus MSEIPSFFTGNGSN- FDPF DPHQGLSSV INNL
L. esculentum MS IPRIFGDRRSSS FDPFS DPHRELGFPSTNS-----
T. aestivum MSH----—-—- VRRSN-VFDPF DLWADPFDTFRS VPAIS----GG
Consenso MS1I1PSFFG RRSN VFDPFSLDVWDPH GFP ITSS SESSKET

Clase 1

51 100
A. cherimola QFANTQIDW.ETPEAHVF DLPGL KEEVKVEVE.G.VLQISGERSRE
A. comosus FAGAR IDWKETPEAHVFKADLPGMKKEEVKVEVEEGNVLQISGERITRE
D. carota 17.9 AAFANTHIDWKETPQAHVFKADLPGLKKEEVKVEVEEGKVLQISGERNKE
D. carota 17.7 AAFVNTHIDWKETPQAHVFKADLPGLKKEEVKVELEEGKVLQISGERNKE
F. annanasa lAFAlTRIDWKETPEAHVF DLPGLKKEEVKVELEEEGNVLQISGERSKE
H. annus TATANTR IDWKETPEAHVFKADLPGLKKEEVKVEVEEGRVLQISGERSRE
L. esculentum -AFANTRIDWKETPEAHVFKVDLPGLKKEEVKVEVEEDRVLQISGERNVE
T. aestivum AAFANAR.DWKETPEAHVFK DLPGlKKEEVKVEVElGNVLVlSGERSRE
Consenso AAFANTR IDWKETPEAHVFKADLPGLKKEEVKVEVEEGRVLQ I SGERSRE

Region consenso I1

101 50
A. cherimola KEEKNDTWHRVERSSGKFLRRFRLPBNAKVDGVKAAMENGVLTVTVPKEE
A. comosus KEEKNDTWHRVERSSGKFLRRFRLP NAKVDQVKAAMENGVLTVTVPKE.
D. carota 17.9 KEEKNNKWHRVEFSSGKFLRRFRLPENANVDEVKA.MENGVLTVTVPKVE
D. carota 17.7 KEEKNDKWHRVERSSGKFLRRFRLPENAKVDEVKAAMANGV.TVTVPKVE
F. annanasa QEEKNDKWHRVERSSGKFlRRFRLPlNAKVDQVKAAMENGVLTVTVPKAP
H. annus NVEKNDKWHRMERSSGKFLRRFRLPENAKMDQVKAAMENGVLTVTVPKAE
L. esculentum KEDKNDKWHRMERSSGKFMRRFRLPENA DQVK MENGVLTVTVPKEE
T. aestivum KEDKNDKWHRVERSSGKFVMRR[FRLPEDAK EVK ENGVLTVTVPKAE
Consenso KEEKNDKWHRVERSSGKFLRRFRLPENAKVDQVKAAMENGVLTVTVPK E

Region consenso I

A. cherimola
A. comosus
D. carota 17.9
D. carota 17.7
F. annanasa
H. annus
L. esculentum
T. aestivum
Consenso VKKPEVKAIDISG

Figura IV.23. Alineamiento de la secuencia del posible producto de

traduccion de la sHSP de chirimoyo con
especies vegetales.
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IV.4. Expresion heterdloga en bacterias.

Con el objetivo de estudiar la funcién de la sHSP de chirimoyo nos
propusimos su expresion en bacterias. Para ello, se utilizo el plasmido pQE que
permite obtener la proteina de interés fusionada a una cola de histidinas en el

extremo amino que facilita su posterior purificacion.

Para realizar la construccion, se partio de la secuencia de la sHSP de
chirimoyo clonada en pST1-blue y se clon6 en fase de lectura con las histidinas
del vector pQE-31. Para ello, se utilizaron los sitios Kpnl y HindIII del sitio
multiple de clonacion (MCS) de pST1-blue (Figura IV.24).

Accl
Hinc Il Sty |
Kpnl sSphl Pstl Mul SnaBl BamH| EcoRl EcoR| Sall Hindll xho! Avrnt NMe1 xpa)

“TGGTACCACGCATGCTGCAGACGCGTTACGTATCGGATCCAGAATTCGTGAT] sHSP ATCTGAATTCGTCGACAAGCTTCTCGAGCCTAGGCTAGCTCTAGAC—

I -
€ c
T Q
(1))

Hind 11l

e
=
nx¥uwm

PT5 =lac O=lac O= RBS 6XHis glY[&s3y Stop Codons

= pPQE
3400 pb

Col E1

—1Xmal
Sall
Pst |

|

Figura IV.24. Subclonacion de la sHSP de chirimoyo en el vector pQE-31
para su expresion heterdloga en bacterias. La secuencia de sHSPs se ha
clonado en los sitios Kpnl y HindIII del sitio multiple de clonacion del
vector pQE-31.
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Una vez obtenida la construccion, se secuencid para comprobar que era
correcta y se transformd en Escherichia coli XL1-blue para su expresion. La
expresion de la proteina estd controlada por el promotor del fago TS5 que es
reconocido por la RNA polimerasa de Escherichia coli y esta regulada por dos
operadores del operon lac. La figura V.25 muestra la expresion de la proteina a

distintos tiempos desde su induccion.

A MW 0 1h 3h 5h O/N B MW 0 1h 3h 5h OIN
38,7 kD—
29,8 kD— y —
[ — - Y &
20 kD— - —

7,3kD—

Figura IV.25. Expresion de la sHSP de chirimoyo en Escherichia coli XL1-
blue. A. SDS-PAGE. B. Western blot utilizando un anticuerpo anti HSP 17.6
Clase I de semillas de girasol.

Para comprobar que la proteina que se estaba induciendo era una proteina
de estrés, se realizé un western blot con anticuerpos frente a una sHSP de clase I,

HSP 17.6 de semillas de girasol (Figura IV.25.B).

Como se puede ver en la figura IV.25, antes de afiadir IPTG ya hay una
pequefia concentracion de la proteina indicando que la sintesis es ligeramente

activa. Esto es debido a que la cepa XL1-blue de E. coli no produce suficiente
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cantidad de represor lac para bloquear al potente promotor T5. Esto no constituye
ningln problema ya que la proteina que se estd induciendo no es toxica para la

bacteria.

IV.5. Efecto protector de una sHSP de chirimoyo expresada en E. coli

durante diferentes situaciones de estrés.

El efecto de la expresion de la proteina de estrés de chirimoyo en la
supervivencia de Escherichia coli se estudié sometiendo los cultivos bacterianos

transformados a distintos tipos de estrés.

IV.5.1. Estrés por elevadas temperaturas.

Se han realizado experimentos para ver el efecto de la sHSP de chirimoyo
tanto in vitro, estudiando su papel estabilizador de proteinas en disolucion como

in vivo determinando su efecto sobre la tasa de supervivencia bacteriana.

IV.5.1.1. Analisis de la estabilidad termal de proteinas de Escherichia coli.

Con este experimento pretendiamos saber si la sHSP de chirimoyo con la
que se han transformado las bacterias tiene actividad chaperona in vitro. Extractos
bacterianos completos de Escherichia coli transformadas con el vector pQE-31
(controles) y de bacterias que sobreexpresan la sHSP de chirimoyo se calentaron a
distintas temperaturas (30 °C a 100 °C) durante 15 minutos. Posteriormente se

centrifugaron para eliminar las proteinas desnaturalizadas y agregadas.

Las proteinas que permanecian solubles después del calentamiento se

analizaron mediante SDS-PAGE (Figura 1V.26). En los extractos controles se
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observé una disminucion de la cantidad de proteinas solubles a partir de 60 °C y a
80 °C solo quedaban algunas proteinas que incluso permanecian solubles a 100
°C. La presencia de la sHSP modificd este efecto y se pudo observar que la
mayoria de proteinas permanecieron solubles hasta los 70 °C y que, incluso a 80
°C y 90 °C, habia una gran cantidad de proteinas solubles, superior a la de los

extractos controles.

MW 30 40 50 60 70 80 90 100 MW 30 40 50 60 70 80 90 100 _
A= B~ z=N
» ~EgEEn
= o= = % 1 111 E
=EEE= zEeE
—— T e G — — — — 9 ________.ﬁ:._-—d-
S [%

pQE 31 pQE 31-HSP

Figura IV.26. Proteinas solubles de E. coli después de calentar durante 15
minutos a la temperatura indicada.

Se realizd el mismo experimento anterior pero incrementando el tiempo de
calentamiento a 30 minutos y se observo el mismo efecto protector por la
presencia de la sHSP de chirimoyo pero a temperaturas inferiores (Figura IV.27).
En los extractos controles, el contenido de proteinas solubles empez6 a disminuir
a 60 °C mientras que en los extractos con sHSP se observo el descenso a partir de

70 °C.
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MW 40 50 60 70 80 90 100 MW 40 50 60 70 80 90 100
3 1 LL 1 uj N :E=HEEREN
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pQE 31 pQE 31-HSP

Figura IV.27. Proteinas solubles de E. coli después de calentar durante 30
minutos a la temperatura indicada.

IV.5.1.2. Analisis de la supervivencia bacteriana a elevadas temperaturas

Se partié de un cultivo control (bacterias transformadas con el plasmido
pQE-31) y un cultivo que sobreexpresa la proteina de estrés, tres horas después de
la induccion de la proteina, los cultivos se diluyeron hasta una DOgpp de 0,6 y se

incubaron en un bafio a 50 °C, una temperatura que causa lisis celular.

A distintos tiempos después de la aplicacion del tratamiento se tomaron
alicuotas del cultivo y se determin6 la viabilidad celular contando el niimero de
colonias después de la incubacion durante toda la noche a 37 °C. Los resultados se

muestran en la Figura [V.28.
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147

B Control BHSP

127
101

% viabilidad

o N b~ O ©©

15 min 30 min 60 min
Tiempo a 50 °C

Figura IV.28. Influencia de la expresion de la sHSP de chirimoyo en la
viabilidad de E. coli a 50 °C. La viabilidad celular se expresa como el
porcentaje de unidades formadoras de colonias con respecto al nimero de
unidades formadoras de colonias en el tiempo O.

A todos los tiempos de tratamiento a 50 °C disminuyo la viabilidad celular
en ambos cultivos (Figura IV.28), pero esta disminuciéon fue mucho menor en
bacterias que sobreexpresaron la proteina de estrés. Después de 15 minutos de
tratamiento, la supervivencia de las bacterias que expresan la proteina es 4 veces
mayor que la de las bacterias controles. Esta diferencia se hizo mucho mayor
después de 30 minutos de tratamiento, en este tiempo solo el 0,2 % de las
bacterias controles sobrevivieron mientras que las bacterias que expresan la
proteina de estrés sobrevivieron en un 4,5 %, es decir, la supervivencia de las
bacterias que expresan sHSPs fue 20 veces mayor que la de las bacterias
controles. Después de 60 minutos a 50 °C la viabilidad celular era muy pequena,
pero la supervivencia de las bacterias controles siempre fue menor que la de las

bacterias que expresan la proteina de estrés.
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I1V.5.2. Estrés por bajas temperaturas.

Para estudiar el efecto de la expresion de la sHSP de chirimoyo en la
supervivencia de Escherichia coli a bajas temperaturas, tres horas después de la
induccioén de la proteina, los cultivos se sembraron en placas y se incubaron a 0 °C
durante 3, 5, 7 y 10 dias. Pasado este tiempo, las placas se incubaron a 37 °C
durante toda la noche y se determind la viabilidad celular. Los resultados se

muestran en la figura [V.29.

90 W Control HSP
80 4

70
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Figura IV.29. Influencia de la expresion de la sHSP de chirimoyo en la
viabilidad de E. coli a 0 °C. La viabilidad celular se expresa como el
porcentaje de unidades formadoras de colonias con respecto al nimero de
unidades formadoras de colonias en el tiempo 0.

Como se muestra en la figura IV.29 la incubacion a 0 °C produjo pérdida de
viabilidad de ambos cultivos a todos los tiempos ensayados, pero fue mucho mas
lenta en bacterias que sobreexpresaron la proteina de estrés. Después de 5 dias a 0

°C, solo sobrevivié un 26 % de las bacterias controles, sin embargo, las bacterias
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con la proteina de estrés sobrevivieron en un 71%. Esta diferencia se mantuvo
hasta el final del tratamiento, después de 10 dias a 0 °C, solo sobrevivid un 23 %
de bacterias controles, mientras que después del mismo periodo de tiempo

sobrevivio un 56 % de las bacterias que sobreexpresan la sHSP.

IV.5.3. Estrés oxidativo.

Para estudiar el efecto protector de la sHSP de chirimoyo frente al estrés
oxidativo, tres horas después de la induccion, los cultivos se diluyeron hasta una
D.O.¢00 de 0,6 con LB suplementado con H,O, en una concentracién final de
ImM vy se dejaron crecer a temperatura ambiente con agitacion. En paralelo se

realiz6 otro cultivo idéntico pero sin H,O,.

A distintos tiempos después de la aplicacion del tratamiento se tomaron
alicuotas del cultivo y se determin6 la viabilidad celular contando el nimero de

colonias después de la incubacion durante toda la noche a 37 °C.

La figura IV.30 muestra como afecta el H,O; a la viabilidad de E. coli. La
adicion de H,O; al medio de cultivo disminuyd la viabilidad del cultivo control y
del cultivo que sobreexpresa la proteina de estrés pero con diferente intensidad.
Después de media hora de tratamiento sélo sobrevivié un 25 % de las bacterias
controles, en este mismo periodo de tiempo las bacterias que expresan la sHSP
sobrevivieron en un 50 %. A lo largo del tratamiento esta diferencia se mantuvo
en un rango similar, excepto en los cultivos tratados durante toda la noche. El
resultado mas sorprendente fue la gran viabilidad de las bacterias que expresan la
proteina de estrés (71 %) en relacion a las bacterias controles (24 %) después de

toda la noche de tratamiento. Este resultado nos indica que quizéas la proteina de
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estrés puede desempenar un papel importante durante el periodo de recuperacion

después del estrés.
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Figura IV.30. Efecto de la expresion de la sHSP de chirimoyo sobre la
viabilidad de E. coli frente al estrés oxidativo. La viabilidad celular se
expresa como el porcentaje de unidades formadoras de colonias con respecto
al nimero de unidades formadoras de colonias de un cultivo igual sin H,O,.

1V.5.4. Estrés salino.

El efecto protector de la proteina de estrés de chirimoyo frente al estrés
salino se estudid cultivando las bacterias en medio LB con 5% de NaCl (0,85 M).
Tres horas después de la induccion los cultivos se diluyeron hasta una D.O.¢g0 de
0,6 con LB y se afiadi6 NaCl hasta una concentracion final del 5%. Los cultivos se
dejaron crecer a temperatura ambiente con agitacion. En paralelo se realizo otro
cultivo igual con NaCl al 0,5 %. A distintos tiempos después de la aplicacion del

tratamiento se cogieron alicuotas del cultivo y se determiné la viabilidad celular
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contando el numero de colonias después de la incubacioén durante toda la noche a
37 °C.

Como se puede ver en la figura IV.31, el efecto protector de la sHSP frente
al estrés salino es mucho menos pronunciado que frente a los demas tipos de
estrés ensayados. La mayor proteccion se observd después de 1 hora de
tratamiento. En este tiempo la viabilidad de las bacterias que expresan la proteina
de estrés solo disminuyd en un 20 %, sin embargo, en las bacterias controles
descendi6 al 50 %. Después de toda la noche creciendo en un 5% de NaCl, la

supervivencia de ambos cultivos fue muy similar.
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Figura IV.31. Efecto de la expresion de la sHSP de chirimoyo sobre la
viabilidad de E. coli frente al estrés salino. La viabilidad celular se expresa
como el porcentaje de unidades formadoras de colonias con respecto al

nimero de unidades formadoras de colonias de un cultivo igual con NaCl al
0,5 %.

148



Resultados

IV.6. Expresion en plantas.

Para estudiar el efecto protector de la proteina de estrés directamente en la
planta procedimos a su expresion. Para ello, se utilizé el plasmido pGUSINT, en
el que la expresion de la proteina estd controlada por el promotor 35S de

citomegalovirus.

Para realizar la construccion, se amplifico la secuencia completa de sHSP
de chirimoya utilizando oligonucledtidos a los que se adiciono los sitios de
restriccion Xbal y Kpnl (ver tabla II1.2). La construccion en el vector pGUSINT
se realizd sustituyendo el gen de la B-glucuronidasa (GUS) del vector por el gen

de la proteina de estrés (Figura [V.32).

oa <o

35S promoter Xbal-BamHI-Smal GUS-gene Sstl-Kpnl4 35S 3’end

Figura IV.32. Sistema de expresion en plantas.

La construccion se transformé en la cepa LBA4404 de Agrobacterium
tumefaciens que se utilizard para la transformacion en plantas de Arabidopsis

thaliana y tabaco.
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V. DISCUSION
I. Maduracion de los frutos y dafios por frio

El chirimoyo, especie subtropical que en FEuropa se cultiva casi
exclusivamente en la franja costera de la provincia de Granada, produce frutos
climatéricos que sufren una rapida maduracién que los lleva a la senescencia en
un breve periodo de tiempo, dificultando su comercializacion, que se limita a
mercados proximos a la zona de produccidon o a mercados a los que se acceda a

través de canales comerciales muy agiles.

Se han realizado numerosos ensayos para retrasar la senescencia de la
chirimoya (Lahoz et al., 1990; De la Plaza 1979; Gutiérrez et al., 1992a) pero la
mayoria de ellos han conducido a fracasos sucesivos por alterar gravemente las
propiedades organolépticas de los frutos maduros o por impedir, por diversos
mecanismos, la maduracion post-cosecha. Unicamente se han obtenido éxitos en
este campo utilizando la refrigeracion (Lahoz et al. 1990; 1993; Gutiérrez et al.
1994a). Aun asi, la senescencia se produce en un periodo de tiempo en torno a los
12 dias, debido a que los frutos no se pueden refrigerar a muy bajas temperaturas
por su aclimatacion subtropical. Temperaturas de almacenamiento inferiores a 10-

12 °C producen invariablemente la aparicion de danos por frio (Gutiérrez et al.

1992b, 1994a, 1994b).

Las temperaturas minimas de conservacion son variables en funcion de la
climatologia en cada temporada y del periodo de recoleccion, que se extiende
desde septiembre hasta mayo, con una parada en los meses frios. Las chirimoyas
recolectadas en épocas tempranas, mes de septiembre, son muy sensibles a las
bajas temperaturas, mientras que aquellas recolectadas en épocas mas frias son

mas resistentes (Lahoz et al. 1990). Este hecho es indicativo de que los frutos de
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ambas épocas deben diferenciarse en alguna caracteristica que explique la variable

susceptibilidad a las bajas temperaturas.

La diferente susceptibilidad de los frutos a los dafios por frio estd
influenciada por las condiciones ambientales antes de la recogida (Ferguson et al.,
1999), principalmente la temperatura durante el desarrollo del fruto. En distintos
frutos se ha observado una disminuciéon de los dafios por frio al aplicar
tratamientos con calor después de la recogida (Porat et al., 2000; Saltveit, 2002;
Sabehat et al., 1998). Por analogia, la exposicion a altas temperaturas en el arbol,
sobre todo antes de la recogida, puede inducir tolerancia a las bajas temperaturas
durante el almacenamiento (Ferguson et al., 1999). Algunos frutos soportan mejor
el almacenamiento a bajas temperaturas cuando, antes de la recogida, se exponen
a bajas temperaturas pero siempre por encima de la temperatura que induce dafios
por frio. Estos resultados suponen una similitud entre los efectos de las altas y
bajas temperaturas antes de la recogida en la tolerancia a las bajas temperaturas

(Ferguson et al., 1999).

El O, y CO; son moléculas bioldgicamente activas que tienen gran
importancia en los procesos metabdlicos de las plantas. Su influencia en el
metabolismo, ha llevado a su uso para la modificacion del comportamiento de las
plantas con el objetivo de prolongar su almacenamiento (Beaudry, 1999). En el
caso de frutos climatéricos, como la chirimoya, el O, y CO, probablemente actuan
retrasando la maduracion no solamente a través de su influencia en la respiracion

sino a través de su efecto inhibidor de la accion del etileno (Beaudry, 1999).

La respuesta de los frutos y vegetales a modificaciones en la atmodsfera de
almacenamiento varia mucho entre distintas especies y variedades e incluye

efectos beneficiosos y efectos perjudiciales. En muchos frutos, se ha demostrado
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que el empleo de altas concentraciones de CO, y bajas concentraciones de O,
reduce la aparicion de dafos por frio (Wang et al., 1997; Porat et al., 2004; Pesis
et al., 2000; Maldonado et al., 2002; Nguyen et al., 2004).

Se realiz6é un primer tratamiento en el que los frutos se almacenaron en
atmosferas con porcentajes de CO, del 30 % al 100 % durante periodos cortos de
tiempo. A continuacion, se almacenaron durante 3 dias a 8 °C y se dejaron
madurar a 20 °C. El tratamiento con CO; produjo un retraso moderado en la
senescencia y ademas produjo un efecto inhibidor del pardeamiento de los frutos,
un proceso que afecta negativamente a la comercializacion. El pardeaminento del
fruto es producido por la actividad polifenol oxidasa (Martinez-Cayuela et al.,
1986), probablemente debido a la limitacion en la disponibilidad de O, el

tratamiento con CO; disminuye la actividad de este enzima.

Las concentraciones de CO, superiores al 30 % producen graves dafios en
los frutos, con aparicion de lesiones necroticas (Figura X) originadas
posiblemente por el déficit ocasionado en el metabolismo oxidativo sumado al
dafio originado por el almacenamiento a bajas temperaturas. En el experimento
mostrado en la figura X, en el que los frutos se almacenaron a 8 °C, pudimos
observar que en el 33 % de los frutos controles (8 frutos de un total de 24)
aparecieron dafios por frio. Sin embargo, si previo al almacenamiento a bajas
temperaturas, los frutos eran tratados con un 30 % de CO; durante 18 horas no
aparecian estas lesiones y los frutos maduraban con normalidad, aunque en
algunos se apreciaban sabores extrafios posiblemente debidos a fermentaciones

indeseadas.

Con este primer tratamiento pudimos determinar la méxima concentracion

de CO; que produce un retraso en la maduracion sin producir dafios en los frutos.
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Se aplicé un segundo tratamiento en el que los frutos se almacenaron a 8 °C en
atmosferas con porcentajes de CO; del 10 % al 25 %, la concentracion de O, fue
siempre del 18 %. A continuacion los frutos se dejaron madurar a temperatura

ambiente.

Este tratamiento produjo una buena conservacion de los frutos. En los
frutos controles que fueron conservados durante 4 dias a 8 °C se observd la
aparicion de dafios por frio tanto en el pericarpio como en el mesocarpio de los
frutos. El tratamiento con CO, evitd la aparicion de estos dafios y los frutos

maduraron con normalidad.

La aparicion de dafios por frio durante la maduracion de las chirimoyas se
determina facilmente midiendo dos parametros sencillos como son el pH del
mesocarpio y el contenido en solidos solubles totales (Gutiérrez et al, 1994b). Las
chirimoyas cuando son recolectadas tienen un alto contenido en almidén, que se
puede observar al microscopio electronico, y el pH del mesocarpio estd por
encima de 6. A lo largo de la maduracion post-cosecha el almidoén se va
hidrolizando, dando lugar a la apariciéon de azucares solubles, principalmente
glucosa, fructosa y sacarosa (Gutiérrez et al, 1992b, 1994a; Sola et al., 1994)
responsables del endulzamiento del mesocarpio. Parte de la glucosa liberada es
transformada en 4cidos organicos, lo que produce una acentuada disminucién del
pH, que alcanza valores en torno a 4,5 cuando los frutos llegan al momento
Optimo para su consumo. El incremento paulatino en la concentracion de azucares
y de 4cidos organicos determina una subida gradual en el indice de refraccion, que
en extractos de mesocarpio de chirimoya llega a valores que oscilan entre 20 y 24
°Brix, dependiendo de los frutos, variedades botanicas o cultivares y época de

recoleccion.
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La figura X muestra los valores de estos pardmetros en frutos almacenados
en distintas condiciones. La temperatura de 20 °C es la temperatura considerada
control. Cuando los frutos se refrigeran a 8 °C se produce un retraso en la
maduracion como consecuencia de la refrigeracion, pero los valores de pH y de
SST son normales cuando se alcanza la senescencia. Ocurre lo mismo en frutos
tratados con CO, pero este retraso es todavia mas acentuado, al final del

tratamiento también se alcanzaron valores adecuados de pH y SST.

Ademaés también se determind la evolucion del contenido de glucosa y
fructosa en el mesocarpio de los frutos a lo largo de la maduracién (Figura X). En
los frutos controles almacenados a 20 °C se produce un incremento en la
concentracion de estos azucares aproximadamente en el cuarto dia tras las la
recogida. Cuando los frutos se almacenaron a 8 °C, este incremento se retraséd
aproximadamente dos dias como consecuencia de la refrigeracion pero al final de
la maduracion se alcanzaron los mismos valores que en frutos controles. En los
frutos tratados con CO, también se alcanzaron valores normales de glucosa y

fructosa al final del tratamiento.

Trabajos previos habian demostrado que la gravedad de los dafios por frio
en chirimoyas depende de la integridad de las membranas celulares que alteran el
equilibrio osmotico (Gutiérrez, 1991). Frutos danados por frio pueden alcanzar
valores razonablemente elevados de sélidos solubles totales y sin embargo no
llegar a acidificarse convenientemente. Este hecho se explica porque gran parte
del metabolismo de azucares no depende de orgdnulos sino de la presencia de
enzimas citosolicas, mientras que en los cambios de pH es determinante la

integridad subcelular (Gutiérrez et al., 1992b; Sola et al., 1994).
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I1. Induccion de proteinas en mesocarpio de chirimoya por tratamientos con

CO..

La protedmica es una técnica muy importante para entender los procesos
celulares ya que nos permite relacionar los datos de expresion de genes con el
metabolismo celular y el fenotipo de la planta (Zivy et al., 2000). En los ultimos
aflos la protedmica estd alcanzando un alto nivel gracias al desarrollo de potentes,
fiables y repetitivos métodos de separacion de proteinas e, igualmente importante,

al desarrollo de métodos analiticos (Kersten et al., 2002).

Para la identificacion de proteinas inducidas en mesocarpio de chirimoya
por el tratamiento con CO, hemos utilizado dos técnicas: electroforesis
bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-PAGE) para la separacion y
visualizaciéon de las proteinas y espectrometria de masas (MS) para la

identificacion de las proteinas separadas.

La electroforesis bidimensional, en la que las proteinas se separan en
funcién de su punto isoeléctrico en la primera dimension (isoelectroenfoque) y en
funcién de su tamafio en la segunda, es una de las herramientas mas poderosas
para la separacion de mezclas complejas de proteinas (Zivy et al., 2000). La
utilizacion de esta técnica para los extractos de chirimoya ha permitido la
comparacion de proteinas presentes en diferentes extractos. Aprovechando la alta
concentracion que pueden alcanzar las proteinas de estrés en los frutos, que
pueden llegar al 1 % del total de proteinas (Waters et al., 1996), no era necesaria
la inmunodeteccidn, sino que la comparacion entre geles de frutos controles y de
frutos tratados podia permitir deducir qué proteinas se inducen con los distintos

tratamientos.
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La figura X muestra geles de un fruto control y un fruto tratado con 30%
de CO, en los que se ha utilizado un rango efectivo de pH para el
isoelectroenfoque entre 5 y 8. Ademas de observar multiples diferencias en la
concentracion relativa de muchas proteinas, el resultado mas aparente fue la
existencia de dos manchas muy notorias en los frutos tratados que no estaban en

los controles y que fueron objeto de nuestro estudio posterior.

Para la identificacién de estas proteinas se utilizo la técnica de MALDI-
TOF que nos permite medir la masa de los péptidos resultantes después de la
digestion de la proteina. Las masas obtenidas se comparan con los fragmentos
peptidicos de otras proteinas incluidas en la base de datos. La obtencion de
resultados positivos con esta técnica depende de la informacidén contenida en la
base de datos. Esto es una limitacion en el caso de la chirimoya ya que su genoma
no ha sido secuenciado. En este caso, el objetivo de esta técnica es identificar las
proteinas que presentan mayor homologia con la proteina de interés (Perkins et

al., 1999).

Al analizar las proteinas inducidas por el tratamiento con CO, obtuvimos
que presentaban homologia con proteinas de estrés de bajo peso molecular (SHSP)
de otras especies vegetales (Tabla X). Las HSPs son un tipo de proteinas
sintetizadas por todos los organismos en respuesta a diferentes situaciones de
estrés. La produccidon y acumulacioén de estas proteinas se ha relacionado con la
tolerancia al estrés y con una menor incidencia de dafios por frio (Sabehat et al.,

1998; Sun et al., 2002).

Se ha descrito que la acumulacion de sHSPs es proporcional a la
intensidad y a la duracion del estrés (Waters et al., 1996). La no aparicion de estas

bandas en frutos tratados con porcentajes de CO; superiores al 30 % no es
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indicativo de que no sean proteinas de estrés, ya que como se ha discutido
previamente la limitacion excesiva en la disponibilidad de oxigeno resulta en
efectos muy nocivos para los frutos. Sin embargo, el hecho de que aparezcan
rapidamente durante el tratamiento y vayan desapareciendo a lo largo de la
maduracion esta totalmente en concordancia con la vida media estimada para este
tipo de proteinas (Chen et al., 1990). Ademas los resultados obtenidos coinciden
con los obtenidos en otros frutos en los que los niveles de sHSPs se mantienen
elevados durante el periodo de conservacion a bajas temperaturas pero descienden

cuando los frutos se transfieren a temperatura ambiente (Sabehat et al., 1998).

I11. Identificacion de genes de estrés.

El papel de las proteinas de estrés en plantas en relacion con la resistencia
al frio esta siendo considerado cada vez mas importante, por lo que decidimos
estudiar la induccion de estas proteinas en chirimoya. Se han descrito seis clases
diferentes de proteinas de estrés de bajo peso molecular (sHSPs) en plantas, todas
ellas presentan una alta homologia en el extremo carboxilo o dominio a-cristalino.
Aprovechando esta alta homologia pudimos disefiar oligonucledtidos que nos
permitieron amplificar las sHSPs de chirimoya. Al analizar las secuencias de los
productos de PCR encontramos cinco secuencias distintas de sHSPs de chirimoya
que indican la existencia de una familia de genes de sHSPs de clase 1. Todas las

secuencias presentan un alto grado de homologia entre ellas.

Otros autores ya habian descrito la existencia de familias de genes de
sHSPs de clase 1 y de clase II en otras especies (Waters, 1995; Waters et al.,

1999; Schubert et al., 2002), estos autores explican la alta homologia entre las
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sHSPs de la misma clase por fendmenos de conversion génica. Ademas Waters

(1995) describe la existencia de genes paralogos en la familia de sHSPs de clase I.

Ademas también encontramos el uso de distintas senales de

poliadenilacion que puede ser un mecanismo regulador.

El extremo 5’ de las sHSPs se determind con 5’-RACE, con esta técnica
pudimos determinar la regidon codificante casi completa de una sHSP de
chirimoya. La falta de algunas bases del extremo 5’ puede expliarse por la
existencia de alguna estructura secundaria que impide la retrotranscripcion de esta
region. La secuencia obtenida presenta en el extremo amino la regién consenso
presente en todas las sHSPs de clase I y ademas presenta los dos motivos

altamente conservados presentes en todas las sHSPs de plantas.

IV. Actividad de sHSP de chirimoya.

Entre las distintas clases de sHSPs, las sHSPs de clase I son las mas
abundantes en plantas (Scharf et al., 2001; Schubert et al., 2002; Kim et al., 2004)
y pueden llegar a alcanzar el 1 % de las proteinas totales después del estrés, por
este motivo, la mayoria de los trabajos sobre la estructura y funcién de las sHSPs

de plantas se han hecho con sHSPs de esta clase.

La actividad chaperona de las sHSPs se ha demostrado mediante estudios
in vitro, las sHSPs de distintas especies vegetales protegen a distintas proteinas
modelo como la citrato sintasa (CS), malato deshidrogenasa (MDH), e insulina de
la desnaturalizacion y agregacion a altas temperaturas (Lee et al., 1997; Collada et

al., 1997; Smykal et al., 2000; Kim et al., 2004).
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Debido a que las sHSPs de clase I pertenecen a una familia de genes, no
hay disponibles mutantes knock out para sHSPs de clase I (Kim et al., 2004), por
este motivo, los estudios de su actividad in vivo se realizan mediante expresion
heter6loga de la proteina. Para estudiar la actividad in vivo de la sHSP de clase I
de chirimoya la hemos expresado en Escherichia coli, un organismo que no
sintetiza sHSPs de clase I (Yeh et al., 1997), fusionada a una cola de histidinas en

el extremo amino.

La cola de histidinas no afecta a la funcion de las sHSPs ya que otros
autores han descrito la actividad termoprotectora de sHSPs fusionadas a histidinas
(Joe et al., 2000) e incluso fusionadas a glutation transferasa (GST) (Yeh et al.,
1997; Smykal et al., 2000). La union de GST al extremo amino bloqued la
oligomerizacion de la sHSP pero no su actividad chaperona (Smykal et al., 2000).
Los dos aminoécidos que faltan en el extremo amino no son esenciales para la
actividad chaperona, se ha descrito que la deleccion de los aminoacidos 1-29 del
extremo amino de Oshsp16.9 (sHSP de clase I de arroz) no afecta a su actividad
chaperona (Yeh et al., 2002), lo mismo ocurre con la deleccion de 5 aminoacidos

del extremo amino de HspF (Studer et al., 2002).

Las chaperonas moleculares son proteinas que se unen a otras proteinas en
estado no nativo. La sHSP de clase I de chirimoya permite que la mayoria de las
proteinas de Escherichia coli permanezcan solubles hasta 80 °C (Figura X), Este
resultado indica que esta sHSP puede interaccionar con muchas proteinas
diferentes de Escherichia coli y protegerlas de la agregacion producida por las
altas temperaturas. Este amplio rango de sustrato de las sHSPs de clase I ya habia
sido descrito previamente (Joe et al., 2000; Kim et al., 2004; Yu et al., 2005). Esta
proteccion de las proteinas frente a la agregacion puede ser una explicacion de la

mayor viabilidad de las bacterias que sobreexpresan la proteina a 50 °C (figura X).
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Ademas de las altas temperaturas la sHSP de chirimoya también protegio a
Escherichia coli frente a las bajas temperaturas (Figura X). El mecanismo por el
cual las sHSPs protegen frente a las bajas temperaturas no se conoce pero podria
ser el mismo que para las altas temperaturas, la sHSP se puede unir a las proteinas
parcialmente desnaturalizadas por el estrés manteniéndolas en una conformacion
activa. Esta funcién podria ser muy importante a bajas temperaturas ya que la
solubilidad y las propiedades de plegamiento de muchas proteinas se encuentran
alteradas (Guy et al., 1998; Soto et al., 1999). A diferencia del efecto
termoprotector de las sHSPs, su efecto crioprotector ha sido poco estudiado,
Lopez-Matas et al., (2004) demostraron el efecto crioprotector in vitro de
CsHSP17.5 (sHSP de clase I de castafio), CsHSP17.5 protege a la lactato
deshidrogenasa (LDH), un enzima sensible al frio, de la inactivacion inducida por

la congelacion.

El estrés oxidativo, que frecuentemente acompana a las altas temperaturas,
al estrés salino y a la sequia, puede causar desnaturalizacion de proteinas
funcionales y estructurales (Wang et al., 2003; Vinocur et al., 2005). Por esta
razon, decidimos estudiar el efecto protector de las sHSPs de chirimoya frente al
estrés oxidativo en Escherichia coli. En la figura X se muestra el porcentaje de
supervivencia de las bacterias después de anadir H,O, al medio de cultivo,
después de media hora de tratamiento el crecimiento de las bacterias que expresan
la proteina de estrés fue el doble que las bacterias controles. La mayor proteccion
se consiguid después de toda la noche, las bacterias que expresan la proteina de
estrés crecieron tres veces mas que las bacterias controles, este resultado podria
indicar que la proteina de estrés puede actuar durante el periodo de recuperacion o
que al unirse a las proteinas desnaturalizadas permite su renaturalizacion después

del estrés, lo que permite la recuperacion de las bacterias.
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Discusion

En plantas, las especies reactivas de oxigeno (ROS) se generan
principalmente durante la fotosintesis y el sitio principal de generacion de ROS es
el cloroplasto, se ha descrito que las sHSPs cloroplastidicas protegen del estrés
oxidativo (Lee et al., 2000), mediante la oxidacion de las metioninas del consenso
IIT pasando a sulfoxido de metionina. También se ha descrito el efecto protector
frente al estrés oxidativo de sHSPs citosolicas de clase I (Jofré et al., 2003). Las
sHSPs de clase I carecen del dominio rico en metionina, esta proteccion la

realizan actuando como chaperonas moleculares.

Otro tipo de estrés bastante comiun que puede afectar a las plantas es el
estrés salino. Hamilton et al., (2001) demostraron que las sHSPs mitocondriales
protegen del estrés salino mediante un mecanismo antioxidante. Para estudiar el
efecto de la sHSP de clase I de chirimoya en el estrés salino, aumentamos diez
veces la concentracion de NaCl en el medio de cultivo y estudiamos la
suervivencia de las bacterias. El efecto protector frente al estrés salino fue mucho
menor que frente a todos los demas tipos de estrés (Figura X), la mayor proteccion

se consiguid dentro de la primera hora de estrés.
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VI. CONCLUSIONES

1-

Cuando los frutos de chirimoyo son almacenados en una atmoésfera con un
porcentaje de CO; entre 10 y 30 % se hacen mas resistentes a los dafios por
frio causados por el almacenamiento a bajas temperaturas, disminuyéndose

o anulandose la aparicion de necrosis en el mesocarpio tras su maduracion.

El tratamiento con CO; retras6 la maduracién sin alterar ninguno de los
valores de pH, SST, glucosa y fructosa que fueron similares a los valores

obtenidos en frutos controles que fueron conservados a 20 °C en aire.

El almacenamiento de los frutos de chirimoyo durante 18 horas en una
atmosfera con un 30 % de CO; induce la expresion de proteinas en el
mesocarpio con caracteristicas de proteinas de estrés. Del mismo modo, el
almacenamiento de los frutos durante 24 horas a 4 °C induce la sintesis de

proteinas con alta homologia con sHSPs de otras especies vegetales.

Mediante técnicas de RT-PCR utilizando oligonucleo6tidos que hibridan en
zonas conservadas de otras sHSPs descritas y la amplificacion de los
extremos con técnicas de RACE hemos obtenido una secuencia casi
completa de una sHSP de chirimoyo, el alineamiento con otras sHSPs

secuenciadas muestra que se trata de una sHSP de clase 1.

La expresion heterologa de la proteina de estrés de chirimoyo en
Escherichia coli protege a las bacterias frente al estrés por altas y bajas
temperaturas, el estrés oxidativo y el estrés salino. También protege de la
desnaturalizacion térmica de las proteinas en disolucion. Estos resultados
demuestran la actividad chaperona in vitro e in vivo de la sHSP de

chirimoya.
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VIII. ANEXOS






ANEXO I. Alineamiento de sHSPs de distintas especies vegetales:

Clase I: 1. A. comosus (AY098528), 2. F. ananassa (U63631), 3. L. esculentum
(AF123257), 4. A. thaliana (NM_114492), 5. H. vulgare (X64560), 6. L. peruvianum
(AJ225047), 7. T. aestivum (X13431). Clase II: 8. F. hygrometrica (AF089845), 9. O.
sativa (DQ180746), 10. P. glauca (L47740). Clase III: 11. A. thaliana (NM_104282).
Clase M: 12. G. max (U21722), 13. P. sativum (X86222), 14. Z. mays (AY758275).
Clase P: 15. N. tabacum (D88584), 16. O. sativa (AB020973), 17. T. aestivum (X58280).
Clase ER: 18. P. sativum (M33898), 19. S. lycopersicum (AB026983). En azul se
representa la region consenso Il y en verde la region consenso I.

4  CATTCAACTTTAATTCGATTTTCTTCAAATTTCCAGTTTCCACTTGCTTTCATTGCTTCTTTCCCGCCGTTT
5 - AAACTTTCATTTGTATTTAATTACTCACATTAGATTTTACTCATTTTTTTGCTATAATAT

4  CTAGATCTTCAATCGAGAAAGGGATTTGCAACTTTTCACACAAAAATCTTAGATTAATTGTTATTAATAACT
5 ATATAGGTTGTAGAGAATTTTAAGATGTCCATGACCACCCGACCACCCGCTAGCTGCGTCATTGTGTAGTAC

Consenso



Consenso

TGTTCATCAAACCACTAAAAATCCCGTGTCATCTTCGACTTCTTGGTTAAAATTCAATAAAGAGTGTAACTT
TCTTTCTGTTTTTAAAATAAGTGTCTGAACTTTATACTAACTTTAATATAAAATTGTACTAAACTTGAGACA

TTCATTGCTATAACTTAATAATTTGTTTGTGAGAAGAGAACTCTAGTCTTACAGGGACCAACACCAACAATC
TTTATTTAGACGGAGGGAGTAGTATTTATTTACGTTTAACTATTGTACTTGCTCGCTGTAAACTTTAATGAC

AAAATTTAGATAATGAAGAATAGTTGCTGATGCATGCATGATTAAGATTGAATTTATCAACAAAAGATAAGT
AGATAACCTCTACTGTTAATCATGCTATTCTGGAAACGGCCCCACAACCCATTCTTGAATCTAGACTAGTCG

---------------------------------------------------- AATCCATAAAAAAAT-ATCG
-—AAGCAATCAAGCGACGATAATTAGAGCACTCGCGACCTC-———— TCCGACGATCTCCAGCTCACTGCTTT
———————————————————— AATTCGCGGCCGCTCGGCTTCCAAGTTCCAACGATCTCGTAGACACT-CTCT



Consenso

GTTCATTATACAACACGTGATTAATTGCATGGTGTATTAAGGCCATTAACGAAGTCCATGGTAAATGAACGG
CCCCCTTGCTGGAATTATACAATTATTTATAGAAAAATCTCACAAAAAAATTATTAACAAAAAAAAAAGGGA

-GGAGACAAAGATTTTT---TCCCAGC--TTGCTC-A----TCAAGTC-CAAGAACCAACCTACCTTTTGC-
CCGCCTCTCCCATTTTGGGGTAACAGAATTTGCAG-AA---TCCATTCTCTACTCTTAAACAACAATCTTC-
———————————————————————— ATGGCTTCCATTGTCGCTTCCAGGAGGGCCGTTCCTCTAGTTCGCGCT
TGTGATCG---AGCTATCT-TTCTGGATTTGTTTTTAGTTTTATAATGGCTTGCAAAACTCTTACATGTTCA
TAGGTTC-TCAAACTCTGA-TTTCCTCTCTACTCTGTA--GTGCAATGGCTGC--=-=—=-~ TCCATTCGC-
--CGTT--TCAATCTCGAG-CGACTTTTATTATTTCAAA-GTGCAATGGCTGCAGCGAACGCTCCCTTCGC-

CATGGCGTTCACTACCCACCTTAATGAACTGCATGTCGTCTCAACCATCAACATAGAAGCTTCTTGAAGCCA
GAAGGCGCCCTAACGGCAGGTTCGTGAGTCCCCTGGAAGACGATAGACCCTTCGAGGGTTGGGAACAGGAAA

—————— AATCTCAAT-T-----CAATGGCGTCCTC------TCTCATTGCGAAGCGCTTCCTCTCCTCTTCC
—————— TCCCGCAATCT-----CAATGGCTTCCTC------ACTTGCACTCAAGCGATTCCTCTCTTCCGGC
CTGGAGAAGCTCATCGCAGCGTCCTCCGCTCCCGGGACTGGCTCCGCCCTCAGGCCGGTGGCAGTCGCCGGC
GCAGCTTCTCCTTTAGTAGTTAATGGTGTTACAGCGTCCTCTAGGAGTAACAACAGGGTAG-CTGCGCCTTT
—————— TCTCGTCAGCC---GTGTCTCGCCAGCGGCGCGGCTCCCCATCCGCGCCGCCTGGAGGAGCGAGCC
—————— TCTCGTCAGCC---GCCTCTCCCCGGCCGCGCGCCTGCCCATCCGTGC---CTGGAGAGCCGCGAG

CCTGAGAAATCTGGTAGCGACACTCTTGAAAGACACGTTATAAAGAAACGGAAAGAAGAAACCTGAAATTTC
GAACGAATGGCTCACAGCCTACCTGGAAAGCGAAAGAGAAACAAACACTCGTGGATTGGACAGTCCTCGAGA

CTCCTCTCCAGGTCCCTCC-——=======——= TTCGCCCCGC-———==—-~— CG----- CTTCCGCTTCCCAC
CTTCTTTCAAGCTCTTTTC————————————— TTCGCCCCCT————————- CG————- CCTCTTCCGCTTCC
GGCCTCCGCGGCTACAACACCGGCGCTCCGCTCCGACGCTACGAGGGGGCCGAGTCGGAAGACGATAGCGTC
CTCTGTTTTCTTTCCATCCACATGCAACGTGAAAAGGCCAGCGTCTAGGCTTGT---AGTTGAGGCAACTGG
GACGGTCGGGCTCCCGTCCTCG——=-=——~- GGGAGGGCCCGCCAGCTCGCCGTG-~---~- GCCTCCGCGGCGCA
GCCGGCGCCGCTCTCGACCGGC——————— GGGAGAACCCGCCCGCTCTCCGTG———-- GCCTCCGCGGCGCA
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—————————————————— AAGCAACCAAGTCATATCCGATTCTAGC------CTACAACAAATCAAAAGTTC
—————————————————————————— GATCCAAAATCGAAAGCAGCA---AGCAAAAAAACGTAGAAAATTC
AAGAAACTTGCAGAGCTTTCTATCTCTTATCCTCTTCTCTACCATCATTTCTCCCTATAAATACGCCAACGC
TTCTTCAAGATCAGTACCTACGATGCTATAAGTAGTGGCTCACCTTCCATCGCCCTCCCAACTCAAGCCAGC

-------------------------------------------- TTC---GGCACGAGGTTTTACACTTGTC
—————————————————————————————— CCCAGCGCGATCCGAGG-—--TAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGA
--------------------------------------- ATCAATCC---GACATTCTGCGATTGTTGATTC
---------------------------------------------- C---CATACTATCAAATCGAAGA-AG
CGCTCT----TTCGACACCAACGCCATGCGCCAGTATGACAACCGCG---CCGACGACCACAGCACCGA-- -
CGCTCT----TTCAACACCAACGCCATGCGCCAGTACGATCAACACT --—CCGATGACCGTAACGTTGA-- -
CGCGAGTACGATGGGCGGCACGGCGGCCGGGACTACGCTGTGCCCAG--~CCTGTTCTCAGGTAGTCGTCAT

AGAT-——--- AACAAAGATACTTCAG---TTGACGTGCATGTCAGCA---GCGGTCAAGGAGGAAACAACAA
GGAG---—-- AACAGGGACAACACCGCCGTCGATGTCCACGTCAACC---AGG-——--- ACGGCGGGAACCA
GGAG------ AATAGGGACAACTCCG---TCGACGTCCAAGTCAGCC---AGGCCCAGAACGCCGGCAACCA

—————————— CCAAGTTCCAAACCTCAAGAACAAAAAACACACATTT---CTAAGTATGAGTCTGAAACCTC
————————————————————————————————————————————— TC---ATCAATACTACAGTGTATAGTA
A C A A A G A
649 720
C--CTCTGA-AGAAGCGTC--GTCTTCGGAAG----CGATCATCATGTCT---C--TGG----TTCGGCGAA
A--AAGAACCTTCATCGTT--CA--ACAGCAATG-GCTCTAAGTCTCTTT---G--GCAA-TAGCCGACGCA
T--CAAAAAAGTTCACTGA--AA--ATGTCTCTG-ATCCCAAGAATTTTC---G--GCGA-TCGACGAAGCA
A--CATAAGTGTTTGCATTCGAAGAGAGTTCTAGCAAAACAAAACAAAAC---AGAGCAAACAGAGTAAGCG
CAGCGTCAAACCAAAGCGAACAACATCCTACCTACAATCCGATACAGATT---AATTTCAACGCGAGCTACA
—————————————————————————————————————————————— CATATAAAATTCTCAAAAAGCTCACT
———————————————————— GAATTCCCTTTTCCTACCTACGATCCGATACCGAATTTTCCGAGCGCACAAG
G--AGAGTGACGGTGCAGAG-TTCCATATCCCTG-ATTGGATTGGTCTTG---GTGTTTC-TCT-GGTCGAT
A--GAAGAAGAAGAGGCGA--TCGAGAGATGGAG-AGCGCCATGTTC--G---GGCTGGA---GACGCCGCT

C--AGAACT-ATTATTC———————- TTTGAAATT-CGGGAAAGATATTTG---A--TAGA-TGGCAATGGAT
A--GGAAGATCCAATTGGA--AAGGGTTATCCTA-ATTCCCAGTCA-————————- TTGA-TCGGAGAAGAT
--—CATCGATC--GTCACT--CCGAACGCTCTTT-CCCTAGCACTGC-GC---GCCGCGA-C-GATAT-CTT
---TGTTTATC--GTCACT--CC--------- TT-CCCTCGCACT----C---GCCGCGA-T-GATCTTCTT
C--TTCGCTTC--ATGCCAGACCCATTTGCTTTG-CTCTCTCAACTCTCA---AATGAGATGGTGGTGAGAC
C--CAAGGCAGTACTTCTG--TCGACCGCCGTCC-TAGGAAGAT----GT---CTCTTGA-———- TGTCTCC
G--CAGGGGA---ACGCCG--TGCAGCGCCGCCC-GCGCCGCTCGTCGGC---GTTTGGA-C-GGCATCTCC
G--CAGGGCA---ATGCAG--TCCAGCGCCGCCC-TCGTCGCGC----TG---GATTTGA-———- CATCTCC

---TAAACATGTTACTCGT--TCCATTTCTTCTG-CTTATTCTCGCGGCT---GATTTTC-CTTTGAAAGCA
T--GAGGGTCATCAGCAAATTAACATTGCTCATC-ATTTCAATTGCTTGC---ATTTTTC-AGGTATCATCA

A A A T C TGA G GC
721 792
GCA-A-C----ATCT-TCGATCCCT-==———- TCTC——————- CCTCGACCTGTGGGAGCCCTTCG-AG—--
GCA-A-C----GTCT-TCGATCCCT-===——- TTTC——————- CCTCGACACCTGGGACCCTTTCC-AG---
GCA-G-C----ATGT-TCGATCCAT--——--- TTTC——=——-- AATCGACGTATTTGATCCATTCA-GG---

AAACGATGTCTCTAGTTCCGAGCTTTTTTGGAGGCCGA---AGAACAAACGTGTTCGACCCATTTTCACTAG
AACCAAAGCAAGCAACACCGACAATGTCGATCGTGAGG---AGGAGCAACGTGCTGGACCCCTTC——————-
GAA-AATGTCTCTGATCCCAAGAATTTTCGGCGATCGACGAAGCAGCAGCATGTTCGATCCATTTTCAATTG
CCAAACCAAAGCAAACACTGACGATGTCGATCGTGAGG---CGGAGCAACGTGTTCGACCCCTTC————---

TTG-A-————- GAGGATGGATTTTC-——————- CTTTG---TTCCAGATCCTGAGCTTTCCCGATG-A-——-
GAT-GACGGCGCTGCAGCACCTGCTCGA----CATCC————- CCGACGGCGAGGGCGGCGCCGCCG-GG—-~-
———————— CCTCTGT-TGAACACCG-------TGCA-------GCAGCTGCTGGTTG-TGCCGG---AC---
GAG-TGC——--- TGTTGCGATTAACCAC-——-TTTT—=———————- TTGGCTTACCGGAGGCGATCG-A----
-TC-T-CAGATGTGT-TGGATCCATTT-——--- TTTC——==——- CGACTCGGAGTTTGAGCCAGGTT-CT---
CTC-T-CAGATGTGT-TCGATCCGTTT-——-—- TCTCmmm o= CCCCACGGAGCTTAAGTCAAGTC-CT---
TAC-ATCGCTTCGAAATGGCTGTGCTGAGTGCTGACTT---CGTCTTGTTGGTCCCTGTCCAGATA-TTTTC
CCT-T-TCGGATTGT-TAGACCCAATG———-- TCTC——————- CGATGAGAACAATGCGGCAGATG-AT---
C-G-T-TCGGCCTCG-TGGACCCGATG—---- TCGC————--- CGATGCGGACGATGCGGCAGATG-CT---
CCG-T-TCGGGCTAG-TGGACCCGATG-——-- TCGC-——————- CGATGAGGACGATGCGGCAGATG-CT---
AAA-G-CATCACTACTACCATTCATAGA-—-TTCTCCC---AACACTCTCTTATCGGATCTCTGGT-CTGAT
CTA-AGCGCAGATGGGTCATCACTT-————————————————— GTACCACTAATCATAGACCAAAT-GATAA
C TG TCGA CC T T TC C C CGTG GA CC
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--GGCTT-CCCCTTCGGCGGCGCCCTCTCGTTCCCGC---GCCCCTCGGCGT--CCTTCCCCGCGG---AGA

--GGATT----TGGC------ CCTCTCATGAACTCCT---C--CTCCACC———————- GCCGGCG----ACA
--GAATT----AGGC-—----- TTCCCAGGTACCAA-—-————- TTCAG-———=====————— GGG----AGA
ACGTATGGGATCCGTTCGAAGGATTCTTGACGCCCGG——----~— GTTGACAA--ACGCACCTGCCA---AGG
--GCCGACCTCTGGGCCGACCCCTTGGACACCTTCCGCTCCATCTTCCCGGCGATCTCAGGCGGGA---ACA
ACGTATTTGATCCATTCAGGGAATTAGGCTTCCCAGGTACCAATTCAGG-————=———————————————— GG
--GCCGACCTTTGGGCGGACCCCTTCGACACCTTCCGTTCCATCGTCCCGGCGATCTCAGGCGGCAGCAGCG
------------- GCTTGAGAAGTCGTTGAATCCA------CAGTCCCAGAA--GTATGTGCGTG----ACA
——————————— AAGCAGGGCGCGACCGGTGGCCCGA-———————-CGCGTGC--GTACGTGCGCG----ACG
--GACCTGGAGAGGA------- TCCTCCACGCCCCG——————-- ACTCGCTC--TTATATGCGCG----ACA
--GAAGCTAATTCTCCCGATTTCTCGTTCCGGCGAAA---GTAATAACGAG------- AGTCGTGG---AA-

--GAACATGA-TGGACCAGGTCATGGACAATCCGT----TCCTCTCCGCGTC--GCGCGGGATC-—=———-—
--AAACATGG-TGGATTTACTGACGGACAATCCGG----TCCTTTCTGC-T----===========——————
CGTGATCCGCTTAGTGCGCCGCACAGCATTGGCCGCCTGCTGAACCTTGTGG--ACGACTTGGCGG---TGG
--GGACACTA-TGGACAGACTGTTGGAGGATACCA---TGACATTCCCAGG---AAGGAACAGATC---A-T
--GGACACGA-TGGACCGGATGTTCGACGACGTCGCGCTGGGGTTCCCCGCC--ACGCCGCGGAGG---TCG
--GGACACGA-TGGACCGGCTGTTCGACGACGCCG---TGGGGTTCCCC----- ACGCGTCGCTCG---CCA
--CGTTTCCCAGATCCGTTTCGCGTCTTAGAACAAAT---TCCCTATGGAGT--TGAGAAACACGA---ACC
--GCAGCAATCCGGCTAATACATTTCTTGATCCATTCAAAG-TTTTAGAACA--AATACCATTTGG---ATT
G A TGG G T A CC TC GG A
865 936
CA-GCGTCGTTCGC--GGGCGCCCGCATAGATTGGAAGG--AGACGCCG-GAGGCGCACGTGT---TCAAGG
CC-TCAGCCTTCGC--GCAGACTCGAATCGACTGGAAGG--AGACTCCG-GAGGCTCATGTCT---TCAAGG
GC-TCTGCATTTGC--CAACACACGAATAGACTGGAAGG--AAACTCCA-GAAGCTCATGTGT---TCAAGG
ACGTGGCAGCGTTCACAAACGCTAAAGTGGACTGGAGGG--AGACACCT-GAAGCGCATGTGT---TCAAGG
GCGAGACAGCTGTTCGCGAACGCCGGATGGACTGGAAAGGAAGACGCCTTGAGGCACATGTCT---TCAAGG
AGACCTCTGCGTTTGCCAACACTCGAATAGACTGGAAGG--AAACTCCA-GAAGCTCATGTGT---TCAAGG
AGACGGCCGCGTTCGCCAACGCCCGTGTGGACTGGAAGG--AGACCCCC-GAGGCGCACGTCT---TCAAGG
CC-AAGGCCATGGT--TAGCACAGCTGTGGACGTCAAGG---AGCTTCCCGATGCTTACATCT---TCGTGG
CCCGCG-CCATGGC--GGCGACCCCCGCCGACGTGAAGG---ATCTGCCCGGGGCGTACGCGT---TCGTGG
CC-GAGGCCACGGC--TTCGACTCCCGTAGATGTTAAAG--AATACCCC-AACTCTTATGTCT---TTATAG
---GAGGAAGTAGCAATAATATCCCAATAGACATTTTGG--AATCTCCC-AAAGAATACATAT---TTTATC
--GGAGCTGGCG----CTGGAGTGGTCGCGGATGGGACGCGAGGGAGACAGAGGATGCTCTGCATCTGCGCG

-——-GCTTCGC-—-—=—==———- GA-CGCGGATGGGATGCGAGAGAGACAGAGGATGCTCTGTTTCTCCGTT
CGGCGCCAGGTCGT---GCGGTGCGCCGTGGCTGGAACGCGAAGGAGGACGAGGAGGCGCTGCACCTGAGGG
CAGCAGTAGGG—---- GAAATAC-GTGCTCCTTGGGACATCAAAGACGATGAAAATGAAATCAAGATGCGTT

CTGGCGACGGG--G--GAGGTGC-GGATGCCGTGGGACGTCATGGAGGACGACAAGGAGGTGAGGATGCGGT
GCGGCG-CGAG--C--GAGACGCCGGATGCCGTGGGACATCATGGAGGACGAGAAGGAGGTGAAGATGCGGT
ATCCATAACATTGTCACA-TGCTAGAGTAGACTGGAAGG--AAACTCCA-GAGGGACATGTGA---TAATGG
AGAAAACACTCTGCT----CGCGAGAGTCGACTGGAAAG--AGACGGCG-AAGGGACACGTGA---TAAGCG

G G GC A CCG T GACTGGAAGG A AC CC GAGGC A GTGT TCE GG

937 1008
CGGATCTGCCGGGGGTGAAGAAGGAGGAGGTGAAGGTGGAGGTGGAGGAGGGCA-————— ACGTCCTGCAGA
CGGACCTGCCCGGACTGAAGAAGGAAGAAGTGAAGGTTGAGCTGGAGGAAGGGA-————~— ATGTCCTTCAGA
CTGATCTTCCAGGGCTTAAGAAGGAGGAAGTCAAAGTGGAAGTCGAGGAGGATA-————— GGGTTCTTCAGA
CGGACGTGCCTGGGCTTAAGAAGGAAGAGGTGAAGGTGGAGGTTGAAGATGGTA-————— ACATACTTCAGA
CTGATCTTCCTGGCGTGAAGAAAGAGGAGGTCAAGGTGGAGGTGGAGGACGGCA-————— ACGTGCTCATCG
CTGATCTTCCAGGGCTTAAGTTGGAGGAAGTAAAAGTGGAAGTCGAGGAGGATA-————— GGGTTCTTCAGA
TCGACCTCCCCGGCGTGAAGAAGGAGGAGGTCAAGGTGGAGGTGGAGGACGGCA-————~ ACGTGCTCGTCG
CTGACATGCCAGGGCTGAAATCAGCAGACGTGAAGGTGCAGTTGGAGAATGATA-————— ATGTGCTCGTGA
TGGACATGCCTGGGCTCAAGTCCTCCGACATCAAGGTGCAGGTGGAGGAGGAGA-————- GGCTGCTGGTGA
TCGACATGCCCGGCCTTAAATCCAACGACATCAAGGTTCAAGTGGAAGACGAGA-————- ACATTCTGAACA
TCGATATCCCCGGAATTTCAAAATCAGATATCCAGGTTACAGTGGAGGAAGAGAGGACTTTAGTGATAAAGA
TGGACATGCCTGGGCTCGCCAAGGAAGACGTGAAGATCTCCGTGGAGCAGA-———————~ ACACTCTCATTA
TGGATATGCCTGGACTCGGTAAAGAAGACGTGAAGATCTCTGTGGAACAGA-———————- ACACTCTTACCA
TGGACATGCCAGGCCTGGGGAAGGAGCACGTCAAGGTGTGGGCGGAGCAGA-———————- ACAGCCTGGTGA
TTGACATGCCGGGGCTCTCTAAAGATGAAGTGAAGGTATCTGTGGAAGATG-———————- ATTTGCTTGTCA
TCGACATGCCGGGCCTGTCGCGGGAGGAGGTGAAGGTGATGGTGGAGGACG————————~ ACGCGCTCGTCA
TTGACATGCCTGGGCTGTCGCGGGAGGAGGTGAGGGTGATGGTGGAGGACG-———————~ ACGCGCTGGTCA
TGGACGTGCCTGGGTTGAAAAAAGATGATATAAAGATAGAAGTGGAAGAGAATA-————- GGGTGCTAAGAG
TAGAAGTACCTGGATTGAATAAAGATGATATAAAGATCGAAATTGAAGAAAACA-————- GAGTGTTGAGAG
T GACATGCC GGGCTGRAGAAGGA GA [GT AAGGTG AGGTGGAGGA] G A ACGTGCT A

HF2 HR3
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TCAGCGGCGAGCGCA-———-- CCAGGGAGAAGGAGGAGAAGAACGAC-—————- ACCTGGCACCGCGT--GG
TCAGCGGAGAGAGGA-——--- GCAAGGAGCAGGAGGAGAAGAACGAC-—————- AAGTGGCACAGGGT--GG
TCAGCGGAGAGAGGA---——- ACGTGGAGAAGGAAGATAAGAATGAC---—-——- AAGTGGCATCGCGT--GG
TAAGCGGTGAGAGGA---——- GCAGTGAGAATGAAGAGAAGAGTGAC------- ACATGGCACCGTGT--GG
TCAGCGGCGAGCGCA-—-—--- CCAAAGAGAAGGAGGACAAGAACGAC-————-- AAGTGGCATCGGGT--GG
TCAGCGGAGAGAGGA-———-- ACATGGAGAAAGAAGATAAGAATGAT ————-—- AAGTGGCAGCGCGT--GG
TCAGCGGCGAGCGGA-———-- GCAGGGAGAAGGAGGACAAGAACGAC-————-- AAGTGGCACCGCGT--GG
TTGGCGGCACACGAA-————- AACGTGAGGAGCCAGATCCTAAGGTA-—-———- AAATATATTCGCAT--GG
TCAGCGGGGAGCGGCGGCGCGGCGGCGGGGAGGAGGAGAAGGAGGAGTCGTGC-AAGTACCTGCGGAT--GG
TCAGTGGCGAGCGGA-———-- AGAGGAACGAGAAGGAAGAAGGGGAAGTG----AAATACATCCGCAT--GG
GTAATGGGAAGAGGA-————- AGAGAGATGATGATGAGAGTGAAGAAGGGT-CTAAGTATATTAGACTCGAG
TCAAAGGTGAAG------——- GTGCTAAAGAAGGCGA-————————————————— TGAAGAAGAGA-——---
TTAAAGGTGAAGAAG------ GTGCTAAAGAAAGCGA-————————————————— GGAAAAGGAGAA-————
TCAAGGGCGAGGGCG———--- AGAAGGAGGATAGCGAGGA-—————————————— CGAGGCCGCCC——=——-
TCAAAGGCGAATACA---——- AAAAGGAAGA-GACTG-———————————————— GAGATGACAACTCTTGGG
TCCGCGGGGAGCACA-————- AGAAGGAGGAGGGCGAGGGCGCGGAGGGCTCCGGCGACGGGTGGTGGAAGG
TCCGCGGCGAGCACA-————- AGAAGGAGGCCGGCGAAGGGCAGGGCGAAGGCGGCGACGGGTGGTGGAAGG
TGAGTGGTGAGAGGA-——--- AGAAAGAAGAAGATAAAAAAGGAGATC—————-- ATTGGCACAGAGT--TG
TGAGCGGAGAGAGGA-——--- AGAAAGAAGAAGAGAAAAATGATGAAGAGA-ATCATTGGCATTGTGT--TG
TCAGCGG GAG GGA A A GGAGGA GA GA AA A GA AAGTGGCA CG GT GG
1081 1152

A-GCGCAGCAGCGGCAAGTTCCTACGCAGGTTCCGCCTCCCCGA-CAACGCC--AAGGTCGATCAGGTCAAG
A-GAGGAGCAGTGGCAAGTTCGTGAGGAGGTTCAGGCTGCCGGA-CAATGCA--AAGGTGGATCAGGTTAAG
A-GCGAAGCAGCGGGAAATTCATGAGGAGATTTAGACTTCCGGA-GAATGCA--AAGATGGATCAAGTTAAG
A-GCGGTCAAGTGGGAAGTTCATGAGGAGGTTTCGGTTGCCAGA-GAATGCA--AAGGTGGAGGAAGTAAAG
A-GCGCAGGAGCGGGAAGTTCGTGCGGCCGTTCCGCCTGCCAGAGGACGGC---AAGGTTGATGAAGTGAAG
A-GCGAAGCAGCGGGAAATTCATGAGGAGATTTAGACTTCCGGA-GAATGCA--AAGATGGATCAAGTTAAG
A-GCGCAGCAGCGGCAAGTTCGTGCGGCGTTTCCGGCTGCCGGAGGACGCC---AAGGTGGAGGAGGTCAAG
A-GCGCAACTCCGGATCATTCATGCGCAAGTTTACGCTTCCTCA-GAATTCC--AATTTGGATAAAATTGCA
A-GCGGCGGATGGGCAAGTTCATGCGCAAGTTCGTGCTCCCCGA-CAACGCC--GACGTCGACAAGATCTCC
A-GCGCAGAGTGGGAAAGTTCATGAGGAAATTCAGCTTGCCGGCTGACTGC---AACCTGGAGGCCATCTCT
AGGAGACTTGCTCAGAATTTGGTTAAGAAGTTCCGGTTACCAGA-AGATGCT--GATATGGCTTCTGTAACG
--—-G---CGCTCGTCGCTACACTAGCAGGATTGACTTGCCGGACAAGCTCTACAAGATTGACCAGATCAGA
--AAG---TGGTCGTCGATTCTCGAGCAGAATTGATTTACCTGAAAAGCTTTACAAGATTGATGTGATTAAA
---CGC----CTCCGAGATACAGCGGTCGCATCGAGCTCGCGCCAGAGGTTTACAGGATGGACAAGATCAAG
G-CAGGAATTACAGCTCCTACGATACTCGTTTAAGTCTCCCAGATAATGTTGAGAAA---GATAAAATTAAA
A-GCGCAGCGTGAGCTCCTACGACATGCGGCTCGCGCTCCCCGACGAGTGCGACAAG---AGCAAGGTCCGC
A-GCGCAGCGTGAGCTCCTACGACATGCGCCTTGCTCTGCCGGACGAGTGCGACAAG---AGCCAGGTGCGG
A-AAGATCTTATGGAAAGTTCTGGAGGCAGTTTAAATTACCTCA-AAATGTT--GATTTGGATTCTGTCAAA
A-AAGGAGTCATGGAAAGTTCTGGAGACAATTTCGTTTGCCTGA-AAATGCT--GATATTGATACAATGAAA
A GCG AG GG AA TTC TGAGGAGGTT G CT CC GA GAATGC  AAG TGGAT A GT AAG
1153 1224
GCCGCCATGGAGAACGGCGTGCTCACCGTCACCGTCCCCAAGGAGGACGTC---AAGAAGCCCCAGGTCAAG
GCTGCTATGGAGAATGGGGTGCTTACTGTGACTGTGCCCAAAGCACCGGAG---CCGAAGCCCCAGGTTAAG
GCTTCAATGGAGAACGGAGTGCTTACTGTTACTGTTCCAAAAGAAGAGGTG---AAGAAGCCTGAGGTCAAG
GCGAGTATGGAGAATGGGGTGTTGTCGGTTACGGTGCCGAAAGTTCAGGAG---AGTAAGCCGGAGGTCAAG
GCCGGACTGGAGAACGGTGTGCTCACCGTCACCGTGCCCAAAGCCGAGGTC---AAGAAGCCCGAGGTGAAG
GCTTCAATGGAGAATGGAGTGCTTACTGTTACAGTTCCGAAGGAAGAAATG---AAGAAGCCTGATGTGAAG
GCCGGGCTGGAGAACGGCGTGCTCACCGTCACCGTGCCCAAGGCCGAGGTC---AAGAAGCCCGAGGTGAAG
GCCTCCTGTGTCAATGGCATCCTAACAGTTACTGTTCCCAAGATTCCTCCTCCAGAACCTGCGAAGCCGAGA
GCCGTGTGCCAGGACGGCGTGCTCACCGTCACCGTCGAGAAGCTCCCGCCGCCGGAGCCCAAGAAGCCCAAG
GCTGCGTGCCAGGATGGAGTGCTGACCGTCACCGTTCCCAAGCTCCCCCCACCGGAACCGAAGAAACCTAAG
GCTAAATATCAAGAAGGTGTTTTGACAGTTGTTATCAAGAAGCTACCGCCAC---AGCCGCCGAAACCTAAG
GCTGAGATGAAGAACGGTGTGCTCAAGGTCGTTGTGCCGAAAATGAAGGAGGAAGAGAGGAAAGACGTGATC
GCTGAGATGAAAAACGGCGTGCTCAAGGTTACTGTGCCTAAAATGAAGGAAGAAGAAAGGAACAATGTCATT
GCGGAGATGAAGAACGGCGTGCTCAAGGTGGTCGTGCCGAAGGTGAAGGAGCAGCAGCGCAAGGACGTGTTC

GCTGAACTGAAGAATGGAGTCCTTTTCATCTCAATTCCGAAGACCAAAGTTGA-————- GAAGAAGGTGATT
GCCGAGCTCAAGAACGGCGTGCTGCTCGTCACCGTGCCCAAGACGGAGGTGGA-————~— GCGCAAGGTCATC
GCCGAGCTCAAGAACGGCGTGCTGCTCGTGTCCGTGCCCAAGAGGGAGACCGA-————— GCGCAAGGTCATC

GCTAAAATGGAAAACGGTGTTCTTACTTTAACTCTTCATAAGTTGTCGCAT---GATAAGATTAAAGGTCCT

GCTAAGCTTGAAAATGGTGTGCTTACAATTTCATTTGCTAAATTGTCTGCT---GATAGAATTAAAGGTCCT

GCTG  TGGAGAACEG GTGCT AC GT AC GT CC| AAG T AGG AGA GC AEGGT AAG
HR2
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TCCGTCCAGATCTCCGGCT-GA--TCA---CGATGATGCTGAT--CAGCAC---AGCACCAGCAGCA-GCTT
AGCATCGACATCTCTGGAG-CC-TAAATT-TTCAAGATCTTCA--GGCCATC--ACGTCTTTAATTTTGTTG
TCCATTGAGATCTCTGGT——--- TAAAAA-TACAT-T-----T--GTGAA----TTAAGTT---GATGTGTA
TCCATTGATATCTCTGGTTAAGAGGAACTCTGAAGTTGGAAAGCTTAAGACA--GTAATATGTGATAGTGTG
GCCATCGAGATCTCCGGCTGAGTGCATGCGCTTTTTTCTACAA---AAATAT--CTGCTTAAGAATAGAGTA
TCCATTGAGATCTCTGGTTAAAAATACATTTGTTAATTAAGTTGATGTGTATGGTCAAATAATAACTGAGTT
GCCATCGAGATCTCCGGCTGACTGCATGCGTTTGGACG--TAT--GC----TCATTCAGGTTGGAGCCAATT
ACCATCGAGGTAACTATGGGAAATCAGTA-GGATCACACCGTTAGGGCTCTC--TTGAAATGACACTGACAA

ACCATCGAGGTCAAGGTCGCGTGATGAGATTCCGCATCTCTCTG-CATCTG-————-- CGTCGCTGCGTGGA
ACGATTGCAGTCCAAATTG-GAT-AAATC-CTCCGCTGTGTAT--G-CAGG------- GATT--GAAATCTT
ACTGTTCAAATCGCTGTTT--CTTGAGTA--GTTTCTGTGTTT---TG-———==———- TTTTTGTGTGTGTT
AGTGTTAAGGTTGAGTAGA----- ACAAC-CCAAGCTG-ATTT--GGCCAT----——- TTTGCATCGACACT
AACGTCAAGGTTGATTAGA----- ATAGT-ATCACAT---TTT--GCTTCT------- TTTTCTTTTGTACG
CAAGTCAACGTCGAGTAG— === === = —— e
GACGTGCAAATCAACT————————= AAAA-AGTTGATGGTTTT——---- Ce——————- GTTTTCTTCTTG-T
GACGTGCAGGTCCAGTAGA-—--- CGAAT-GGCTGCTACTACT--ACTGAA-—————— CGGTCACTCTGG-A
GACGTGCAGGTCCAGT-GA-———- TGAGT-TCGTG----TGAG--ACTGTA--—--—- CCCTGCATCTG--A
AGAATGGTTAGTATTGTGG--A--AGAGGATGACAAACCATCT————————————- AAGATCGTCAATGATG
AAAGTTGTGTCTATTGAGAGTAAACAACAAGGAAAAGAGTCCTCTGTTAGAG--AAGAGCTTTAATTTTATG
CCAT_GAGATC ¢ AA T T T T
HR1
1297 1368

TGCTTCCT-TCCTTCCTT-CCTTCCTTCCTTCCTTCCCAGAACGAATAAATCTTC--TAGGTCTCATC-TAC
CGGTAAT--TTCAAATAA-GCTTGTGTGGTGTGTTT--CACTGTTTTGTATGTTG--TAGTTTCTTTG-GTG
TGCT——=————- CAAATA----CTGAGTT-GTTGTGT--CTGTTGAAGGTTTGAAG--TTGCTCTGTTT-TTC
AAATAAAT-GGTGCGACTTTCCTTTCTTCTTTTTCTTGTAATCACCAATCTCGTTGTATCAATATAAGTAAT
AGAAAACTGTGCACGAAGAATATAGGTACGAAGGGTC--TGAAATATTGGTGATCGATGAGCTGAATGTGAC
TGTTGTGTCCGTTGAAGATTTGAAGTTGCTCTGTTTTTCTATCGAAGTCTTGAGTCGGCTTTGCTTCTCGCC
TGGTTGATGTGTGTGCGAGTTCTTGCGAGTCTGA-——-- TGAGACATCTCTGTAT--TGTGTTTCTTTCCCC
CGTACAGG-GGTTGGAAATGCCAGAGTGTCATGGTAGGATTTGTGCGAACGGTCCTGAACCATGAGTTGGAT
TCAAAGAA-TCGAAGCTTGAGTTGAGTGAGTTGTGAC-TAGTAGTATGAGTAGAGTGTTCATCTTTATCGTT
TGGTGAA----TTTTGCAGGGTCTTGTTGCCTGTACC-TTATCTAGATTTTGCACGATTTTACTTCCA-GAC

TGTTTTCT-AGTTTGTAATTTTTCTGTGTTTGGATAAAAAGACTCTGTTTC--———- TTTTATGTGTTCTCT
A-CTCT--—-TTAGTTT-T-CTTTTATTAGGTGG----- TGATGAATCTAG---—-- TTAGTAGATAT-—--
AGCTCT----TGAAT-———- CT-————- AGATCT---——- TGATGGATCTGGA-———- TTTGAACACTT--——-
TG-TTTT-—-TTTGTAAC--ATTCTGTAAA-TGTAAC-TTGGCGCAAATATT-———— TATA-CGAGTA-T--
GGATGTG---AGCCTGTG--ACCGTGAG-GGTTTAAG-CAGTGTGAGGTTTG--——- AAAAAGTCGTG-T--
GGCTTTA---AGATTTCA--GCTGTCCGAGGTGTGCT-CTTTGTAGAGTGTG-—-—— CCGTTTTTCTC-C--
AGTTGAAA-—-TAATTATGTGATTTGTACTCATAAAA-ATGAAAAATGTTTT-———- TTCATTGTGTTATTT
AGTTCATC-CTCTGTTTTCTGTTCA-TCCTCTGTTTCTCTCTGTGGTATGTGTATGATGAAAAAAATGTTAA
GT T GT TGT TGT A T TG T T
1369 1440

TT-CGTCATCGTCTCTCTCT-C----TGTGCGTCTGATCTGAGT--CTCTC--TTTAATCGTA---GTGTA-
TG-TAAAAA-GTATGTTTTT-T----CTGTATGATGGGTGATGG--CCTGT---CATGTATGTTAATCTTAT
TA-TCGAAA-GTCTTGAGTC—----- GGCTCTGTTTCTCACCTA--ATGGC---GTACTTGC——--- TGTAA
CGTAATAAAAGAGTGTTTTGATCC--ATTGATAGTTACGAGCCAA-CCATA-CGAATCTTTTGAATATAAAA
CTGTCTTATCTTCAGGTTCACT----AATCATGGGTCTACGATGATCAATACCCTAAATATTCATTGTATAC
TAATGGCGTAGTTGTACTTTTTCAAGTTTGACGTTGAATATGAAAAATTTGTCTTTTATTTTTTTACTGTAA
AGTGTTTTCTGTACTTGTGTAA-——-TCGGCTAATCGCCAACAGATTCGGCGATGAATAAATGAGAAATAAA
GGAACTCTGGTTAGTTCGGAGGTA--CTTGGTATGCCACTGTAGT-AGGCAGTGTGAGTTACGACGTTTGGA
T----GCTACGTGAGAATGTGA----GGACATGGTGGTCTGTATG-CCGTATGCGATGTGATGATGATGGAT
TT-GAGAAATATATAATGAT-C----TGCAATATATCCAACCTG--ATGGCGCATAAATAAAGGTTGTCTAC
TG-TCGAAA-TTTTGAAATTGA----AGAAATAAATAGGTTTAG--CC-—————————mmm e e ——
—————— AACAGCTTAATAGT-A-——-TTGTTGCTGTGTTTGGTT----TTGAAACTTCAAACGTATCTGTAA
—————— TAACTTTTTCTTGT-A--—-AGGATTGTAACTACGGTT--AATTACATCTTGTTTTTTCTCTTTAA

GTGAATAAAGGAATGTTACCTAT---GATATTGGTTGTTTGTTGT-ATGTCAACTAAAGAGTGCTGTAAAGG
AT--AAAATCGTATTTTGAAATAA--AAAAAAAAAAAAAAAAAAA-A-————— e
AA GT T T G T T A
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Consenso

1441 1512
ATGTGTAGTGTGCTGCTA-CTTACTCGTTAGGGTCGGTTCGGTGCCTTCTTTCTCTGTCCATCGCATTTCGT
ATATCGGTATTAAGAGAG-AAGAATTTTCATTTTCATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA-
AATTTCATGTTGAAAG-A-TGTAATAGTAGTGTTGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - — -~
GTTTTGAAGTGTCATTTCTCCTAGTCCTAATAAGTTTTTAAGTGAAGGGACCTCAGTCTTG---=—====-~—
CCTTTTACCATGACGTGATACACAACTTCTGTAATGCTACAGTATTAAAAGAGTATCTTTGGTCCATCATAC
AAAAAAAAAAAAAAAAA - — — = e e
TTGTTCTGATTTTGAGTGCAAAAAAAAAGGAAT T-———————— e
TACTTGCGATTCGGCGGATCTAGAGGGATCGTTTGCGACTGCCTAATGTATAGTTTTTTGGTCGCTTAACAG
GGTTTGATGTTT-GGTAATGGAAATGGGGATGTTCTGCTGCTTATCTG-—————=—————————————————
ATTCCTGTCATGTATCGAGCTTCCTGTTAATGGTACAACAGAGCTCTGCATTTAAATATAACTTCTGTATTT

1513 1584

1585 1639



ANEXO II. Transformacion de plantas de tabaco y Arabidopsis.

Las semillas de Arabidopsis y tabaco germinaron segun el procedimiento

descrito en materiales y métodos (apartado II1.2.6.3.), la figura 1 muestra las

plantas de tabaco y Arabidopsis después de un mes de crecimiento en el medio

Gamborg’s B-5.

Figura 1. Germinacion de semillas de tabaco (A y B) y de Arabidopsis (C)
para la transformacion.

Después de un mes y medio de crecimiento las plantas se transformaron
con el gen de la sHSP de chirimoya y los explantos de hojas se incubaron en
medio de regeneracién (apartado II1.2.6.4.). La mayor concentracion de
citoquininas (BA) que de auxinas (NAA) favorece la formacion de tallos. En la
figura 2 se observan explantos de hojas de tabaco tres semanas después de la
transformacion, en algunos ya se empieza a observar la aparicion de los primeros

brotes.

Cuando los brotes alcancen un tamafio de 10-20 mm, se pasaran a medio

de enraizamiento y posteriormente a tierra. Tras comprobar que las plantas



contienen la construccion mediante PCR, se pasard a estudiar el efecto protector

de la sHSP frente a distintos tipos de estrés.

Figura 2. Explantos de tabaco tras la transformacion con Agrobacterium. Las fotos
fueron tomadas tres semanas después de la transformacion.



