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Introduccion.-

A.- Breve introduccion a los enlaces disulfuro.

En los ultimos afios se ha producido un aumento de la investigacion de
los procesos biologicos regulados por mecanismos redox, en los que se
producen reacciones bioquimicas de reduccidn/oxidacion. La funcidén
principal del control redox consiste en un sistema que emplea grupos tioles
para desarrollar los intercambios de equivalentes reduccion/oxidacion entre
diferentes proteinas. Las proteinas que contienen tioles son los antioxidantes
mayoritarios en las células. Ademas, el sistema redox es probablemente el
sistema regulador de las funciones celulares mas utilizado por los
organismos vivos de tal forma que casi todos los aspectos de la vida celular
han sido relacionados con él. La oxidacion reversible de los grupos tioles de
varias fosfatasas, quinasas y factores de transcripcion relaciona la quimica
redox basada en los tioles con la sefializacion por fosforilacion, apoptosis, el
proceso de envejecimiento y la regulacion génica. La disfuncion de la
regulacion redox en la homeostasis estd implicada en el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, cancer (Biaglow, J.E. and Miller, R.A.
2005; Berndt, C., y cols. 2007). En plantas, aunque inicialmente se
descubrié en el contexto de la fotosintesis, la regulacion redox a través de la
reduccidén/oxidacion de grupos tioles (S-S= 2SH) estd extendida en casi

todos los procesos de la biologia vegetal.
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A.1.- Naturaleza y funcion de los enlaces disulfuro. Tipo de

grupos disulfuro.

Existen tres tipos de enlaces disulfuro, dependiendo del origen de los
dos residuos cisteinas que participan del enlace, enlace intramolecular,
intermolecular y mixto. El grupo mayoritario lo constituyen los enlaces S-S
formados entre cisteinas del mismo péptido. Los dos aminoacidos que
interactian pueden estar cerca en la estructura primaria de la proteina o
alejadas dentro de la misma. En este Gltimo caso, los aminoacidos que
participan en el enlace estin proximos en el espacio gracias a la estructura
secundaria y el plegamiento terciario de la proteina siendo posible la
formacion del puente disulfuro. El siguiente grupo de union por enlace S-S,
ocurre entre grupos tioles de diferentes polipétidos, en la mayoria de los
casos entre subunidades idénticas, lo que conduce a la formaciéon de un
dimero mediante un enlace covalente. En el tercer tipo de enlace, una
variante del anterior, la cisteina reacciona con su homdélogo de una molécula
de glutation oxidado. Este mecanismo es conocido como glutationilacion,
que ha sido estudiado extensamente en sistemas animales, pero poco en

plantas.

A.2.- Funcion de los enlaces disulfuro.

Las modificaciones post-traduccionales, tales como la fosforilacion,
en general resultan en un cambio en la actividad enzimatica o son un
mecanismo de sefializacion (Kalume, D.E., y cols. 2003). Sin embargo, la

formacion de un enlace disulfuro puede ser puramente estructural y actuar
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Introduccion.-

para estabilizar la proteina manteniendo su estructura terciaria. En plantas,
esta estabilizacion mediante modificacion covalente es especialmente
importante en proteinas secretadas y de almacenamiento, dénde ayuda a
prevenir la desnaturalizacion y disminuye la susceptibilidad a la
degradacion proteolitica (Roesler, K.R. and Rao, A.G. 2000).

El cambio reversible en el estado redox entre la forma en estado
oxidado (S-S) o en estado reducido (-SH SH-), permite un cambio de las
propiedades cataliticas de la enzima o una modificacion reguladora de la
misma (Buchanan, B.B. 1980; Yano, H., y cols. 2002; Hogg, P.J. 2003). En
este caso, la secuencia del centro activo estd formada por dos cisteinas
separadas por uno o dos aminoacidos y funciona tanto como donador de
electrones como receptor de electrones. En el caso de la regulacion
catalitica, la formacion de un puente disulfuro puede fisicamente bloquear el
centro activo de la proteina como ocurre con la enzima fosforibuloquinasa
cloroplastidica (Brandes, H.K., y cols. 1996). Mientras que si el puente
disulfuro esta alejado del centro catalitico de la proteina, la reduccion
produce un pequefio cambio conformacional que afecta las propiedades
cataliticas de la enzima como ocurre en el caso de la fructosa-1,6-
bisfosfatasa cloroplastidica (Chiadmi, M., y cols. 1999) o NADP-malato
deshidrogenasa (Krimm, 1., y cols. 1999).

Por ultimo, la tercera funcidn del enlace S-S es la capacidad de unirse
a glutation para proteger grupos —SH. En algunos casos la formacion de
enlaces disulfuros intra o intermolecular podria tener los mismo efectos de
proteccién. Los tioles pueden ser oxidados a HSO, y HSO3; como resultado
de un estrés oxidativo. Este tipo de dafio, que generalmente conduce a la
proteolisis de la proteina afectada, se puede evitar mediante la formacion de

un enlace entre el grupo —SH y el glutation. Hay que resaltar que la
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formacion de enlaces disulfuro inducido por estrés parecen jugar un papel
esencial en la regulacion de las enzimas, como se propone en el caso de

proteinas cloroplastidicas (Balmer, Y., y cols. 2003a).

A.3.- Proteinas activas en la formacion v liberacion de enlaces

disulfuro.

Varias son las proteinas que participan en la formacién de enlaces
disulfuros, algunas de ellas forman parte de sistemas reguladores con
importantes funciones celulares, tales como glutaredoxinas, peroxiredoxinas

y tiorredoxinas, estas ltimas son objeto del estudio de esta tesis doctoral.

3.a.- Glutarredoxinas.

Las glutarredoxinas (GRXs) son proteinas pequefias, muy proximas
evolutivamente a las tiorredoxinas, que muestran una estructura
tridimensional compacta. Con 31 miembros descritos en Arabidopsis
thaliana, las glutarredoxinas representan un grupo bastante heterogéneo.
Las primeras glutarredoxinas descritas contenian un centro redox con el
motivo conservado -CPYC-. El analisis filogenético distribuye las
glutarredoxinas de A4. thaliana en tres grupos en funcion de sus distintos
centros activos: glutarredoxinas clasicas con el centro activo tipico -CPYC-,
glutarredoxinas con dos cisteinas contiguas con el motivo -CCXC/S/G-, y
por ultimo, las glutarredoxinas con una sola cisteina en la secuencia
conservada -CGFS- (Lemaire, S.D. 2004; Rouhier, N., y cols. 2004b).

Algunos estudios indican que sélo la primera cisteina es esencial en la

Pdg. 6



Introduccion.-

actividad sobre la enzima peroxirredoxina (Rouhier, N., y cols.
2002b,2002a).

En plantas, se conoce relativamente poco acerca de la familia de las
glutarredoxinas. Ademas de interactuar con las peroxirredoxinas, una de las
funciones propuestas para estas proteinas es la de liberar los enlaces
disulfuro mixtos que se forman entre las cisteinas de una proteina y el
glutation.

Ademas del papel de las glutarredoxinas en respuesta al estrés
oxidativo, algunas glutarredoxinas del subgrupo II (con centro activo
-CGFS-) interactian con transportadores de iones Ca®’, lo que sugiere que
podrian estar involucradas en la sefializacion celular a través del control de
la concentracién de iones Ca" (Cheng, N.H. and Hirschi, K.D. 2003). Estas
proteinas podrian igualmente funcionar como reguladoras de factores de
transcripcion y de enzimas con actividad fosfatasa, asi se ha descrito en el
caso de la enzima tirosina fosfatasa 1B de soja regulada a través de la
glutationalizacion de una cisteina (Dixon, D.P., y cols. 2005). Por ultimo, se
sabe que las enzimas pertenecientes al grupo III (con centro activo
-CCM/LC/S-) estan implicadas en el desarrollo de los pétalos (Xing, S., y
cols. 2005).

3.b.- Peroxirredoxinas.

Las peroxirredoxinas (PRXs) son peroxidasas presentes en todas los
tipos de células, que catalizan la reduccion de peroxinitritos e
hidroperoxidos (Chae, H.Z., y cols. 1994b; Bryk, R., y cols. 2000) gracias a
una cisteina conservada en todas ellas que actuia como reductor. Esta

cisteina provoca un ataque nucleofilico sobre los peroxinitritos y/o
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hidroperdxidos, lo que convierte el grupo tiol en un acido sulfinico (HSO),
que es regenerado bien por una reduccién directa o mediante la formacion
de un puente disulfuro inter o intramolecular (Wood, Z.A., y cols. 2003).

El enlace disulfuro es reducido con ayuda de varios sistemas
reductores, las tiorredoxinas, glutarredoxinas, ciclofilinas en organismos
eucariotas mientras que en bacterias se recurre a las flavoproteinas con
actividad oxidoreductasa AhpF y AhpB (Chae, H.Z., y cols. 1994a; Poole,
L.B. 1996; Lee, S.P., y cols. 2001; Rouhier, N., y cols. 2001; Bryk, R., y
cols. 2002).

En plantas, existen cinco grupos de PRXs dependientes de TRX
diferentes de acuerdo con el nimero y la posicion de las cisteinas cataliticas
conservadas. Cuatro grupos estdn definidos como peroxirredoxinas que
mediante analisis filogenético se han identificado como 1-Cys-PRX, 2-Cys-
PRX, PRX tipo Il y tipo PRX Q, mientras que el ultimo grupo lo constituye
el grupo de las glutation-peroxidasas que poseen un centro activo que difiere
en posicion y en composicion del resto de PRXs (Rouhier, N. and Jacquot,
J.P. 2002; Dietz, K.J. 2003). Para todas las PRXs, el primer paso de la
reaccion catalitica es comun: tras la formacion del grupo HSO, este puede
ser reducido directamente, como es el caso de las PRX II formando un
enlace disulfuro intermolecular (Cheong, N.E., y cols. 1999; Konig, J., y
cols. 2002; Konig, J., y cols. 2003) y presumiblemente ocurre igual en el
caso de las 1-Cys-PRXs aunque no poseen ninguna cisteina conservada
entre todas ellas (Rouhier, N., y cols. 2002b). También , el grupo HSO
podria ser también atacado por otra cisteina para formar un enlace
intramolecular entre dos PRXs (PRX Q) (Kong, W., y cols. 2000; Rouhier,
N., y cols. 2004a).
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Las proteinas 1-Cys-PRXs poseen un péptido sefial que los dirige al
nuicleo del embridon de cebada y de las células de la aleurona (Stacy, R.A., y
cols. 1999), pero experimentos con GFP han localizado la proteina
igualmente en el citosol (Haslekas, C., y cols. 2003b) indicando que en estos
casos actuaria en el mantenimiento de la dormancia de la semilla y en la
proteccién de los tejidos frente a dafios oxidativos estando implicada con la
regulacion de la germinacion, evitando este proceso en condiciones
desfavorables (Haslekas, C., y cols. 1998; Lee, K.O. y cols. 2000).
Recientemente se ha indicado que las enzimas de la clase 1-Cys-Prx se
expresan también en tejidos vegetativos, hojas y zona de union del tallo con
peciolo siendo inducida en respuesta a estreses abidticos tales como la
deshidratacion, el calor, la alta intensidad luminica, ABA y NaCl (Mowla,
S.B., y cols. 2002; Haslekas, C., y cols. 2003a).

La proteina 2-Cys-PRX es una proteina unida al tilacoide del
cloroplasto (Konig, J., ¥ cols. 2002) y se ha encontrado en casi todos los
tejidos de plantas excepto en raices (Cheong, N.E., y cols. 1999; Broin, M.,
v cols. 2002). La actividad fisioldgica estudiada en mutantes de Arabidopsis
thaliana deficientes en esta proteina, muestra que algunas proteinas del
cloroplasto se dafian y la fotosintesis esta desactivada lo que sugiere un
papel protector del aparato fotosintético para la 2-Cys-PRX (Baier, M. and
Dietz, K.J. 1999; Baier, M., y cols. 2000). Se cree que actua conjuntamente
con la proteina CDSP32 contra la peroxidacién lipidica de membranas del
tilacoide (Broin, M. and Rey, P. 2003).

Las PRXs Tipo II estan presentes en todos los organulos de las células
vegetales (Choi, Y.O., y cols. 1999; Rouhier, N., y cols. 2001; Brehelin, C.,
y cols. 2003). Su funcion estd relacionada con la respuesta de las plantas

frente a patdgenos y situaciones de estrés oxidativo por H,O, y t-butil-
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hidroperéxido (Horling, F., y cols. 2002; Horling, F., y cols. 2003;
Kandlbinder, A., y cols. 2004; Rouhier, N., y cols. 2004a).

Por ultimo, la enzima PRX Q estd presente en los cloroplastos de
hojas, aunque no se detecta ni en tallos ni en raices (Rouhier, N., y cols.
2004a). La expresion de este tipo de PRX se altera por el estrés salino, la
presencia de ascorbato, agentes oxidantes y el cambio en la intensidad

luminica (Horling, F., y cols. 2003).

3.c.- Protein-disulfuro isomerasas.

Las protein-disulfuro isomerasas (PDIs) pertenecen a la familia de las
oxidoreductasas, y en su secuencia tienen en general dos, o en algunos casos
mas, dominios tiorredoxinas implicados en la formacion de enlaces S-S
(Frand, A.R., y cols. 2000; Jacquot, J.P., y cols. 2002; Lemaire, S.D. and
Miginiac-Maslow, M. 2004). El analisis del genoma de Arabidopsis
thaliana ha mostrado 9 secuencias con el centro activo conservado
-PWCGHC-. Las PDIs se organizan en cinco dominios de los cuéles dos
dominios son homoélogos a la tiorredoxina (Darby, N.J., y cols. 1996) y cada
uno contiene un centro activo independiente con la secuencia consenso
-WCGHCK- responsable de su actividad (Edman, J.C., y cols. 1985). En su
forma reducida las proteinas PDI actian probablemente, en la reordenacion
de los puentes disulfuro incorrectamente formados durante el plegamiento
de las proteinas (Frand, A.R., y cols. 2000; Frand, A.R. and Kaiser, C.A.
2000). Asi, mientras las tiorredoxinas y glutarredoxinas parecen actuar en la
regulacion de enzimas a través de la reduccion de enlaces disulfuro, las
PDIs actuan principalmente como enzima ditiol-oxidasa controlando el

correcto plegamiento de las proteinas mediante la formacion, isomerizacion

Pdg. 10



Introduccion.-

y la reduccion/oxidacion de puentes disulfuro. Constitutivamente, se
expresa de forma generalizada en todas las células, aunque son muy
abundantes en el reticulo endoplasmatico, debido a la alta expresiéon del gen
(Pollard, M.G., y cols. 1998) y su elevada estabilidad (Ohba, H., y cols.
1981).

En el reticulo endoplasmatico (RE), las proteinas que se estan
sintetizando tienen sus cisteinas reducidas, reciben del reticulo los
equivalentes de poder oxidante y el mecanismo de correccion de errores en
el emparejamiento de los enlaces disulfuro a través de las PDIs. Ademas del
papel “reparador” de enlaces disulfuro, se las relaciona con el papel de las
chaperonas inhibiendo la agregacion de proteinas no plegadas como es el
caso de la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Cai,
H., y cols. 1994), citrato sintasa y alcohol deshidrogenasa (Primm, T.P., y
cols. 1996), algunas de las cuales no tienen puentes disulfuro. Y esto se
puede explicar ya que en su actividad chaperona no necesita las cisteinas

cataliticas de su centro activo (Quan, H., y cols. 1995).

3.d.- Otras proteinas disulfuro.

Existe una gran variedad de proteinas que probablemente estén
implicadas en la interconversion de grupos tiol-disulfuro. Una busqueda en
la bases de datos ha revelado un gran niimero de proteinas thioredoxin-like
(proteinas que muestran alguna homologia con las tiorredoxinas) y
polipéptidos que contienen dominios tiorredoxinas. Un caso interesante es el
de la proteina de 32 kDa inducida por sequia (CDSP32) que esta compuesta
por dos motivos tiorredoxina y que se expresa bajo condiciones de estrés

oxidativo (Broin, M., y cols. 2000). Otras proteinas con dominio
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tiorredoxina estan surgiendo en plantas, asi, se ha identificado una proteina
HIP (HP70 Interacting Protein) que interactua con el dominio ATPasa de la
chaperona de levadura SSB2 que contiene un dominio tiorredoxina
dotandole de actividad protein-disulfuro reductasa en A. thaliana (Webb,
M.A., y cols. 2001; Vignols, F., y cols. 2003). Otras proteinas con dominio
tiorredoxina son la proteina HCF164 del lumen tilacoidal necesaria en la
biogénesis del citocromo b4f (Lennartz, K., y cols. 2001) y la proteina
CITRX (Cf-9-interacting thioredoxin), implicada en la resistencia a virus en

tomate (Rivas, S., y cols. 2004).

B.- Las Tiorredoxinas.

B.1.- ;Qué son las Trxs?

Las tiorredoxinas (TRXs) son proteinas que poseen actividad oxido-
reductasa y regulan el intercambio redox tiol-disulfuro. Fueron descubiertas
en Escherichia coli donde funcionan como donadoras de hidrégeno de la
enzima ribonucledtido reductasa, una enzima clave en la replicacion del
ADN ya que convierte ribonucledtidos a desoxyribonucledtidos (Laurent,
T.C., y cols. 1964). El peso molecular de estas proteinas es bajo (= 12 KDa)
lo que favorece su elevada termoestabilidad. La secuencia aminoacidica de
la TRX de E. coli tiene una longitud de 108 aminoacidos con un centro
activo caracteristico y conservado cuya secuencia es -WCGCP- (Holmgren,

A. 1968). Las dos cisteinas del centro activo pueden formar un enlace
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disulfuro en estado oxidado de la proteina mientras que en estado reducido
forman dos grupos tioles.

Rapidamente se observo que el papel de la TRX de E. coli no era sélo
ejercer de donador de hidrégeno de la enzima ribonucleédtido reductasa ya
que células de E. coli incapaces de expresar su TRX podian crecer
perfectamente. Este hecho conllevd el descubrimiento de un donador
alternativo para dicha enzima como fue la glutarredoxina (Russel, M. and
Model, P. 1985).

La estructura tridimensional de la TRX, de la que depende la
reactividad del puente disulfuro/ditiol, es muy simple, y estd formada por
una lamina (3 con 5 hebras en el centro del complejo rodeado por 4 a-hélices
(Eklund, H., y cols. 1984). Este tipo de organizaciéon se conoce como
plegamiento tiorredoxina, y se ha descrito para numerosas enzimas
relacionadas con las TRXs. En esta molécula, el centro activo esta situado
en una region relativamente hidrofébica que sobresale de la superficie de la

molécula.

B.2.- Las tiorredoxinas en plantas.

Clasicamente, los procesos fotosintéticos se dividieron en dos fases,
durante la fase luminosa la radiacién luminosa es absorbida por pigmentos
especializados (clorofila, carotenos, xantofilas) y complejos de proteinas
localizados en las membranas de los tilacoides del cloroplasto. Esta fase
transcurre con la liberacion de O, y la produccién de moléculas de elevado
poder energético como son ATP y NADPH. Estas dos moléculas son usadas

en las reacciones bioquimicas catalizadas por enzimas localizadas en el
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estroma del cloroplasto con el resultado neto de la incorporacion de
moléculas de CO, a compuestos carbonados. Esta segunda fase, llamada
Ciclo de Calvin 6 ciclo reductivo de las pentosas fosfato, se llevaba a cabo
durante la fase oscura de la fotosintesis. Sin embargo entre los afios 1960-
1970 se describié que varias enzimas del ciclo de Calvin necesitaban la luz

para su activacion, los ejemplos mas conocidos son la fructosa-1,6-
bifosfatasa cloroplastidica (FBPasa), gliceraldehido-3P-deshidrogenasa
(GAPDH), sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa (SBPasa) y NADP-malato
deshidrogenasa (NADP-MDH). El uso de inhibidores de la transferencia
electronica del aparato fotosintético y la reconstitucion de la actividad
enzimatica de la FBPasa gracias a la ferredoxina reducida condujo al
descubrimiento del sistema ferredoxina-tiorredoxina, en el que la TRX fera
la proteina que reducia la enzima FBPasa (Schiirmann, P., y cols. 1976).
Pero el sistema de regulacion por luz se volvio mas complejo cuando se
descubrio que la enzima NADP-malato deshidrogenasa era activada por un
mecanismo similar, en el cual estaba involucrada otro tipo de tiorredoxina
denominado tipo m para diferenciarla del tipo /' que modula la actividad de
forma especifica de la enzima FBPasa cloroplastidica (Jacquot, J.P., y cols.
1976; Buchanan, B.B., y cols. 1978; Jacquot, J.P., y cols. 1978). Ademas de
éstas dos TRXs presentes en el cloroplasto, se describio la existencia de una
tercera TRX tipo ¢ (por ser citosdlica, pero posteriormente renombrada
como tipo 4 por heterotrofica) en la fraccion citosolica (Wolosiuk, R.a., y
cols. 1979). Tras el descubrimiento de las TRXs, se ha podido destacar que
estas proteinas estan presentes en una gran diversidad de estructuras en las
células vegetales, con funciones y proteinas diana especificas. Con estos
primeros resultados se iniciaba un nuevo campo de investigacion sobre la

regulacion redox en plantas que no ha cesado de crecer.
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B.3.- Comparacion de secuencias v diversidad de TRXs en

plantas.

Aunque las TRXs estdn presentes en practicamente todos los
organismos, en plantas las TRXs forman un sistema particularmente
desarrollado y complejo, asi en A. thaliana se han descrito, al menos, 20
genes de TRXs en toda su secuencia genémica (Meyer, Y., y cols. 2002). El
analisis de la estructura primaria permite clasificar las TRXs en relacién a
sus diferentes isoformas. El genoma de A. thaliana contiene 9 genes que
codifican TRXs citosilicas de tipo 4, 2 genes que codifican para TRXs o
mitocondriales y varios genes para TRXs cloroplastidicas, 4 TRXs m, 2
TRXs f, 1 TRX x y dos TRX y. El aumento de secuencias ESTs en las bases
de datos revela que los diferentes grupos de TRXs estan también presentes
en todas las plantas superiores (alamo, pino, soja, tomate, etc...) sugiriendo
que la diversidad encontrada en A4. thaliana es representativa de todas las
plantas superiores. El genoma de guisante también muestra cierta
complejidad en cuanto a diversidad de TRXs se refiere, hasta ahora se han
descrito 4 genes que codifican para TRXs de tipo 4, 2 TRXs my 1 TRX f
(Lepiniec, L., y cols. 1992; Lopez-Jaramillo, J., y cols. 1994; Montrichard,
F., y cols. 2003; Traverso, J.A., y cols. 2007).
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Fig. I.- Arbol filogenético de las diferentes clases de TRXs presentes en Arabidopsis thaliana
agrupadas en citosdlicas , cloroplastidicas y mitocondriales. Los numeros de accesos de las proteinas
son: ECTRX A: AP 004016, HsTRX: NP 003320, AtTRX CXXC: NP 172620,

AtTRX f1: NP 186922, AtTRX f2: NP 197144, , AtTRX hl: NP 190672, AtTRX 42: NP 198811,
AtTRX h3: NP 199112, AtTRX h4: NP 173403, AtTRX A5: NP 175128, AtTRX h7: NP 176182,
AtTRX h8: NP 177146, AtTRX 49: NP 001078124, AtTRX m1: NP 849585, AtTRX m2: NP 192261,
AtTRX m3: NP 188155, AtTRX m4: NP 188155, AtTRX o7: NP 001078006, AtTRX 02: NP 564371,
AtTRX x NP 564566, AtTRX yI1: NP 177802, AtTRX y2: NP 175021.

Un analisis filogenético y la comparacion de secuencias ha permitido
deducir que las TRXs m, x e y son de origen procariota (Meyer, Y., y cols.
2002; Lemaire, S.D., y cols. 2003), por el contrario, se sugiere un origen
eucariota para las TRXs £, 4 y o (Sahrawy, M., y cols. 1996; Laloi, C., y
cols. 2001; Meyer, Y., y cols. 2002). Ademas del andlisis de la estructura
primaria, la localizacion subcelular de las diferentes isoformas de TRXs es

un factor importante para entender el sistema de las TRXs en plantas. En el
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cloroplasto se encuentran las proteinas TRX f, m, x ¢ y, ademas de la
proteina CDSP32 (del inglés chloroplast drought-induced protein) cuyas
secuencias contienen una extension que corresponde al péptido de transito
que las dirige hacia el cloroplasto. La localizacion de TRX £, m y x ha sido
confirmada en A. thaliana mediante la técnica de fusion de las secuencias
correspondientes a los péptidos de transito de las distintas isoformas de las
TRXs a GFP (Collin, V., y cols. 2003). Se ha demostrado la presencia de la
TRX o de A. thaliana, en mitocondria mediante experimentos de
importacion a la mitocondria (Laloi, C., y cols. 2001) y mediante
experimentos de fusion a GFP (Collin, V., y cols. 2003). Al mismo tiempo,
el sistema TRX en la mitocondria se podria completar con al menos una
isoforma del tipo / (Gelhaye, E., y cols. 2004).

El grupo mayoritario de las TRXs lo forman, en 4. thaliana, las 9
isoformas de TRX tipo /. Se considera que estas isoformas son citosolicas
aunque hay pruebas de que podrian estar presentes en otros compartimentos
subcelulares como son las mitocondrias (Marcus, F., y cols. 1991; Konrad,
A., y cols. 1996) y reticulo endoplasmatico (Marcus, F., y cols. 1991). Por
otro lado, las TRX /#/ y TRX A2 de soja tienen una extension en el extremo
amino-terminal que sugiere que podrian unirse a membranas (Shi, J. and
Bhattacharyya, M.K. 1996), mientras que se ha descrito también la
presencia de una TRX tipo /4 en el nucleo (Serrato, A.J. and Cejudo, F.J.
2003).

Una tiorredoxina se define tanto por su estructura tridimensional como
por sus caracteristicas cataliticas como reductor de enlaces disulfuro. La
gran particularidad de las TRXs es la presencia de dos residuos cisteinas en
su centro catalitico -WCG/PPC-, aunque algunas isoformas de TRX 4 tienen

un centro catalitico inusual con sdélo una cisteina, mientras que el otro
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residuo se convierte en una serina -CXXS- (Meyer, Y., y cols. 2002;

Gelhaye, E., y cols. 2003).

B.4.- Las tiorredoxinas desde los organismos fotosintéticos

como modelo estructural.

4.a.- Estructura secundaria.

La estructura terciaria de la TRX de E. coli (Eklund, H., y cols. 1991)
ha sido utilizada como modelo en los estudios estructurales de las demas
proteinas pertenecientes a este grupo. A pesar del bajo grado de homologia
aminoacidica entre las distintas TRXs de plantas, su estructura secundaria es
similar a la descrita por Eklund para la TRX de E. coli (Genovesiotaverne,
J.C,, y cols. 1991; Lancelin, J.M., y cols. 1993; Mittard, V., y cols. 1995;
Saarinen, M., y cols. 1995). La secuencia de elementos de la estructura
secundaria es la siguiente: 1, al, B2, a2, p3, a3, p4, S, a4, de los cuales
los elementos B1, B2, B3 y PS5 son hebras en paralelo mientras 4 esta
dispuesta en sentido antiparalelo con respecto a los demas elementos,
mientras que las a-hélices estan dispuestas rodeando la lamina 3. En esta
estructura, el centro activo se situa entre 2 y a2, una zona prominente de la

superficie.

4.b.- Estructura terciaria.

Las TRXs son pequefias y bastante estables lo que ha facilitado que se

hayan podido cristalizar y estudiar su estructura terciaria. Varias proteinas
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TRX han sido cristalizadas, la TRX f'y TRX m de espinaca, la TRX m y
TRX h de Chlamydomonas reinhardtii (Mittard, V., y cols. 1997; Capitani,
G., y cols. 2000; Lancelin, J.M., y cols. 2000). La estructura de la TRX de
Anabaena 2 estd muy proxima a la estructura de la TRX de E. coli, a pesar
de la diferencia en la reactividad de ambas proteinas. La TRX m es
estructuralmente similar a la TRX de E. coli (Katti, S.K., y cols. 1990),
mientras que la estructura de la TRX tipo-/# estd mas relacionada con la

TRX de mamiferos.

Fig.2.- Estructura terciaria de la TRX reducida de E. Coli (1XOB) (Jeng, M.F., y cols. 1994). Se han
sefialado los elementos secundarios tipicos de este tipo de plegamiento y la situacion del centro

activo.

Todos estos resultados estan en concordancia con las comparaciones
entre las secuencias de aminoacidos de cada una de las proteinas. Ademas
de la diferencia existente entre la TRX m y la TRX #/ anteriormente

mencionada, al comparar cada una de las estructuras de TRXs de C.
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reinhardtii se observa como el empaquetamiento hidrofobico es diferente,
asi el fragmento ol es mayor en el caso de la TRX 4 y el fragmento a3 de
TRX / no se empaqueta dentro del centro hidrofébico.

En relacion con la conformaciéon del centro activo, hay que resaltar
que el aminoacido Trp30 (siguiendo la numeracidon de C. reinhardtii) de la
TRX m mantiene esa posicidn gracias a la interaccion con el residuo Asp59
mediante un puente de hidrogeno. Ademas de estos dos residuos, los
aminodcidos Asp24 y Cys33 forman una geometria tridimensional
conservada en todas las distintas TRXs (Takahashi, N. and Creighton, T.E.
1996).

4.c.- Centro activo. Mecanismo de reaccion.

Independientemente de la especie a la que pertenecen las
tiorredoxinas, todas ellas comparten un plegamiento tridimensional similar
con la siguiente sucesion de elementos secundarios 1-al1-p2-02-f3-a3-p4-
B5-a4. Este tipo de organizacion, conocido como plegamiento tiorredoxina,
es necesario para exponer el centro activo -WCGPC- en su conformacion
activa entre los elementos 2-a.2.

Ambas cisteinas del centro activo juegan papeles diferentes en la
catalisis de la enzima, la primera reaccion la lleva a cabo el residuo Cys32
(segun la numeracion de E. coli) que rompe el puente disulfuro de la
proteina diana, reduciendo una cisteina y con el otro residuo forma un
puente disulfuro (Paso 1 y 2 Fig. 3). Este enlace covalente entre la TRX y la
proteina diana se rompe por el ataque nucleofilico de la otra cisteina
reducida del centro activo de la TRX liberandose la propia TRX en forma

oxidada y la proteina diana en forma reducida (Paso 3, Fig. 3).
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Fig.3.- Esquema del mecanismo de reaccion de las TRXs. Los productos finales son la TRX en estado
oxidado, mientras que la reduccion de la proteina diana conduce hacia la modificacion del centro

activo o a un cambio conformacional.

Este mecanismo de reaccién ha sido establecido mediante la obtencion
de mutantes de TRX en los cuales se sustituye una de las cisteinas, o las dos
cisteinas, del centro activo por una serina. Asi, los mutantes C32S y doble
mutante C32S/C35S son proteinas inactivas, mientras que la proteina
mutada en C35S es capaz de formar complejos estables con las proteinas

diana (Wynn, R., y cols. 1995).

B.5.- Funciones fisiologicas.

5.a.- Organismos no fotosintéticos

En E. Coli, la actividad de la TRX participa en la reduccion de la
enzima 3’-fosfoadenosil-5’-fosfosulfato (PAPS) y metionina reductasa

(Gonzélez, P. and Baldeste, A. 1970; Niehaus, A., y cols. 1992),en la
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reduccion de selenio y de hidroxiperdxidos (Bjornstedt, M., y cols. 1995;
Cha, M.K., y cols. 1995) ademas participa en la procesividad de la enzima
ADN polimerasa del fago T7 (Tabor, S., y cols. 1987). En células
procariotas, las TRXs tienen funciones especificas tales como formar parte
de los sistemas de reduccidn de glicina y arsénico, ademds de participar en
la ruta metabdlica de sintesis de penicilina (Lubbers, M. and Andreesen,
J.R. 1993; Cohen, G., y cols. 1994).

Cuando se eliminan las dos TRXs de Saccharomyces cerevisiae, las
nuevas cepas ademas de tener un fenotipo complejo son incapaces de crecer
en medio con sulfato o sulféxido de metionina como fuente de azufre, tienen
un ciclo celular distorsionado con una fase S muy larga, sin fase G1 cuando
crece en medio con metionina o cisteina, y por ultimo, son hipersensibles a
oxidantes (Muller, E.G.D. 1991). La larga fase S sugiere que la sintesis de
ADN es, en parte, dependiente de la actividlad TRX. Cuando se
complementan levaduras sin sus dos TRXs con TRXs citosdlicas de
guisante estos mutantes revierten el fenotipo de hipersensibilidad frente a
agentes oxidantes sugiriendo un papel de las TRXs como protector frente a
fendmenos oxidantes (Traverso, J.A., y cols. 2007), aunque el mecanismo
de defensa aun no se ha podido describir.

En células animales, las TRXs se han relacionado con multitud de
procesos entre los que destaca su funcién como factor autocrino (Wollman,
E.E., y cols. 1988) y se sabe que se sobreexpresan en células cancerosas
(Wakasugi, N., y cols. 1990). Se ha comprobado que la TRX humana regula
la unién de factores de transcripcion al ADN (Schenk, H., y cols. 1994), y
existen mecanismos relacionados con la TRX que la implican en el control
de receptores de hormonas y de interleuquinas participando en la

transduccion de sefales (Tagaya, Y., y cols. 1989; Boniface, J.J. and
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Reichert, L.E., Jr. 1990; Santa-Coloma, T.A., y cols. 1991; Iwata, S., y cols.
1995; Patel, J.M., y cols. 1996). También, varios estudios han confirmado
que las TRXs ejercen alguna funcion en importantes procesos como son la

embriogénesis, la division celular y el ciclo celular (Hartman, H., y cols.

1993; Natsuyama, S., y cols. 1993; Salz, H.K., y cols. 1994).

5.b.- Organismos fotosintéticos

Existen numerosos procesos que se desarrollan en el cloroplasto bajo
el control de la luz que estan regulados a través del sistema ferredoxina-
tiorredoxina. Asi, enzimas que forman parte del ciclo de Calvin y que se
encuentran en el cloroplasto tales como la enzima fructosa-1,6-bifosfatasa
cloroplastidica,  sedoheptulosa-1,7-bifosfatasa,  fosforibuloquinasa y
gliceraldehido-3-fosfato, la NADP-malato deshidrogenasa y la subunidad
CF,-ATPasa son activadas por las TRXs cloroplastidicas (Buchanan, B.B., y
cols. 1994a; Buchanan, B.B., y cols. 1994b), mientras que otras enzimas son
inactivadas por el mismo sistema regulador, como ocurre con la isoforma
cloroplastidica de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que participa en el
metabolismo catabdlico de la planta (Scheibe, R. 1991; Wenderoth, 1., y
cols. 1997). Pero ademas de la relacién ya conocida de las TRXs con estas
enzimas, el desarrollo de técnicas de proteémica han asociado la actividad
de las TRXs cloroplastidicas a procesos metabdlicos tan variados como la
biosintesis de isoprenoides, tetrapirrol y vitaminas, plegamiento de
proteinas, degradacion de proteinas, equilibrio entre CO,/HCO; y la
replicacion y transcripcion del ADN cloroplastidico durante la division del

cloroplasto (Balmer, Y., y cols. 2003b).
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B.6.- Sistemas de reduccion de tiorredoxina.

6.a.- NADPH tiorredoxina reductasa (NTR).

La enzima NADPH tiorredoxina reductasa (NTR) es una proteina que
reduce la tiorredoxina en presencia de un donador de electrones que en este
caso es el NADPH (Fig. 4). La enzima NTR ha sido extensamente estudiada
en E. coli ademas de en hojas y raices de diferentes plantas superiores y
algas verdes (Johnson, T.C., y cols. 1987; Florencio, F.J., y cols. 1988;
Huppe, H.C., y cols. 1991; Van Langendonckt, A. and Vanden Driessche, T.
1992). La proteina NTR de organismos eucariotas es de codificacion nuclear
sin ningun péptido de transito que la dirija a una organela (Jacquot, J.P., y
cols. 1994). En A. thaliana, la proteina NTR es una flavoproteina dimérica
de codificacién nuclear constituida por dos subunidades idénticas de 35
KDa cada una (Jacquot, J.P., y cols. 1994). Cada subunidad contiene un
dominio FAD formado por el extremo amino y carboxilo terminal de la
cadena polipeptidica, y el dominio NADPH se sitta en la parte central de la
cadena polipeptidica. Las diferentes NTR de plantas muestran una elevada
homologia con otros grupos de flavoproteinas como es el caso de la enzima
glutation reductasa. En la enzima, los electrones son transferidos desde
NADPH al grupo FAD y éste reduce a un puente disulfuro conservado con
la siguiente secuencia, en A4. thaliana, -SACATCDG-. Estos azufres estan lo
suficientemente cerca del anillo FAD como para facilitar la transferencia
electronica intramolecular (Dai, S., y cols. 1996). La reactividad de la
enzima NTR muestra sus mejores resultados en la activacion de la TRX 4
mas que con las enzimas TRX fo TRX m ya NTR es una proteina citosolica

(Jacquot, J.P., y cols. 1994). A pesar de la alta homologia y la conservada
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estructura tridimensional, la desigual reactividad de las enzimas tiorredoxina
reductasa de E. coli y la enzima NTR de 4. thaliana sugiere que los sitios de
reconocimiento de la tiorredoxina para cada proteina son diferentes (Dai, S.,
¥ cols. 1996).

Ademas de esta isoforma citosélica, se ha descrito un sistema NTR
(NTR-A/NTR-B) en la mitocondria como resultado de un procesamiento
alternativo del gen NTR condificando para una proteina NTR mas el péptido
de transito hacia la mitocondria (Reichheld, J.P., y cols. 2005).

En el mismos sentido, estudios del genoma de A. thaliana han
mostrado la presencia de una NTR que contiene ademas un dominio
tiorredoxina Esta proteina, NTRC, se ha caracterizado en arroz y funciona
tanto como tiorredoxina como NTR, pero no como un sistema
NTR/tiorredoxina, aunque el dominio NTR es capaz de reducir las
tiorredoxinas testadas, especialmente TRX f'y TRX m (Serrato, A.J., y cols.
2002; Serrato, A.J. and Cejudo, F.J. 2003).

6.b.- Ferredoxina-tiorredoxina-reductasa (FTR).

La enzima ferredoxina-tiorredoxina-reductasa (FTR) transfiere
electrones de la ferredoxina fotorreducida a las tiorredoxinas
cloroplastidicas (Fig. 4). Todos los componentes de este sistema
ferredoxina-tiorredoxina, ferredoxina, tiorredoxina y ferredoxina-
tiorredoxina-reductasa han sido aislados de distintos organismos, desde las
cianobacterias y algas verdes, hasta las plantas C3 y C4 lo que indica la
universalidad de este sistema en el reino de las plantas oxigénicas, siendo
posiblemente el unico sistema reductor de tiorredoxinas en cianobacterias

(Droux, M., y cols. 1987; Huppe, H.C., y cols. 1990).
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La proteina FTR es una proteina heterodimérica formada por una
subunidad conservada de 13 kDa y una subunidad variable con un tamafio
entre 7y 12 kDa. Esta proteina contiene un centro hierro-azufre (4Fe-4S),
ademas del enlace disulfuro reactivo (Droux, M., y cols. 1987). Ambas
subunidades son codificadas en el ntcleo. Aunque la secuencia de la
subunidad variable difiere a lo largo de la evolucion, conserva dominios con
alta homologia entre plantas superiores y cianobacterias. El analisis de las
distintas secuencias han mostrado que la subunidad conservada es la
subunidad catalitica que contiene el centro Fe-S y el enlace disulfuro
(Szekeres, M., y cols. 1991; Marc-Martin, S., y cols. 1993; Falkenstein, E., y
cols. 1994; Iwadate, H., y cols. 1994; Chow, L.P., y cols. 1995). La
subunidad catalitica tiene siete cisteinas conservadas en el polipéptido
maduro (Marc-Martin, S., y cols. 1993). En espinaca, los grupos disulfuros
activos lo constituyen los residuos Cys54 y Cys84, mientras que el centro
Fe-S esta anclado con los residuos Cys52, Cys71, Cys73 y Cys82 (Chow,
L.P., y cols. 1995). Esta distribuciéon confirma que el centro Fe-S esta
cercano al puente disulfuro catalitico como en el caso de la enzima NTR con
el grupo prostético FAD (Dai, S., y cols. 1996). Como sucede con otras
flavoproteinas disulfuro reductasas, una de las cisteinas, en el caso de
espinaca es el aminoacido Cys54, es el mas reactivo frente a los grupos
tioles y es el residuo que inicia el ataque nucleofilico en la reaccion de
intercambio tiol-disulfuro (Chow, L.P., y cols. 1995). El centro Fe-S es el
responsable de la estabilizacion del radical que se forma tras el primer
ataque nucleofilico por parte del puente disulfuro activo (Salamon, Z., y
cols. 1995). Esta enzima ademas interactia de modo muy intenso con la
ferredoxina a través de interacciones electrostaticas implicando cargas

negativas localizadas en el extremo carboxilo terminal (De Pascalis, A.R., y
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cols. 1994). Aunque la enzima FTR actua eficazmente en la activacion de
las enzimas cloroplastidicas TRX f'y TRX m, es muy versatil siendo eficaz
también reduciendo a la TRX # citosdlica, al contrario que la enzima NTR
que es mucho mas selectiva en la eficiencia reductora sobre las diferentes

TRXs (Jacquot, J.P., y cols. 1994).

6.c.- Sistema Glutarredoxina.

Ademads de los sistemas descritos anteriormente, las glutarredoxinas
son capaces de modular la actividad de las tiorredoxinas de forma directa
sin mediar el sistema NTR (Reichheld, J.P., y cols. 2007) como sucede en el
caso de AtTrx 43. De hecho, la actividad TRX humana es modificada por
unién a glutation (Casagrande, S., y cols. 2002). En plantas, PtTRX /4 es
reducida directamente por la glutarredoxina y la actividad de PtTRX 42 se

modifica mediante la unidn a glutation (Gelhaye, E., y cols. 2005).

AL ‘\
( S LUZ< NADPH | = GR \
Ferredoxina(red) Ferredoxina(ox) @ GSSG GSH
2 NTR ><
GRX(red) GRX(ox)
TRX(ox) TRX(red)
TRX(ox) TRX(red)
}_< TRX(ox) TRX(red)
DIANA(red) DIANA(ox)
DIANA(red) DIANA(ox)
DIANA(red) DIANA(ox)
\ Cloroplasto ) Citosol/Mitocondria -/

Fig.4.- Esquema de los sistemas de reduccion de TRXs en plantas.
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B.7.- El sistema tiorredoxina en cloroplasto. Composicion,

modo de reduccion y enzimas diana.

La multiplicidad de las diferentes isoformas presentes en el
cloroplasto de A. thaliana, 4 TRX m, 2 TRX f; 1 TRX x y 2 TRX y (Meyer,
Y., y cols. 2002), pone de manifiesto la pregunta acerca de la especificidad y
funcionalidad de estas proteinas. Estd documentado que el papel de las
TRXs cloroplastidicas esta asociado con el control que ejerce la luz sobre el
metabolismo del carbono a través de la regulacion de algunas enzimas del
ciclo de Calvin en plantas C3 y C4. En oscuridad y condiciones oxidantes,
un numero de enzimas son inactivadas debido al estado redox de los
residuos cisteinas de dichas enzimas. Después de la transicion oscuridad-
luz, estos residuos se reducen al estado tiol gracias a las TRXs presentes en
el estroma del cloroplasto conduciendo a la activacion de la biocatalisis del
metabolismo del carbono con la excepcion de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (Wenderoth, 1., y cols. 1997). El poder reductor dado por la
luz es mediado por el sistema ferredoxina/tiorredoxina compuesto por la
ferredoxina, ferredoxina-tiorredoxina-reductasa y las TRXs. Soélo los
isotipos TRX m y f han sido relacionadas con el sistema
ferredoxina/tiorredoxina. Histéricamente, la TRX m ha sido denominada asi
por ser capaz de activar la enzima NADP malato deshidrogenasa
(Schiirmann, P. and Jacquot, J.P. 2000),mientras que la TRX factia como
activador especifico de la enzima fructosa-1,6-bifosfatasa cloroplastidica,
aunque se ha comprobado que la TRX m es también capaz de reducir a la
fructosa-1,6-bifosfatasa cloroplastidica, aunque con menor eficacia (Lopez-

Jaramillo, J., y cols. 1997). Entre las diferentes dianas caracterizadas
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bioquimicamente, muchas enzimas pertenecientes al ciclo de Calvin son
reguladas a través de la TRX flo que confirma la funcion de esta proteina en
la asimilacion del carbono durante la fotosintesis (Motohashi, K., y cols.
2001a; Balmer, Y., y cols. 2003b; Balmer, Y., y cols. 2004; Lemaire, S.D., y
cols. 2004; Marchand, C., y cols. 2004; Wong, J.H., y cols. 2004; Balmer,
Y., y cols. 2006). Ademas del papel de la TRX m sobre la NADP-malato
deshidrogenasa, se ha asociado la actividad de esta proteina con la
membrana del tilacoide donde se ha localizado una peroxirredoxina tipo 2-
Cys (Konig, J., y cols. 2002; Peltier, J.B., y cols. 2002; Friso, G., y cols.
2004) y se le involucra en la reduccidon de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Horling, F., y cols. 2003). No obstante, las cuatro isoformas que
estan presentes en los cloroplastos, incluso la proteina CDP32 (Broin, M.
and Rey, P. 2003) son capaces de reducir in vitro tanto a la peroxirredoxina
tipo 2-Cys de A. thaliana como la PRX Q de alamo (Collin, V., y cols.
2003; Rouhier, N., y cols. 2004a), aunque la mas efectiva reduciendo la
proteina 2-Cys-PRX es la TRX x involucrando a esta tiorredoxina en la
destoxificacion de perdxidos (Collin, V., y cols. 2003). Por otra parte, la
proteina de A. thaliana TRX m3 no es capaz de reducir a la proteina diana
NADP malato deshidrogenasa, ni a la enzima FBPasa cloroplastidica
(Collin, V., y cols. 2003), ademads de tener un patron de expresion diferente
al resto de las TRX m (Mestres-Ortega, D. and Meyer, Y. 1999) lo que
indicaria que puede estar implicada en funciones no relacionadas con los
cloroplastos.

Se ha podido caracterizar una TRX y de Chlamydomonas reinhardtii y
se ha comprobado su eficiencia en la reduccién de varias PRXs (Lemaire,

S.D., y cols. 2003; Rouhier, N., y cols. 2004a), pero no estd involucrada en
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la activacion in vivo de FBPasa cloroplastidica o NADP-malato
deshidrogenasa (Lemaire, S.D., y cols. 2003).

Es probable que la ruta de reduccién de las TRXs a través del sistema
FTR en el cloroplasto sea el unico, de hecho, en el genoma de 4. thaliana se
ha detectado la presencia de una enzima NTR-C cloroplastidica que
contiene un dominio tiorredoxina (Serrato, A.J., y cols. 2002; Serrato, A.J.
and Cejudo, F.J. 2003). Esta enzima se ha caracterizado en arroz como una
enzima homodimérica en la que el domino NTR de la primera cadena
transfiere los electrones al dominio TRX de la segunda cadena y es este
ultimo dominio es el que reduce a la proteina diana. Aunque el dominio
NTR es incapaz de reducir TRX f'o TRX m, experimentos con plantas que
no expresan esta proteina son hipersensibles frente a estreses oxidativos, lo
que implica que la enzima NTR-C cloroplastidica participa en el proceso de
defensa frente a agentes oxidantes (Serrato, A.J., y cols. 2004).

La diversidad de las isoformas de tiorredoxinas cloroplastidicas esta
en concordancia con el nimero de proteinas dianas, identificadas o posibles,
con las que interactan. Sin embargo, en la mayoria de los casos la
especificidad de las interacciones entre TRX y proteina diana estd sin
confirmar. Por otra parte, el desarrollo de la protedmica ha conducido a
identificar un mayor numero de proteinas que podrian ser posibles dianas de
las TRXs en el cloroplasto (Motohashi, K., y cols. 2001b; Balmer, Y., y
cols. 2003b; Lee, K., y cols. 2004). Sin embargo muchas de ellas deben ser
confirmadas como dianas de las TRXs cloroplastidicas. Las proteinas diana
identificadas han sido agrupadas en relacion a su localizacion y funcion ya
conocida, y aunque muchas quedan por confirmar se puede sugerir que las
TRXs cloroplastidicas estan implicadas en procesos de activacion de

enzimas del metabolismo carbonado durante la transicion oscuridad-luz,
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como ya se habia descrito, pero también participarian en procesos de
division celular, en la replicacion del ADN, en la sintesis de amino acidos y
lipidos, en la respuesta frente a ambientes oxidantes, en la destoxificacion
de ROS producidos por estreses abidticos o bidticos mediante la interaccion
con algunas isoformas de PRXs (Ko6nig, J., y cols. 2002; Rouhier, N., y cols.
2004a), glutation peroxidasa (Milla, M.A.R., y cols. 2003) y metionina
sulfoxido reductasa (Sadanandom, A., y cols. 1996; Gustavsson, N., y cols.

2002).

C.- Regulacion de la expresion por luz.

C.1.- Laluz y sus efectos en la regulacion de la expresion.

La gran variedad de isoformas de TRXs existentes dentro de la célula
vegetal, algunas veces incluso coexistiendo dentro del mismo
compartimiento celular, hace dificil encontrar la funcidn especifica de cada
TRX (Meyer, Y., y cols. 2002). En los ultimos afios el uso de técnicas
protedmicas ha permitido identificar posibles nuevas proteinas diana
especificas para algunas TRXs, sin embargo no siempre se ha podido definir
una funcidén determinada en cada uno de los procesos que ocurren en la
planta (Balmer, Y., y cols. 2003b). El desconocimiento de algunas de las
funciones de las TRXs asi como de sus proteinas diana hace que sea dificil
determinar los factores endogenos y exdgenos que podrian regular la
expresion de los genes de TRXs. Sin embargo varios estudios han revelado

que las TRX % responden ante fendmenos de estrés bidticos o abiodticos
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(Traverso, J.A., y cols. 2007) mientras que la luz y los azucares podrian
influir directamente sobre las TRX cloroplastidicas /'y m al activar enzimas
implicadas en el metabolismo carbonado (Buchanan, B.B. 1980),
desconociéndose atn todos los mecanismos implicados en estas respuestas.
Sin embargo estas informaciones indican que existe una regulacioén a nivel
transcripcional, a través de la formacion de ARNm que controlaria la
respuesta de las TRXs frente a factores internos o ambientales que les

pueden afectar.

C.2.- Regulacion por luz.

Contrariamente a los animales, las plantas no son capaces de
desplazarse para evitar los cambios ambientales bruscos. Para resolver este
problema, las plantas han desarrollado un elevado grado de plasticidad para
optimizar el crecimiento y la reproduccion en respuesta a las condiciones
cambiantes del entorno. De entre todas las sefiales ambientales, la luz es el
factor ambiental mas importante que afecta a las plantas. La luz no soélo
actia como fuente primaria de energia para la fotosintesis, sino que da
informacién sobre las condiciones ambientales en las que se encuentran las
plantas en cada momento de tal forma que puede influir en la germinacion,
en el crecimiento y estrategia de desarrollo de la planta.

Las plantas han desarrollado complejos métodos capaces de censar la
calidad, direccidon y duracion de la luz e interpretar estas sefiales para
producir las sefiales fisiologicas apropiadas (Montgomery, B.L. and
Lagarias, J.C. 2002). Para captar la luz ambiental, las plantas poseen al

menos tres tipos diferentes de fotorreceptores que se caracterizan por el tipo
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de luz que perciben. La luz en la franja del espectro visible en el rojo/rojo
lejano (infrarrojo) (600-750 nm) es percibido por la familia de los
fitocromos (PHY), la franja del azul/UV-A (320-500 nm) se sensa a través
de los criptocromos (CRY) y las fototropinas (PHO), y por ultimo la franja
entre (282/320 nm) UV-B se capta a través de un fotorreceptor aun no
caracterizado (Fig. 5) (Kendrick, R.E. 1994; Briggs, W.R. and Huala, E.
1999; Briggs, W.R. and Christie, J.M. 2002).

CRIPTOCROMOS FITOCROMOS
; Pterin ;| FAD (o I
[ L /| L I Lk L1 ]

CNT/PHR CCT/DAS PHY PAS PAS HKRD

|? FMN H—_]-FMN

| — | ) —

Lov Lov Serine/threonine kinase
FOTOTROPINAS

Fig.5.- Longitudes de ondas percibidas por las diferentes familias de fotorreceptores descritos en

plantas.

Semillas germinadas durante seis dias con luces de diferentes
longitudes de onda, en la franja del rojo (600-700 nm), del azul (400-700
nm) y del infrarrojo (700-800 nm) mostraron un patrén de expresion similar
al de semillas crecidas en oscuridad (Ma, L., y cols. 2001). Dado que estas
longitudes de onda activan diferentes pigmentos, estos resultados sugieren
que existe una convergencia en la transduccion de las sefiales de estos
fotorreceptores sobre un mismo conjunto de genes.

El andlisis de plantas de A. thaliana mutadas y cuya funcion esta
alterada en uno o mas fotorreceptores ha permitido identificar los

fotorreceptores que controlan alguno de los aspectos del desarrollo
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dependiente de la luz. El factor luz, solo o junto a otros factores
ambientales, estimula los diferentes patrones de desarrollo de la planta. Asi
el proceso de la germinacion no solo esta controlado por la temperatura y el
tiempo de almacenamiento en estado seco (Koornneef, M. and Karssen,
C.M. 1994) sino también por la luz que se percibe a través de los fitocromos
(Casal, J.J. and Sanchez, R.A. 1998). Numerosos estudios han permitido
relacionar determinados procesos que ocurren en las plantas con el tipo de
luz y los fotorreceptores implicados. Asi, se sabe que en la fotomorfogénesis
estan involucrados los fitocromos y criptocromos (Nemhauser, J. and
Chory, J. 2002), la “huida” (eludir la sombra) de la sombra esta mediada por
fitocromos (Smith, H. and Whitelam, G.C. 1997), el fototropismo positivo
para tallo o negativo para el caso de la raices primarias (Liscum, E. and
Stowe-Evans, E.L. 2000; Liscum, E. 2002) se realiza gracias a la luz azul
captada por las fototropinas (Sakai, T. y cols. 2001), mientras que el
movimiento de los cloroplastos y la apertura y cierre de los estomas ambos
fenémenos estan mediados por la luz azul a través de las fototropinas
(Briggs, W.R. and Christie, J.M. 2002).

Por ultimo, la percepcion de la longitud del dia o fotoperiodo, permite
a los organismos ajustar su desarrollo anticipandose a los cambios
estacionales (Yanovsky, M.J. and Kay, S.A. 2002). Las plantas, al igual que
muchos organismos, tienen un reloj bioldgico endoégeno que les permite
organizar sus procesos fisiologicos, metabdlicos y de desarrollo para que
tengan lugar a tiempos Optimos. El reloj biologico mejor estudiado es el
sistema circadiano que regula los ritmos diariamente (aprox. 24 h) en
respuesta al ciclo dia/noche (Devlin, P.F. 2002). Estos ritmos no sélo
responden al ambiente, sino que también persisten en ausencia de cualquier

elemento ambiental, indicando la presencia de una oscilacidon interna

Pdg. 34



Introduccion.-

(Millar, A.J. and Kay, S.A. 1991). En el corazon del sistema circadiano de
cada organismo se encuentran los osciladores responsables de generar los
ritmos circadianos. Estos osciladores se pueden establecer por la
informacion procedente del ambiente, tal como los cambios diarios de la luz
y la temperatura. Sin embargo, el reloj circadiano no estd completamente
aislado de los estimulos del exterior y debe de ser reprogramado para
permitir la sincronizacion con el ciclo dia/noche. En plantas, la luz es un
factor fundamental en la sincronizacion del reloj circadiano (Devlin, P.F.
2002), ya que esta sincronizacion hace que las plantas aumenten su
contenido en clorofila asi como la velocidad de fijacion del carbono y
crezca rapidamente conduciendo hacia un incremento en la tasa de
supervivencia, lo que se convierte en una ventaja competitiva con respecto a
plantas que presenten un ciclo interno diferente al externo (Dodd, A.N., y
cols. 2005). El modelo del reloj circadiano se completa con las rutas que
proporcionan un enlace entre el oscilador y los numerosos procesos cuya
ritmicidad esta controlada por el propio reloj. El sistema circadiano tiene un
papel regulador en casi todos los aspectos de la vida de la planta: en la
germinacion, la elongacion del hipocotilo, el movimiento de las hojas, la
huida de la sombra, el tiempo de floracion, la apertura de las hojas, la
produccién del olor, la tuberizacién, la dormancia en el invierno, la apertura
de los estomas y el movimiento de los cloroplastos, la fotosintesis, la
fotoproteccion y proteccion frente a las temperaturas altas (Yakir, E., y cols.
2007). Este fendmeno no sélo se cumple en plantas sino también en
cianobacterias confirmandose el valor adaptativo del ciclo circadiano en un
ambiente “ritmico” (Woelfle, M.A., y cols. 2004). Asi, el ciclo circadiano
sirve como un amortiguador contra los cambios inesperados en el ambiente

tales como la alteracion de la luz o la temperatura (Covington, M.F., y cols.
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2001). Se ha demostrado en plantas de A. thaliana que tanto los fitocromos
como los criptocromos contribuyen en el buen funcionamiento del reloj

circadiano.

C.3.- El sistema circadiano (A. thaliana).

El modelo basico que refleja la estructura del reloj circadiano consta
de tres componentes, la ruta de entrada de la sefial ambiental que sincroniza
el reloj, el oscilador central que genera la ritmicidad circadiana en funcion
de su sincronizacién y la ruta de salida a la respuesta circadiana, que se
traduce en la regulacion del movimiento de las hojas, expresion génica,

etc... (Eriksson, M.E. and Millar, A.J. 2003).

3.a.- Ruta de entrada de sefales ambientales. Los

fotorreceptores.

Aunque los ritmos circadianos persisten en ausencia de sefial externa,
sincronizan su fase mediante estimulos del medioambiente. Entre los
parametros ambientales que suministran estimulos al reloj, esta la
temperatura (Somers, D.E., y cols. 1998a), que llega a estimular dos clases
distintas de reloj circadiano en 4. thaliana en funcidén de la sensibilidad a la
temperatura (Michael, T.P., y cols. 2003), y la luz siendo este el estimulo
mas potente y mejor caracterizado.

La percepcion de la luz en plantas ha sido estudiada en gran detalle
(Quail, P.H. 2002b). Las tres clases de fotorreceptores conocidos en plantas

realizan funciones fotosensoras distintas. Asi, los criptocromos Yy
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fototropinas absorben luz en la region azul-ultravioleta del espectro,
mientras que los fitocromos lo hacen principalmente a longitudes de onda
del rojo al infrarrojo (Fig. 5). Los fotorreceptores fitocromos estan
codificados, en A. thaliana, por los genes phyA, phyB, phyC, phyD, phyE,
los criptocrémos por los genes cryl, cry2, mientras que los fototropinas lo
estan por los genes photl y phot 2 (Quail, P.H., y cols. 1995; Cashmore,
AR, y cols. 1999; Kasahara, M., y cols. 2002; Lin, C. and Shalitin, D.
2003). Cada uno de estos genes esta regulado de forma diferente en funcion
de la respuesta frente a la luz.

Los transcritos de las proteinas estables a la luz (phyB, phyC, phyD,
phyE y cryl) tienen un maximo de su expresion al comienzo del dia,
mientras que los genes que codifican para proteinas mas labiles a la luz
(phyA y cry2) lo tienen cerca del ocaso (Bognar, L.K., y cols. 1999; Toth,
R., y cols. 2001). Los criptocromos y los fitocromos controlan las respuestas
de crecimiento y de desarrollo a variaciones en la longitud de onda,
intensidad y duracidén de la irradiacion diurna (Cashmore, A.R., y cols.
1999; Smith, H.B. 2000), mientras que la funcion principal de las
fototropinas es la de controlar la direccion del crecimiento en respuesta a la
direccion e intensidad de la luz (Sakai, T., y cols. 2001). Un dato importante
es que la expresion de los fotorreceptores estd bajo el control del reloj
circadiano, indicando que ademas de formar parte de la ruta de entrada hacia
el reloj, también son dianas de la ruta de salida (Fig. 6). Asi, los

criptocromos y fitocromos se encuentran regulados por la propia luz.
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3.b.- Transmision de la sefial luminosa.

En la ruta de sefializacion hacia el reloj, el estimulo luminoso captado
por los distintos fotorreceptores, llega al oscilador central mediante una
cascada de sefializacion formada por distintos componentes. ELF3 y ELF4
(Early Light Flowering 3 y 4) son factores de transcripcion que se
encuentran entre los componentes con un papel demostrado en la
transmision de la sefial hacia el reloj. El tiempo de floracidon en el mutante
elf3 de A. thaliana es independiente del fotoperiodo (Hicks, K.A., y cols.
1996), mientras que el mutante e/f4 conlleva la floracion temprana bajo un
fotoperiodo corto y bajo un fotoperiodo largo florece igual que el silvestre
(Doyle, M.R., y cols. 2002). El mutante elf3 es arritmico en luz continua
pero retiene la ritmicidad en oscuridad continua, sugiriendo que ELF3 es un
componente de la ruta de entrada de luz hacia el oscilador (Hicks, K.A., y
cols. 1996). La expresion ritmica del gen CAB2, que codifica para el
complejo antena tipo I del fotosistema II, se vuelve constitutiva en el
mutante elf3 (McWatters, H.G., y cols. 2000), indicando su funcién como
modulador negativo de la sefial luminosa (Covington, M.F., y cols. 2001). El
mutante elf4 afecta la ritmicidad de genes regulados por el reloj, como
CAB, pudiendo ELF4 estar estrechamente asociado al oscilador circadiano
(Eriksson, M.E. and Millar, A.J. 2003). ELF3 codifica para una proteina que
podria funcionar como un factor de transcripcién y los transcritos de ELF4
al igual que ELF3, presentan expresion circadiana con un maximo hacia el
final del dia (Hicks, G.R., y cols. 2001; Liu, X.L., y cols. 2001).

PIF3 (Phytochrome Interacting Factor 3) es un factor de transcripcion
tipo bHLH con un dominio PAS, el cual se une directamente tanto a phyA
como a phyB (Ni, M., y cols. 1998; Halliday, K.J., y cols. 1999; Toledo-
Ortiz, G., y cols. 2003). Estudios recientes muestran que PIF3 es un
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componente tanto negativo como positivo de la sefializacion por fitocromos,
dependiendo de la naturaleza de la luz aplicada (Kim, J., y cols. 2003).
Asimismo, PIF3 se une a la secuencia G-box (-CACGTG-) en el promotor
del gen Ccal. Por tanto, PIF3 podria mediar en la activaciéon por luz de
CCAL1 desde los fotorreceptores (Quail, P.H. 2002a). Otro dato interesante
es la capacidad de otro de los componentes del oscilador, TOC1, de unirse a
PIF3 y a una proteina relacionada denominada PIL1 (PIF3-Like 1) (Makino,
S., y cols. 2002). Otra funcion en la sefalizacion luminosa ha sido
demostrada para GIGANTEA (GI), identificado en un mutante con retardo
en la floracion (Fowler, S., y cols. 1999). Los transcritos de GI presentan
expresion circadiana y el mutante gi de 4. thaliana presenta un acortamiento
del periodo y amplitud de la expresion de genes regulados por el reloj,
sugiriendo que GI media la entrada de luz hacia el reloj. Ademas este
mutante gi acumula 5 veces mas almidon en hojas que la planta silvestre. La
ritmicidad de GI se ve alterada en el mutante e/f3 lo que sugiere que GI
actiia por debajo de ELF3 (Fowler, S., y cols. 1999). La proteina GI presenta
localizacion nuclear (Huq, E., y cols. 2000), habiéndose propuesto un
modelo de acuerdo con el cual GI forma parte de un lazo de
retroalimentacion requerido por el oscilador central para mantener el

periodo y la amplitud (Fowler, S., y cols. 1999; Park, D.H., y cols. 1999).

3.c.- Oscilador central.

La persistencia de los ritmos circadianos incluso en ausencia de la
seflal ambiental que los sincroniza indica que estdn conducidos por un
oscilador automantenido. El oscilador central del reloj circadiano de todos

los organismos incluye un circuito de retroalimentacion negativa, que
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implica una ritmicidad de 24 horas en los niveles de los transcritos de los
reguladores que actlian tanto negativa como positivamente (Harmer, S.L., y
cols. 2000; Young, M.W. and Kay, S.A. 2001). Adicionalmente, un sistema
de regulacion post-transcripcional de los transcritos del oscilador ademas de
modificaciones post-traduccionales de las proteinas que codifican,
contribuyen al mantenimiento de la periodicidad de 24 horas (Edery, I.
1999; Allada, R., y cols. 2001). La ritmicidad producida por las proteinas
que conforman el oscilador, traduce la informaciéon temporal en la
ritmicidad de los distintos procesos bioldgicos mediante las rutas de salida
de la sefal (Brown, S.A. and Schibler, U. 1999).

Por otro lado, se ha demostrado que no existe un Unico reloj
circadiano que controle los distintos ritmos que tienen lugar dentro de la
planta, sino que existen distintos relojes auténomos con especificidad de
tejido, los cuales son sincronizados simultineamente  pero
independientemente y que son responsables de mantener la ritmicidad de los
procesos que controlan (Thain, S.C., y cols. 2000; Rascher, U., y cols. 2001;
Hall, A., y cols. 2002; Thain, S.C., y cols. 2002). La situaciéon es aun mas
compleja al existir dos osciladores circadianos en A. thaliana que se
diferencian en funcion de su distinta sensibilidad frente a sefiales
ambientales de temperatura (Michael, T.P. and McClung, C.R. 2003). El
reloj estd sincronizado por los fotorreceptores fitocromos y criptocromos,
pero también estarian implicadas las proteinas ZTL (Zeitlupe)/FKF1 (Flavin
Binding Kelch-Repeat F-Box)/LKP2 (LOV Kelch Protein-2) que podrian
funcionar como fotorreceptores del fotoperiodo y del ciclo circadiano
(Imaizumi, T., y cols. 2003; Yanovsky, M.J. and Kay, S.A. 2003).

El control del ritmo circadiano en plantas estd compuesto por un

proceso feedback entre el proceso transcripcional y el transduccional. El
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oscilador circadiano en A. thaliana esta compuesto por varios elementos, los
factores de transcripcion de tipo MYB, CCAL1 (Circadian Clock Associated
1), LHY (Late Elongated Hypocotyl) y ELF4 (Early Flowering 4), la
proteina TOC1 (Timing of CAB Expression 1) (Schaffer, R., y cols. 1998;
Wang, Z.Y. and Tobin, E.M. 1998; Strayer, C., y cols. 2000; Alabadi, D., y
cols. 2001; Doyle, M.R., y cols. 2002; Hazen, S.P., y cols. 2005) y LUX
(Lux Arrhythmo) (Yanovsky, M.J. and Kay, S.A. 2001). TOC 1 es una
proteina nuclear con un motivo en la regién amino-terminal similar al
dominio receptor de reguladores de respuesta de los sistemas de
transduccion de sefial (Makino, S., y cols. 2000; Strayer, C., y cols. 2000).
Sin embargo, el residuo conservado de aspartato que normalmente media en
la fosforilacién en otros reguladores de este tipo de respuesta previamente
caracterizados, se encuentra sustituido en TOCI1, lo que presumiblemente
hace que no funcione de la forma clasica, por lo que también se le conoce
como APRR1 (Arabidopsis Pseudoresponse Regulator 1) (Matsushika, A., y
cols. 2000). La mutacion foc I acorta el periodo varios ritmos bajo un
amplio rango de condiciones de luz y temperatura, entre los que se
encuentran el movimiento de la hoja y la apertura de los estoma, floracion y
expresion génica (Somers, D.E., y cols. 1998D).

Los factores de transcripcion CCA1 y LHY, los cuales presentan un
Unico dominio tipo MYB, se consideran que estdn implicados en la
generacion de la ritmicidad circadiana, ya que su sobreexpresion
constitutiva altera distintos ritmos como el movimiento de la hoja y la
expresion génica (Schaffer, R., y cols. 1998; Wang, Z.Y. and Tobin, E.M.
1998). La sobreexpresion de CCAl reprime la oscilacion endogena del
transcrito CCA1, de manera que tanto la proteina como el transcrito CCA1

forman parte de un circuito de autorregulacion negativa. Ademas, la
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transcripcion de CCA1 y LHY se regulan mutuamente de forma negativa, lo
que indica que estan interrelacionados en el lazo de retroalimentacion
(Wang, Z.Y. and Tobin, E.M. 1998; Fowler, S., y cols. 1999). Actualmente
ha surgido un modelo mostrando que la regulacion reciproca entre el lazo
CCA1/LHY y TOCI1 puede constituir el corazon del oscilador central en A.
thaliana (Alabadi, D., y cols. 2001). CCA1/LHY tienen un pico de
acumulacion que coincide con el amanecer, mientras que TOCI lo tiene por
la tarde. Por un lado, en plantas que expresan constitutivamente CCA1
(ccal-ox) o LHY (/hy), la oscilacion en los niveles de ARNm de TOCI1 es
reprimida, lo que implica que CCA1 y LHY son reguladores negativos de
TOCIL. Por otro lado, la oscilaciéon de LHY y CCA1 en el mutante focl tiene
un periodo mas corto y un maximo de acumulacion de ARNm menor, lo que
indica que TOCI es necesario para inducir la expresion de los genes que
codifican CCA1 y LHY (Alabadi, D., y cols. 2001). En resumen, las
proteinas LHY y CCA1 se unen a la secuencia reguladora del factor tocl
inhibiendo la transcripcion de éste gen, pero TOC 1 es necesario para la
expresion de los genes ccal y lhy, por lo que los niveles de ésos van
disminuyendo a lo largo del dia, siendo minima la expresion al final del dia
lo que daria lugar a un aumento en la expresion de TOC1, y es asi como en
la célula se regularia el cambio entre el periodo de luz y el de oscuridad
(Alabadi, D., y cols. 2001). Sin embargo, el hecho de que la expresion de
CCA1 y LHY todavia oscile en el mutante focl, sugiere que algunos genes
similares a TOC1 podrian actuar redundantemente con TOCI en el control
de la expresion de estos dos genes (Makino, S., y cols. 2000; Matsushika,
A., y cols. 2000; Strayer, C., y cols. 2000). Por otro lado, una observacion
significativa es que la expresion de CCAl se ve reducida en vez de

incrementar y con un maximo de expresion retrasado, en plantas que

Pig. 42



Introduccion.-

sobreexpresan TOC1 (Makino, S., y cols. 2000; Mas, P., y cols. 2003), lo
que de nuevo implica participacién de otros componentes como son las
proteinas de la familia APRR (Yamamoto, Y., y cols. 2003).

CCALl fue identificado por su interaccién con el promotor del gen
cab2, gen que codifica para el complejo antena tipo I del fotosistema II que
presenta un maximo de expresion por la mafiana, CCAl se une al motivo
CSB (CCA1 Binding Site) de secuencia ~-AAA/CAATCT- localizado en el
promotor del gen CAB y que media en su regulacion circadiana (Carre, L. A.
and Kay, S.A. 1995). Un motivo denominado “Evening Element” (EE) de
secuencia AAATATCT con gran similitud al sitio de unién de CCAL1 se ha
encontrado en genes que muestran niveles maximos de expresion por la
tarde, incluyendo TOCI, a cuyo promotor se unen CCAl y LHY ejerciendo
la represion del gen TOC1 (Harmer, S.L., y cols. 2000; Alabadi, D., y cols.
2001; Mizoguchi, T., y cols. 2002).

Existen sin embargo, una serie de resultados que muestran que las
actividades CCAl y LHY no son suficientes por si solas para el
mantenimiento de la ritmicidad circadiana. Asi, un mutante ccal-1 carente
en la expresion de CCA1 pero manteniendo la de LHY, sigue manteniendo
ritmicidad circadiana aunque con un acortamiento en sus periodos, lo que
sugiere que CCA1 por si so6lo no es imprescindible para la funcion del
oscilador y que las funciones de CCAl y LHY no son totalmente
redundantes (Green, R.M. and Tobin, E.M. 1999). En este sentido, un
mutante ccal-1 [hy-R carente de CCAl y con expresion de LHY
fuertemente reducida, es incapaz de mantener la oscilacion circadiana tanto
en luz como en oscuridad continua, aunque si la pueden mantener en ciclos
luz/oscuridad muy cortos, sugiriendo que el reloj circadiano de A. thaliana

no depende tunicamente de las actividades de CCAl y LHY. Estos
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resultados se ven apoyados por estudios complementarios que afiaden un
nuevo componente denominado EPR1 (Early Phytochrome-Responsive 1) al
reloj circadiano de A. thaliana (Kuno, N., y cols. 2003). EPR1 es una
proteina de localizacion nuclear con un tnico dominio tipo MYB con alta
similitud a CCA1 y LHY. Al igual que CCAl y LHY, exhibe acumulacion
circadiana de sus transcritos con un maximo de acumulacion al amanecer,
aunque ligeramente desfasado de CCAl y LHY, y reprime su propia
expresion, sugiriendo que es parte del lazo regulador de retroalimentacion
negativa. EPR1 esta regulado tanto por PHY A como por PHY B y su
ritmicidad se pierde tanto en el mutante ccal-ox como en el mutante //y.
Plantas que sobrexpresan la proteina de EPRI1 presentan un retraso en la
floracidn y una alteracidn en la apertura de los cotiledones. Estos resultados
indican que EPR1 forma parte del reloj circadiano en A4. thaliana, sin
embargo su sobreexpresion no afecta la ritmicidad de CCA1 y LHY, lo que
indica que EPR1 no es un componente del oscilador central de la planta, por

lo que EPR1 puede jugar un papel en el ajuste “fino” del reloj circadiano.
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Fig. 6.- Esquema de los elementos que participan en la regulacion del reloj circadiano. A) En la parte
superior se encuentran los elementos que participan de la transmision de la sefial luminosa hacia la
parte central, B) en la que se encuentra el reloj que va a originar C) la ritmicidad de los diferentes

procesos de la célula. En naranja, se representan los procesos de represion a nivel transcripcional de la

expresion de los diferentes genes implicados.
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D.- Regulacion de la expresion por azucares.

D.1.- Los azucares y la regulacion en la expresion de los genes.

La vida en la Tierra depende de la energia luminosa y de la fijacion
del carbono que se almacena en forma de aztcares en las plantas, con la
consecuente produccion de oxigeno. Estos aziicares no solo son la fuente de
energia y de carbono celular para el crecimiento y desarrollo sino que tienen
un papel crucial como moléculas sefiales en los vegetales. Al ser unos
organismos autétrofos, tanto en los tejidos de las plantas que importan
azlcares como en los que lo exportan se generan una serie de sefiales por
parte de los azuicares de tal forma que existe una regulacion fina que permite
mantener el equilibrio en el contenido de azlicares entre estos dos tipos de
tejidos. Los azucares han adquirido una gran importancia en funciones
reguladoras durante la evolucion, controlando el metabolismo de las células,
la resistencia a estreses, en el proceso de crecimiento y desarrollo de las
bacterias, levaduras, plantas y animales, de tal forma que los azlcares
pueden alterar la expresion de los genes de igual modo que lo pueden hacer
las hormonas, aunque el rango de concentracion en el que actian es
diferente.

El papel regulador de los azlicares es mas evidente en
microorganismos en vida libre cuyo ambiente estd constantemente sometido
a dramaticos cambios ambientales. El primer modelo en el que se ha
estudiado el sistema de deteccion y sefializacion por azucares ha sido la

levadura Sacchromyces cerevisiae. Este es un organismo anaerobio

Pdg. 46



Introduccion.-

facultativo pero incluso en presencia de oxigeno, prefiere la fermentacion de
azucares, tales como glucosa, fructosa y sacarosa a desarrollar la respiracion
mas eficaz energéticamente. La rapida proliferacion celular de estos
organismos y la reutilizacion de la produccion de etanol durante la
fermentacién ofrece aparentemente una ventaja selectiva para realizar
estudios sobre otros organismos menos tolerantes al etanol. Esta levadura,
ademads, ha desarrollado una gran variedad de sensores de glucosa asi como
de rutas de sefializacion permitiendo un uso de la fuente de carbono optima
y exclusiva (Rolland, F., y cols. 2002). En numerosos organismos, el
mantenimiento de la homeostasis de los nutrientes y la energia dentro de las
células y tejidos es de vital importancia y requiere de los constantes
controles y ajustes en la disponibilidad de los nutrientes, ya que un error
puede llevar consecuencias graves para el mantenimiento de la vida de la
célula o tejido.

En plantas, que carecen de la posibilidad de moverse, el
mantenimiento de la homeostasis requiere incluso un mecanismo mas
sofisticado y flexible acorde con la asombrosa plasticidad en la fisiologia y
el desarrollo que las plantas presentan. Estudios de respuestas a azucares en
diferentes especies de plantas y mutantes de A. thaliana que son
hipersensibles o insensibles a azucares han revelado que los azlicares son
clave en la regulacion de la expresion de genes implicados en la
proliferacion y muerte celular, en la germinacion de las semillas, en raices,
en tallo, en el crecimiento de las inflorescencias, en la expansion de las
hojas, en la senescencia y en el desarrollo de la semilla (Koch, K.E. 1996;
Smeekens, S. 2000; Gibson, S.I. 2005; Rolland, F., y cols. 2006).

La regulacion de los azlcares en plantas es bastante compleja. En

primer lugar, es un organismo multicelular que necesita mecanismos de
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seflalizacion a larga distancia, que sean especificos dependiendo del tipo de
célula y tejido y debe existir una coordinacion entre los cambios fisioldgicos
y el desarrollo de la planta y las alteraciones de su entorno. El metabolismo
de los azucares es un proceso muy dinamico, y los flujos de metabolitos y
las concentraciones de los aztcares se modifican durante el desarrollo en
respuesta a las sefiales generadas por el entorno de la planta tales como los
cambios en la luz, temperatura y estreses bioticos y abioticos (Roitsch, T.
1999; Borisjuk, L., y cols. 2003; Blésing, O.E., y cols. 2005; Smith, A.M., y
cols. 2005; Weber, H., y cols. 2005). Es evidente que el mecanismo de
sefializaciébn por azuicares esta estrechamente unido a la regulacién por
hormonas. Por ultimo, la fotosintesis y el metabolismo del carbono, que
estan sujetos a una regulacion estricta por retroalimentacion, son un punto
de control esencial de la sefializacion por parte de los azlicares. Existe una
estrecha interrelacion entre los tejidos “fuente” de aztcares y los tejidos
“sumideros” que controlan la mayor o menor sintesis de azucares
dependiendo de las necesidades de la planta.

En general, los procesos metabodlicos que se suceden en los tejidos
“fuente” como son la fotosintesis, la movilizacion de nutrientes y
exportacion de nutrientes son favorecidos cuando la concentracion de
azucares es baja, mientras que las actividades tipicas de los tejidos
“sumidero” como son crecimiento y almacenamiento se favorecen en
situaciones en las que las fuentes de carbono son abundantes.

Estos procesos deben de estar rigurosamente coordinados, implicando
una regulacion metabdlica basada en los niveles de azucares. Aunque la
sacarosa es el producto mayoritario de la fotosintesis y la forma en la que
los azlicares son transportados a largas distancias por la planta, muchos

efectos causados por los azucares y que afectan al crecimiento y al
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metabolismo pueden ser debidos a la accion de los productos de su
hidrolisis, glucosa y fructosa (o productos derivados del metabolismo de
¢stos). Sin embargo, nuevos datos sugieren que la sacarosa y la trehalosa
(T6P) regulan procesos especificos que no son afectados por las hexosas.
Un modelo actual simplificado del flujo del carbono muestra como las

seflales generadas por sacarosa y hexosas pueden ser percibidas en las

células “fuente” y “sumidero” (Fig, 7 y Fig. 8).

Sac-P

TSPS

UDP-Glc

UGPasa T

Triosa-P <§ F1,6P —» F6P -/

Glicolisis/Respiracién

Fig. 7.- Modelo simplificado de los principales flujos de carbono en las células fotosintéticas y la
formacion de moléculas sefial generadas por la fotosintesis, el transporte y la hidrdlisis de compuestos
carbonados tanto durante la noche (parte izquierda del esquema) como durante el dia (parte derecha
del esquema). SPS: sacarosa fosfato sintasa, SPP: sacarosa fosfato fosfatasa,

AGPasa: ADP-glucosa pirofosforilasa, UGPasa:, UDP-glucosa pirofosforilasa, INV: invertasa,

SUS: sacarosa sintasa.
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En las células fotosintéticas, el fotosintato generado en el ciclo de
Calvin es exportado, principalmente como triosas fosfato, desde el
cloroplasto hasta el citosol, donde son usados en la glicolisis, y por lo tanto
en la respiracion o en la biosintesis, o convertido en sacarosa para uso de la
propia célula o exportado a los tejidos “sumideros” (Fig. 7). El transporte
neto hacia uno u otro destino va a depender del estado de los tejidos
“fuente” o “sumidero”.

El exceso de fotosintato es transitoriamente almacenado como
almidén en el cloroplasto de las hojas durante el dia. La fuente mas
importante de sefiales de glucosa es la degradacion del almidon transitorio
de los cloroplastos de las células de las hojas durante la noche
(principalmente via exportacion de maltosa y glucosa) y de los amiloplastos

en los érganos que almacenan almidén (Fig. 7) (Smith, A.M., y cols. 2005).

N

=N

Glc + Fru

TV-INV

Sac
\ $ VACUOLA
4
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Sac -( )—> — Sac

C-INVJNUS

v v
Glc + Fru UDPGIc + Fru

Glec + Fru
Sac sac —= 5 Glc + Fru
- j / \

Fig. 8.- Generacion y transporte de azticares sefial en células “sumidero”. SUS: sacarosa sintasa,

C-INV: invetasa citosolica, V-INV: invertasa vacuolar, PC-INV: invertasa de la pared celular.
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En los tejidos “sumideros” (Fig. 8), la sacarosa puede ser importada
en las células a través del plasmodesma (transporte simplastico) 6 a través
de la pared celular (transporte apoplastico). La sacarosa intracelular es
hidrolizada por la INV citoplasmica (C-INV), generando glucosa y fructosa,
o por la enzima sacarosa sintasa (SUS) produciendo fructosa y UDP-glucosa
(Fig. 8).

La sacarosa puede ser importada y almacenada en la vacuola donde la
enzima invertasa vacuolar (V-INV) es la mayor fuente intracelular de
hexosas en tejidos en expansion. En el apoplasto, la sacarosa extracelular es
hidrolizada por PC-INV (invertasa de la pared celular), la fuerza mas
importante que conduce la descarga de los azucares y el mantenimiento del
gradiente y por lo tanto la fuerza de los tejidos “sumidero”. Estas enzimas
generan altos niveles de glucosa y fructosa extracelular que son recogidos
por los transportadores de hexosas, que se coexpresan y que estan regulados
de forma coordinada con la invertasa de la pared celular (PC-INV) (Roitsch,
T. and Gonzalez, M.C. 2004).

Esta claro que el transporte y la hidrdlisis de sacarosa juegan un papel
clave en la distribucion y la generacion de sefial de azcar. La amplia
regulacion por retroalimentacion de las enzimas INV y SUS por
seflalizacién por azicares genera un sistema autorregulador muy sensible
(Koch, K. 2004). La situacion actual es bastante mas compleja teniendo en
cuenta el transporte de azicares e intermediarios fuera y dentro de plastidios
y vacuolas (Weber, A.P., y cols. 2005).

Ademas de la fotosintesis y la ruptura de sacarosa y almidon, es muy
probable que la hidrolisis de los polisacaridos que se encuentran en la pared
celular genere sefiales de azlicar. Varias glicosil hidrolasas de la pared

celular son inducidas en situaciones de estrés tales como la oscuridad, la
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falta de azucar, la senescencia y la infeccion (Fujiki, Y., y cols. 2001; Lee,
E.J., y cols. 2004). La sefializacion por azlicares también se debe de integrar
en la disponibilidad de otros nutrientes esenciales tales como el nitrogeno,
fosfato y sulfato. Los cambios diurnos de la disponibilidad de los nutrientes
son anticipados por la planta, y la regulacion circadiana de las enzimas
implicadas en la distribucion del carbono contribuye de forma significativa
a un uso optimo de los recursos disponibles. Por otra parte, estudios
recientes han mostrado fundadas evidencias acerca del papel esencial y
critico de la sefial por azuicar en la actual regulacion diurna de la expresion

de los genes (Blasing, O.E., y cols. 2005; Dodd, A.N., y cols. 2005).

D.2.- Sensores de azuicares.

La deteccion de azucar puede ser definido como la interaccion de una
molécula de azlicar con una proteina censor de tal manera que se genera una
sefial. La sefial es el inicio de una cadena de reacciones en cascada que
resulta en respuestas celulares tales como la alteracion en la expresion o en
la actividad enzimatica.

La sefializacion por parte de los aziicares tiene efectos en todas las
etapas de la vida de la planta desde la germinacidn, durante el crecimiento

vegetativo como en el desarrollo reproductivo y en la formacion del fruto.

2.a.- Hexoquinasa.

El sensor de glucosa mas conservado en levaduras, mamiferos y

plantas es la enzima hexoquinasa (HXK) que cataliza la fosforilacion de
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glucosa, y cualquier hexosa en general (Moore, B., y cols. 2003; Wilson,
J.E. 2003; Dentin, R., y cols. 2004; Moreno, F., y cols. 2005). La proteina de
levadura HXK?2 es conocida por su papel en la represion de genes mediada
por glucosa desde hace casi treinta afios (Entian, K.D. 1980). En levadura, la
proteina HXK?2 se ha localizado en el ntcleo y es capaz de interactuar con el
factor de transcripcion MIG1 que es fosforilado por la quinasa Snfl y
desfosforilado por el complejo fosfatasa Glc7-Regl en funciéon de los
niveles de glucosa. La regulacion conjunta por parte del complejo
HXK2/MIG1/Snf1/Glc7-Regl es especifico de levadura (Ahuatzi, D., y
cols. 2004; Moreno, F., y cols. 2005; Santangelo, G.M. 2006).

En general, las plantas contienen dos tipos de HXKs: la HXK tipo A
con un péptido de transito que la dirige al cloroplasto, mientras que la HXK
tipo B posee un segmento de unién a membrana (Olsson, T., y cols. 2003).
Ademas, en Arabidopsis thaliana, la proteina AtHXK1 es capaz de pasar al
nicleo (Yanagisawa, S., y cols. 2003). Ademas de estas hexoquinas
generales, las plantas tienen algunas fructoquinasas, algunas de las cuales
pueden estar involucradas en la sefializacion por azucar (Pego, J.V. and
Smeekens, S.C. 2000).

En los mutantes gin2 de A. thaliana se ha descubierto que la
hexoquinasa es el componente central en la deteccion y sefializacion de los
azucares en la célula de la planta (Moore, B., y cols. 2003; Yanagisawa, S.,
y cols. 2003). La prueba inicial de la funcion de la HXK en plantas como
sensor de glucosa surgi6 tras los estudios con diferentes azlicares, analogos
de azlcares e intermediarios metabdlicos en sistemas de expresion
transitoria en protoplastos de mesofilo y en analisis de plantas transgénicas
de A. thaliana (Jang, J.C., y cols. 1997). Genéticamente la HXK funciona

corriente arriba de las proteinas GIN1/ABA?2 en la ruta de sefializacion de la
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glucosa (Zhou, L., y cols. 1998). Para estudiar la funcion de la proteina
AtHXKI1 en un contexto mas fisioldgico, las plantas se crecieron bajo
diferentes condiciones luminicas alterando los niveles enddgenos de aztcar
y las sefiales de los mismos. En plantas silvestres iluminadas a alta
intensidad, el crecimiento se vio acelerado, mientras que plantas mutantes
gin2/hxkl permanecieron pequefias debido a la poca expansion de las
células vegetales. Ademas de modular y detener el desarrollo en presencia
de glucosa exdgena, AtHXK1 tiene un importante papel en el crecimiento
de la planta. El empleo de hormonas han revelado que plantas mutantes gin?2
son relativamente insensibles a la induccidn de la proliferacion celular por
auxinas y la formacién de raices por citoquiquinas. En concordancia con
esta observacion, plantas con unos niveles de citoquiquinas constitutivos o
en presencia de citoquiquinas exdgenas son insensibles a altas
concentraciones de glucosa. Las plantas gin2 también presentan un retraso
en la senescencia y una fertilidad reducida al igual que sucede en algunas
mutaciones que afectan a la longevidad de eucariotas (Moore, B., y cols.

2003).

2.b.- SnRK (Sucrose non-fermentating factor Related Kinase).

Las proteinas quinasas SnRKs de plantas estan relacionadas con la
proteina Snfl de levadura y la proteina de mamiferos AMPK (Halford,
N.G., y cols. 2003), aunque existen diferencias en la activacion de la
mismas. Existe homologia entre las proteinas SnRK1 de distintas especies
pudiendo complementar el fenotipo mutante de levadura snfl A lo que
sugiere que durante la evolucion se ha conservado la funcién. La actividad

de estas quinasas esta controlada por la fosforilacion de un residuo treonina
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conservado en el “loop” de la subunidad catalitica. Sin embargo, la
regulacion y la actividad de esta enzima en plantas estd bien definida e
incluye la activacion por sacarosa, la fosforilacién de enzimas de plantas y
la activacion de la sintesis de almidon en tubérculos de patata (Fig. 9)
(Halford, N.G., y cols. 2003). Dado su papel en el almacenamiento de
almidon, la presencia de azlcares fosforilados, especialmente la G6P
(Glucosa-6-fosfato), inhibe la actividad quinasa de SnRK1 (Toroser, D., y
cols. 2000). Es una proteina heteromérica fruto de la union de la subunidad
catalitica o con dos subunidades, f y ¥y, que estan reguladas por las
hormonas, las sefiales ambientales, el tipo celular y de tejido y el estadio de
desarrollo de la planta, lo que le confiere un mecanismo complejo y

dinamico en la regulacion de su actividad (Hardie, D.G., y cols. 1998) .

2.c.- Trehalosa.

La trehalosa es un disacarido compuesto por dos moléculas de glucosa
que se sintetiza en una reaccion con dos pasos secuenciales en el cual la
trehalosa-6- fosfato (T6P) es sintetizado a partir de glucosa-6-fosfato (G6P)
por la accidn de la enzima trehalosa fosfato sintasa (TPS) y a continuacion
se produce la desfosforilacion del sustrato gracias a la enzima trehalosa-6-
fosfato fosfatasa (TPP). La trehalosa-6-fosfato (T6P) es un intermediario en
la ruta de biosintesis de trehalosa en bacteria, hongos, invertebrados y
plantas (Cabib, E. and Leloir, L.F. 1958). En levadura, T6P es una molécula
sefial esencial involucrada en la regulacion de la entrada de glucosa y
fructosa en la glucolisis (glycolysis) inhibiendo la actividad hexoquinasa
(Blazquez, M.a., y cols. 1993). Salvo en el caso de algunas plantas que usan

la trehalosa como medio para sobrevivir a condiciones extremas de
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desecacion (Iturriaga, G., y cols. 2000), la mayoria de las plantas
angiospermas, entre ellas 4. thaliana, contienen pequeflas cantidades de
trehalosa. Sin embargo, se estdn encontrando evidencias del importante
papel de esta molécula en el metabolismo de las plantas. En este sentido, la
interrupcion de la expresion del gen tpsl de A. thaliana es letal para el
desarrollo del embrion (Eastmond, P.J., y cols. 2002). Ademas, la expresion
inducida de la proteina TPS en estas mismas plantas resulta en un retraso en
el desarrollo vegetativo siendo incapaces de florecer cuando TPS no se
induce a lo largo de todo el desarrollo (van Dijken, A.J.H., y cols. 2004).
Los efectos observados cuando se sobreexpresa la proteina TPS o TPP en 4.
thaliana indican que los cambios en los niveles de T6P son responsables de
las alteraciones en los fenotipos de las plantas mutantes mas que la trehalosa
si misma (Schluepmann, H., y cols. 2003). Ademas, el papel de la T6P toma
relevancia ya que se ha comprobado que los niveles de transcritos de TPS
como de TPP en 4. thaliana responden a los cambios en el contenido de
azucares (Price, J., y cols. 2004; Scheible, W.R., y cols. 2004; Schluepmann,
H., y cols. 2004a; Thimm, O., y cols. 2004). El crecimiento de embriones
tps] puede ser parcialmente normal si el embridn crece en un medio con
bajas concentraciones de sacarosa (Eastmond, P.J., y cols. 2002). La
sobreexpresion de forma constitutiva de TPS en plantas de A. thaliana
supera la inhibicidon de la germinacidn por efecto de altas concentraciones
de glucosa o ABA, y favorece el crecimiento en un medio con
concentracion de sacarosa alta (Schluepmann, H. y cols. 2003;
Schluepmann, H., y cols. 2004a). Por otra parte la sobreexpresion de AtTPS
(Avonce, N., y cols. 2004b) o la adicidon de trehalosa (Schluepmann, H., y
cols. 2004a) altera la expresion de otros genes que responden ante azucares.

El genoma de A. thaliana contiene 11 genes que codifican para TPS,
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algunas de ellas son diana de la fosforilacion mediada por la proteina
SnRK-1, por quinasas dependientes de calcio o de unirse a proteinas 14-3-3,
y todos estos procesos estan afectados por el contenido de azucares de la
célula (Moorhead, G., y cols. 1999; Glinski, M. and Weckwerth, W. 2005).
Todos estos datos indican que existe una regulacion transcripcional de T6P
en plantas dependiente del contenido en aziicares asi como una regulacion
post-transduccional de las enzimas TPS y TPP.

Otro nexo de unidn entre el metabolismo del carbono y la T6P es la
proteina AGPasa, dado que se ha observado que si se alimenta con bajas
concentraciones de T6P a cloroplastos aislados, la AGPasa es activada
mediante la regulacion redox de la enzima (Kolbe, A., y cols. 2005) a través
de la formacion de un puente disulfuro reversible intermolecular entre las
dos subunidades pequefias de la enzima (Fu, Y.B., y cols. 1998) lo que
refuerza el papel de T6P en la activacion de la sintesis de almidon (Lunn,
J.E., y cols. 2006). Asi, se puede considerar que la T6P es un disacarido que
funciona como una molécula sefial que es capaz de comunicar al cloroplasto
el nivel de sacarosa del citosol. Ademas de estas propiedades, la trehalosa-6-
fosfato estd asociada con la expresion de SnRK1 (Schluepmann, H., y cols.
2004b) y con el factor ABI4 (Avonce, N., y cols. 2004a; Ramon, M., y cols.
2007) que regula la ruta de sefializacion de ABA.

2.d.- Receptores de membrana.

Al contrario que en animales, donde los receptores de azucares
acoplados a proteinas G son numerosos, en plantas, al parecer, sélo existe
una proteina G, denominada GPA1 en A. thaliana y RGA1 en arroz. Estas

proteinas estan implicadas en una gran variedad de procesos relacionados
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con el desarrollo, la luz, los fosfolipidos, respuesta frente a hormonas, estrés
oxidativo y resistencia frente a patogenos (Perfus-Barbeoch, L., y cols.
2004). Es muy interesante saber que la proteina GPA1 interacciona con un
receptor acoplado a proteinas G (GCR1) ademas de interaccionar con un
regulador de la actividad de la proteina anterior (RGS1) que regula
negativamente el receptor GCR1 acelerando su actividad GTPasa (Fig. 9).
En concordancia con estos resultados, la carencia de RGS1 aumenta la
actividad de GPA1 lo que resulta en un aumento en la elongacion de los
hipocotilos en la oscuridad y un incremento en la produccién de células en
las raices crecidas en la luz (Chen, J.G., y cols. 2003). Ademas la carencia
de la proteina RGS1 ha mostrado en plantas transgénicas que son
insensibles a concentraciones del 6% de glucosa, mientras que unos niveles
mayores a los normales de la misma proteina hace que el efecto frente a la
presencia de aztcares sea el contrario (Chen, J.G., y cols. 2003; Chen, J.G.
and Jones, A.M. 2004). Haciendo uso de diferentes analogos de azucares, se
ha sugerido que el papel de la proteina AtRGS1 es independiente de la ruta
de sefializacion de la HXK (Chen, J.G. and Jones, A.M. 2004).

Otros sistemas probables de deteccion de glucosa o sacarosa en
plantas podria involucrar proteinas andlogas a los transportadores de
azucares de levadura Snf3 y RGT2 (Lalonde, S., y cols. 1999). La proteina
Snf3 detecta bajas concentraciones de glucosa, mientras que RGT2 detecta
altas concentraciones de glucosa. En experimentos en los que se ha mutado
alguna de estas dos proteinas se ha comprobado que se desencadena la
cascada de sefiales de estos receptores sin mediar glucosa (Ozcan, S., y cols.

1996).
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Fig. 9.- Esquema de los elementos implicados en la sefializacion de azicares en las células vegetales.
Gle: glucosa, G6P: glucosa-6-fosfato, HXK: hexoquinasa, Sac: sacarosa, TPS: trehalosa fosfato

sintasa, TPP: trehalosa fosfato fosfatasa, T6P: trehalosa-6-fosfato, Tre: trehalosa.

El homologo al transportador de sacarosa de A. thaliana y tomate
SUT2, sin actividad transportadora detectable, tiene un dominio
citoplasmatico con alta homologia estructural a Snf3/RGT2 lo que sugiere
que las proteinas homologas a SUT2 también podrian tener un papel en la

deteccion de sacarosa (Barker, L., y cols. 2000).
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D.3.- Mecanismos Moleculares en la Regulacion por Azucares.

3.a.- Diferentes Rutas de Seiializacion.

Basandose en el papel de la enzima HXK, se pueden distinguir tres
tipos de transduccion de sefales dependiente de glucosa en plantas (Xiao,
W., ¥ cols. 2000). En la primera ruta la expresion de los genes esta mediada
por la actividad sefializadora de la HXK. El papel principal de esta ruta es la
de reprimir la expresion de genes que participan en la fotosintesis (Xiao, W.,
y cols. 2000; Moore, B., y cols. 2003). La segunda ruta es dependiente de la
glicdlisis como sucede en el caso de la induccion por glucosa de los genes
PRI y PR5 (Pathogenesis-Related gene) (Xiao, W., y cols. 2000). Por
ultimo, existen evidencias de regulacion por glucosa sin la participacion de
la enzima HXK, como resulta en las inducciones de los genes chs (chalcone
syntase) , pall (fenilalanina amonio-liasa) y los genes que codifican para la
enzima AGPasa y la represion de asl (asparagine synthetase) cuya
expresion es independientemente de los niveles de la enzima AtHXK (Xiao,
W., y cols. 2000).

Ademas de estas tres rutas de sefializacion para el caso de la glucosa,
existe una ruta de seflalizacion especifica para la sacarosa implicando la
existencia de, al menos, un sistema de sefializacion de disacaridos en la
membrana celular (Loreti, E., y cols. 2000; Fernie, A.R. and Willmitzer, L.
2001; Atanassova, R., y cols. 2003; Tiessen, A. y cols. 2003) tras
comprobarse que la expresion de genes, entre los cuales de encuentra el
transportador proton/sacarosa en remolacha, esta regulada por sacarosa y no

por glucosa o fructosa (Vaughn, M.W., y cols. 2002).
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3.b.- Control transcripcional y post-transcripcional.

Un gran numero de genes son regulados transcripcionalmente por
azucares, en relacion con la regulacion que existe entre las actividades
metabolicas de los tejidos “fuente” y los tejidos “sumidero”. Algunos genes
que participan en la generacion de sefiales de azucares son regulados por
retroalimentacion por sus propios productos. Ademas, cuando los niveles de
azucares son altos, se induce el almacenamiento de carbohidratos a través de
la sintesis de almidon favoreciendo la expresion de la enzima AGPasa
(Crevillén, P., y cols. 2005). Tanto la fosforilacion o desfosforilaciéon para
estabilizar las proteinas, como la regulacidon redox estan surgiendo como un
mecanismo importante en el control post-transduccional del metabolismo de
los aztcares de la planta. (Tiessen, A., y cols. 2003). Es conocida la
activacion reversible de varias enzimas fotoinducibles del cloroplasto via
regulacion redox. Se ha demostrado igualmente que este mecanismo regula
también enzimas de tejidos heterotroficos como es el caso de la enzima
AGPasa de patata que es activada mediante reduccion de un puente

disulfuro entre dos subunidades de la enzima (Tiessen, A., y cols. 2003).

3.c.- Elementos reguladores y factores de transcripcion.

Actualmente, la mayoria de los elementos reguladores implicados en
la sefializacion por aztcares han sido descritos para algunos genes de patata,
semillas de cereales y genes implicados en la fotosintesis de maiz. A partir
de los promotores de estos genes se han identificado secuencias como
Sucrose-responsive element (AATAGAAAA), A-Box (TACGTA) y B-Box
(GCTAAACAAT), el motivo SP8 (ACTGTGTA ), y el elemento

TGGACGG, todos relacionados con la regulacidon de la expresion de los
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genes por azucares (Ishiguro, S. and Nakamura, K. 1992; Grierson, C., y
cols. 1994; 1zawa, T., y cols. 1994; Zourelidou, M., y cols. 2002; Morikami,
A., y cols. 2005). Igualmente se ha descrito el papel de los factores de
transcripcion DOF que son unas proteinas que contienen 4 cisteinas (C,C,)
(zinc finger type) para la union a ADN, cuyo motivo de unidn a la secuencia
de ADN es -(A/T)AAAG-. Estos factores de transcripcion DOF actuarian
como represor o activador por union directa al ADN (Yanagisawa, S. and
Izui, K. 1993), 1999). Los factores de transcripcion DOF forman una gran
familia que participa en numerosos procesos metabdlicos relacionados con
el control de la expresion de los genes en respuesta a la luz (Yanagisawa, S.
and Sheen, J. 1998; Yanagisawa, S. 2000), a las hormonas giberelinas o
auxinas (De Paolis, A., y cols. 1996; Baumann, K., y cols. 1999; Washio, K.
2001) y al metabolismo del carbono en plantas (Yanagisawa, S. 2000)
ademas de participar en el desarrollo embrionario (Vicente-Carbajosa, J., y

cols. 1997; Mena, M., y cols. 1998).

3.d.- Estabilidad del transcrito y procesamiento.

Los azlicares no solo controlan la expresion y el contenido de ARNm
a nivel transcripcional sino también a nivel post-transcripcional. La
represion del gen de arroz a-Amy3 implica una regulacion tanto a nivel
transcripcional como a nivel de la estabilidad del ARNm. Existen
secuencias especificas en la region 3'UTR de los transcritos que pueden
controlar la estabilidad del ARNm por medio de azticares (Chan, M.T. and
Yu, S.M. 1998). Cuando se utiliza un agente que bloquea el proceso de la
transcripcion (actinomicina D) para estudiar la vida media de ARNm, se han

podido detectar otros genes implicados en procesos de respuesta frente a
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estrés y relacionarlos con el crecimiento de la planta y cuya estabilidad de
las moléculas de ARNm esta controlada por los azticares (Ho, S., y cols.
2001). La expresion del gen de maiz Incw-1, que codifica para una invertasa
de pared celular, esta regulada por azucares de forma diferencial, asi que
azucares metabolizables y no metabolizabes son capaces de inducir la
expresion del gen, aunque solo la sacarosa es capaz de aumentar la
estabilidad de transcritos de esta proteina (que difieren en el extremo
3'UTR) lo que resulta en un aumento en la sintesis de la proteina y en el

aumento de la actividad enzimatica (Cheng, W.H., y cols. 1999).

3.e.- Traduccion.

El mecanismo de regulacion de los azucares a éste nivel implica la
presencia de un micro open reading frame (WORF) en la secuencia 5'UTR
del gen que afecta positivamente, o negativamente, en la traducciéon de la
secuencia CDS que se encuentra “corriente abajo”. Un ejemplo de este caso
es la transcripcion de los factores trans de clase S del tipo bZIP
ATB2/bZIP11 de A. thaliana que presentan una secuencia 5'UTR
anormalmente larga y que son estimulados tanto por la luz como por
azucares, pero su posterior traduccion es reprimida ante niveles altos de
sacarosa (Rook, F., y cols. 1998). El control de estas secuencias WORF por
la sacarosa esta conservado en otros factores de transcripcion relacionados
con procesos de defensa frente a estrés y con la expresion de hormonas, lo
que indica que este tipo de regulacidon estd generalizado en los factores de

transcripcion de plantas bZIP (Wiese, A., y cols. 2004).
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3.f.- Estabilidad proteica.

Una vez que la proteina ha sido sintetizada, su actividad puede ser
regulada de muchas maneras, y una de ellas es por el control de su
estabilidad a través de la proteolisis. La glucosa es capaz de contrarrestar los
efectos del etileno aumentando la degradacion del regulador transcripcional
EIN3 en el ntcleo mediada por proteosoma (Yanagisawa, S., y cols. 2003),
mientras que el etileno aumenta la estabilidad de dicho factor (Yanagisawa,
S., y cols. 2003; Gagne, J.M., y cols. 2004). Curiosamente, la actividad de la
glucosa sobre el factor EIN3 es dependiente de la actividad quinasa de
AtHXK1 que esta presente en el ntcleo. El proteosoma es capaz de modular
muchas quinasas dependientes de ciclinas (Smalle, J. and Vierstra, R.D.
2004), como la ciclina tipo D CYCD3;1, que es transcripcionalmente
regulada por azucares permitiendo la transicion G1/S en el ciclo celular
(Riou-Khamlichi, C., y cols. 2000), es una proteina muy inestable y es
degradada por proteosoma en condiciones de niveles reducidos de sacarosa
(Planchais, S., y cols. 2004). CYCD3;1 es fosforilado en condiciones de
bajos niveles de sacarosa marcando esta proteina para su destruccion
(Planchais, S., y cols. 2004), asimismo provocan cambios en la expresion y
en las propiedades enzimaticas del proteosoma 20S mediado por procesos

de oxidacion (Basset, G., y cols. 2002).
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Materiales y Métodos.-

A.- Seccion I: Material bioldgico.

A.1.- Material vegetal.

1.a.- Guisante (Pisum sativum).

Cultivo.

Para llevar a cabo los diferentes experimentos a lo largo de esta tesis
doctoral, se ha utilizado la planta de guisante como modelo (Pisum sativum
cv. Lincoln) que se ha germinado en vermiculita y crecido en una camara de
cultivo cuyo fotoperiodo ha sido de 12 horas de luz y otras 12 horas de
oscuridad, con una intensidad luminica de 150 umoles/ m”> seg (PAR)
gracias a unos tubos fluorescentes y la temperatura de 21 °C.

Al cabo de dos semanas de crecimiento, parte de las plantulas se
emplearon para los estudios bioquimicos, de expresion e inmunologicos,
mientras que el resto de las plantas de guisante eran traspasadas a tierra para
su completo desarrollo con el fin de seleccionar los tejidos florales para los
mismos analisis a los que se han afiadido los estudios de hibridacion in situ.

Para los estudios de expresion de las TRXs f'y mI dependiente de los
azucares, se cultivaron las plantas de guisante en las mismas condiciones
indicadas anteriormente, y a las dos semanas se utilizaron para sumergir en
tubos de vidrio las raices ¢ las hojas cortadas desde los peciolos en las

disoluciones de azlcares y a distintas concentraciones.
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Solucidn de riego.

Las plantulas de guisante se regaron con la solucién nutritiva de

(Hewitt, E.J. 1966):

Solucion A de macronutrientes Solucion B de macronutrientes

H;BO; 2,47 ar C&(NO3)2'4H20 22,52 ar
ZnSO4*7H,0O 0,22 gr KNO; 1,76 gr
MnCl,*4H,0 1,80 gr Mg(NO3),*6H,0 3,19 gr
CuSO4°5H,0 0,20 gr EDTA-Fe 1,41 gr

c.s.p. 1000 ml c.s.p. 1000 ml

Solucion C de macronutrientes: 5,75 gr MgSO4¢7H,0 en 1000 ml.
Soluciéon D de macronutrientes: 12,69 gr KH,PO4*3H,0 en 1000 ml.

Tabla 1.- Composicion de las disoluciones que forman la solucion nutritiva de guisante.

La solucion nutritiva para guisante se prepara a partir de estas

soluciones concentradas de macronutrientes en las siguientes proporciones:

Solucidén A de macronutrientes 5 ml

Solucién B de macronutrientes 250 ml

Solucién C de macronutrientes 250 ml

Solucién D de macronutrientes 250 ml
c.s.p. 5000 ml

Tabla 2.- Relacion de cada una de las disoluciones en la solucion de riego para guisante.

1.b.-  Arabidopsis thaliana.

Cultivo.

Las semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia fueron

germinadas en una mezcla de compost/vermiculita (2/1). Tras 3 dias de
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vernalizaciéon a 4°C, fueron cultivadas en una camara de cultivo cuyo
fotoperiodo fue de 16 horas de luz y 8horas de oscuridad, 150 umol/m” seg
y 23 °C de temperatura. Para algunos experimentos con las plantas
transgénicas de Arabidopsis thaliana que llevaban las construcciones
formadas por los fragmentos de los promotores de la TRX f'y m fusionados
al gen de la B-Glucuronidasa (GUS), el fotoperiodo fue modificado a 12h
luz/12h oscuridad.

Solucidén de riego y medio de cultivo.

La solucion nutritiva utilizada para regar las plantas de Arabidopsis

thaliana sembradas en tierra estd formada por los siguientes elementos:

Solucion nutritiva para A. e . .
Solucion de micronutrientes

thaliana

KNOs; 1 M 25 ml HBO; 0,5M 35 ml

H,KPO4 1 M pH 5,5 12,5 ml MnCl, 0,5M 7 ml
MgSO4 1 M 10 ml CuSO4 IM 3,125 ml

Ca(NOs), 1 M 10 ml ZnS0,4 0,5M 0,5 ml

EDTA-Fe 0,1 M 2,5 ml NaMnO4 0,1M 0,5 ml

Micronutrientes 5 ml NaCl 5SM 0,5 ml

Completar con agua hasta un CoCl20.1M 25u
volumen final de 5 litros Completar con agua hasta una

cantidad de 250 ml

Tabla 3.- Composicion de la solucion nutritiva para Arabidopsis thaliana.

Para el crecimiento de las semillas de Arabidopsis thaliana en medio
de cultivo in vitro se sembraron en placas petri que contenian medio de
Murashige and Skoog en agar (2,6 gr/l medio Murashige and Skoog con

micro y macro elementos incluyendo vitaminas, 5 gr/l de sacarosa, 0,5 gr/l
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de 4cido morfolino 2-N etanosulféonico (MES) y 6 gr/l de agar. El pH se
ajusta a 5,6 con KOH 1 M) (Murashige, T. and Skoog, F. 1962).

Transformacion de plantas de 4Arabidopsis thaliana.

Se preparo6 un precultivo de 5 ml de Agrobacterium tumefaciens con la
construccion de interés, al dia siguiente se pasé el precultivo a un matraz
con 600 ml de medio MYA (ver pag. 79) (Tepfer, M. and Casse-Delbart, F.
1987) con kanamicina 30 ug/ml y se dejo crecer el cultivo durante dos dias.
Se recolectaron las células del cultivo centrifugando en frio a 6000 rpm
durante 15 min. El precipitado celular se resuspendié en 200 ml de solucion
de infiltracion (2,2 gr/l medio Murashige and Skoog + Vitaminas, 50 gr/l de
sacarosa, 0,1 gr/l MES, ajustando pH a 5,9 con NaOH vy se afiade 100 pl de
BAP (1 mg/ml en NAOH 1 M) justo antes de sumergir las plantas). Antes
de llevar a cabo la transformacion de las plantas de Arabidopsis thaliana, se
eliminaron las inflorescencias que ya estaban abiertas en ese momento con
ayuda de unas tijeras y las silicuas con el fin de eliminar semillas a las
cuales no se les modificara su contenido genético y evitar la proporcion de
semillas no transformadas. Se sumergieron las inflorescencias de las plantas
en la solucion de infiltracion durante 5 min. Al terminar, las plantas de
Arabidopsis thaliana transformadas se enjuagan un poco para eliminar el
exceso de cultivo bacteriano y se dejaron secar. Finalmente se cubrieron con
una bolsa de plastico transparente a las que se le hicieron agujeros para que
la planta transpirase. Se transfirieron las macetas a la camara de cultivo y
tras dos dias en ella se les quitd la bolsa de plastico para que la planta

siguiera su desarrollo normal de crecimiento.
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Cuando la planta ha desarrollado las silicuas y estas se secan, se

recolectaron las semillas con ayuda de un colador metalico de malla fina.

Seleccidn de lineas transformadas de Arabidopsis thaliana.

La seleccion de las semillas transformadas que hayan incorporado la
construccion del fragmento promotor fusionado al gen GUS se llevo a cabo
en placas de cultivo petri estériles con medio MS suplementado con
kanamicina a una concentracion final de 30 ug/ml.

Para esterilizar las semillas, en primer lugar se lavaron con una
solucion de etanol al 70 % durante 1 min, transcurrido este tiempo se
sumergieron las semillas durante 5 min en una solucion de lejia comercial al
70 % con Tween-20 al 2,5 % en constante agitacion. Finalmente, se
enjuagaron las semillas tres veces con agua estéril. Las semillas se
sembraron mezcladas con agarosa al 0,5 %, y formando una fina capa sobre
el medio MS agar con kanamicina (kmc) para seleccionar la primera linea
de plantas transgénicas. Con una pipeta Pasteur se han sembrado las
semillas cuando se ha querido seleccionar las generaciones posteriores de
transformantes. Las placas con las semillas se vernalizan a 4 °C durante dos
dias, al cabo de los cuales se trasladaron las placas a una cdmara de cultivo
Sanyo (Modelo MLR-350) con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas
de oscuridad, con una intensidad luminica de 100 umol/m® seg y una
temperatura de 21 °C.

Las primeras semillas transformadas sembradas en medio de seleccion
que mostraron resistencia al antibidtico son consideradas la linea Fy y fueron
transferidas a macetas de alveolos en compost/vermiculita. Las semillas que

se obtuvieron de estas primeras lineas se someten de nuevo a un nuevo
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proceso de seleccion en medio in vitro MS suplementado con kmc. Las
semillas que germinaron a esta segundo proceso de seleccion son las lineas
F;. Esta ronda de seleccion se repitio hasta que la relacion entre plantas no
resistentes y resistentes fue de 1:4 (F;), ya que lineas con una tasa de
supervivencia superior indica un numero de inserciones de nuestra
construccion superior a 1. Una vez recogidas las semillas de la generacion
F; se volvio a someterlas a otro proceso de seleccion en medio MS-agar con
kanamicina. Las semillas de las lineas F; que han presentado un 100 % de
resistencia son consideradas como lineas homozigotas para la insercion con

la construccion deseada.

A.2.- Material bacteriano.

2.a.- Escherichia coli DH5x.

Cultivo.

Durante el desarrollo de la tesis se ha utilizado la cepa de Escherichia
coli DH5a (genotipo supE44 AlacU169 (¢p80lacZAM15) hsdR17 RecAl
endAl gyrA96 thi-1 relAl) para la multiplicacion de los distintos plasmidos
y construcciones preparados a lo largo de esta tesis doctoral. Las células se
han sembrado en placas petri con medio Luria Broth (LB) (ver pag. 79) y
agar que se han cultivado en estufas de crecimiento durante toda la noche a

una temperatura de 37 °C y en agitacion, si el medio LB es liquido.
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Obtencion de células competentes.

Para llevar a cabo la transformacion de bacterias con plasmidos se
utilizaron células de E. coli “competentes”. Para obtener células
“competentes” se inicid un precultivo de esta cepa en 3 ml de medio LB sin
antibidtico durante una noche en agitacion a 37 °C. Al dia siguiente se
inoculé 100 ml de medio LB con este precultivo. Cuando el medio de
cultivo alcanzé una densidad optica de 0,5 a una longitud de onda de
600 nm se recolectaron las células centrifugando en frio a 5000 rpm durante
10 min. Se resuspendio el precipitado en 10 ml de CaCl, 0,1 M previamente
enfriado y se dejaron las células en dicha solucion durante 30 min. Se volvid
a centrifugar la suspension de bacterias a 5000 rpm durante 10 min y se
resuspendio el precipitado bacteriano en 4 ml de CaCl, 0,1 M frio al que se
afiadio glicerol estéril hasta lograr una concentracion final en glicerol de
15 % (v/v). Finalmente, se alicuotaron las células competentes en un
volumen de 100 ul en tubos de eppendorf y se congelaron en nitrégeno

liquido. Los viales se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Transformacion de células E. coli.

En la transformacion de las células competentes con las secuencias de
ADN plasmidico se ha empleado la técnica de choque térmico, para lo cual
se ha mantenido el producto de ligacion o minipreparacion de ADN
plasmidico en contacto con las células E. coli DH5a competentes durante
30 min en hielo, transcurrido este tiempo se introdujo el vial en un
termobloque a 42 °C durante un minuto y medio y se transfirié rapidamente
a hielo. A continuacion se afiadi6é 0,8 ml de medio LB y se incubaron las

células durante una hora a 37 °C. Finalmente, se sembro la cantidad
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adecuada en placas LBA con el antibiotico apropiado y a la concentracion
requerida y se dejo incubando la placa durante toda la noche a 37 °C

(Hanahan, D. 1983).

2.b.- Escherichia coli BL21.

Cultivo.

Esta cepa bacteriana deriva de Escherichia coli con el genotipo F ~
ompT hsdSp(rg mg) gal A dem (DE3). Se caracteriza por tener dentro de su
genoma la secuencia para la transcripcion de la enzima T7 RNA polimerasa
bajo el control del promotor lac UV5. Esta bacteria es utilizada para la
expresion de proteinas fusionadas a la secuencia de la enzima T7 RNA
polimerasa en vectores de expresion del tipo pET (Studier, F.W. and
Moffatt, B.A. 1986). Esta cepa ha sido empleada para sobreexpresar la
proteina DOF7 cuyo gen fue clonado en el vector de expresion pET-28b
(Invitrogen®). El cultivo de esta cepa bacteriana se lleva a cabo de forma
idéntica al descrito para la bacteria E. coli DH5a, haciéndose la seleccion de

las construcciones en pET-28b en medio LBA con kanamicina.

Transformacion de células E. Coli BL21.

Para transformar este tipo de células se ha seguido el mismo protocolo

al descrito anteriormente para E. coli DH5a y la seleccidon de las colonias

transformadas con el vector pET28b se llevado a cabo en placas petri con

medio LBA con kanamicina a una concentracion final de 30 ug/ml.
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2.c.- Agrobacterium tumefaciens.

Cultivo.

La cepa utilizada en las transformaciones de A4. thaliana ha sido
Agrobacterium tumefaciens GV3101::pMP90 (pTiC58T-DNA). Se ha
utilizado para insertar las secuencias reguladoras, enteras o truncadas de
Trxs f'y ml de guisante, fusionadas al gen de la B-Glucuronidasa (GUS).
Los cultivos de ésta bacteria se crecieron en camara de cultivo a 28 °C

durante toda la noche, en agitacion si el medio es liquido.

Transformacion de Agrobacterium tumefaciens.

Las células de Agrobacterium tumefaciens se han transformado
mediante el método de choque térmico modificado mediante el cual se han
puesto en contacto las células con la construccion que se desee introducir en
la bacteria y se han introducido durante 15 min en un bafo de nieve
carbonica/etanol (= -20 °C), para luego ponerlas en un bloque a 37 °C
durante 20 min. A continuacion se le afiadio 1 ml de medio liquido MYA
(ver pag. 79) en agitacion durante dos horas a 28 °C. Finalmente, las
colonias que han incorporado el material genético a sus células se han
seleccionado en placa petri con medio MYA-agar con rifampicina,
gentamicina y kanamicina en las concentraciones indicadas mas adelante

(Tepfer, M. and Casse-Delbart, F. 1987).

Seleccion de colonias transformadas.

Para la seleccion de bacterias que contienen las construcciones de

interés se han seleccionado en medio de cultivo suplementado con
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determinadas concentraciones de los siguientes antibidticos ampicilina 100
mg/ml, kanamicina 50 mg/ml, rifampicina 100 mg/ml en DMSO,
gentamicina 40 mg/ml.

Las concentraciones finales en medio de cultivo han sido de
100 wgr/ml de ampicilina, 30 ugr/ml de kanamicina, 100 ugr/ml de
rifampicina, 20 ugr /ml de gentamicina y 2 ugr /ml de X-Gal.

La seleccion de las colonias que han contenido construcciones en
p-GEMT® easy se realizaba en medio LBA con ampicilina y X-Gal.
Mientras que las colonias con construcciones en el vector pBI101 se han
seleccionado en placas de medio LBA con kanamicina.

Las colonias de Agrobacterium tumefaciens con construcciones con el
vector pBI101 se han seleccionado en medio MYA con rifampicina,
gentamicina y kanamicina.

Las colonias seleccionadas en medios con antibiotico especificos se
analizaron mediante PCR de colonias, y las secuencias de los plasmidos
aislados de las colonias que dieron positivo fueron secuenciadas por los
servicios de secuenciacion del Instituto de Parasitologia y Biomedicina
Loépez Neyra (Granada) para comprobar la correcta subclonacion de los

fragmentos.

Conservacion de clones.

Una vez identificadas las colonias de Escherichia coli DH5a y de
Agrobacterium tumefaciens portadoras del pladsmido con el inserto de
interés, se han conservado afiadiendo glicerol hasta lograr unas
concentraciones del 15 % y 50 % (v/v) a los cultivos en medio adecuado

para mantenerlas a -80 °C y -20 °C respectivamente. Asi mismo, se ha
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aislado el pldsmido de cada construccion mediante una

minipreparacion alcalina y se han conservado a -20 °C.

Medios de cultivo.

Los medios de cultivo que se han utilizado durante el desarrollo de
esta tesis han sido medio LB (Luria-Bertani) para la cepa de E. coli,
mientras que para la cepa de A. tumefaciens se ha utilizado el medio MYA

(Tepfer, M. and Casse-Delbart, F. 1987):

Medio Luria-Bertani Medio MYA
Extracto de levadura 5gr Extracto de levadura 5gr
Triptona 10 gr Caseina 500 mgr
NaCl Segr Manitol 8 gr
Agar (LBA) 15 gr (NH,),SOy4 2gr
c.s.p. 1000 ml NaCl 5 or
Agar (MYA-A) 16 gr

c.s.p. 1000 ml. Ajustar pH 6,6

Tabla 4.- Composicion medios LB y MYA para E. coli'y A. tumefaciens.
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B.-  Secciéon II: Acidos nucleicos.

B.1.- Vectores y Oligonucleotidos.

l.a.- Vectores.

Vector pGEMT"-easy.

Vector pGEMT"-easy (Promega A1360) ha sido utilizado para
subclonar los productos de PCR ya que es un vector del tipo “TA-Cloning”.
Este vector se caracteriza por facilitar la unién a sus extremos donde se
encuentra un dexosiribonucleorido “T” desapareado y que va a facilitar la
union de fragmentos amplificados por PCR con enzimas ADN polimerasas
que carecen de la actividad 3°'— 5" exonucleasa y que afiaden un dATP al
final de la cadena sintetizada. En este caso, el gen marcador es el gen de la

enzima fB-lactamasa, con resistencia a ampicilina.

T7 Transcription Start

5 ...TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3 ... ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC

T7 Promoter | ” || | | ||
Apal Aatll Sphl BstZ | Ncol

GCGGC CGCGG GAATT CGATT3 ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC

CGCCG GCGCC CTTAAGCTA 3'TTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG
L 1

— o L
EcoR | Spe | EcoR | Pst | Sall

BstZ| BstZ |

(cloned insert)

SP6 Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... 3
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA ... &
I

I | | SP6 Promoter
Nde | Sac | BstX| Nsil

1517MA06/6A

Fig. 10.- Mapa sitio clonaje del vector pPGEM®-easy.
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Vector pBI101.

Vector pBI101 (Clontech) es un pladsmido que contiene la secuencia
que codifica para la proteina de la B-Glucuronidasa en el vector binario
pBIN19 cuyo sitio de poliadenilacion es el gen de la nopalina sintasa del
plasmido 77 de Agrobacterium tumefaciens. La seleccion de las bacterias de
E. coli transformadas con este vector se realiza en medio LBA con
kanamicina.

Este vector ha sido utilizado para subclonar la secuencia de la proteina
B-Glucuronidasa bajo el control de las secuencias reguladoras de la Trx f'y
ml de guisante, permitiendo visualizar los tejidos donde se expresan las

Trxs cloroplastidicas en Arabidopsis thaliana.

AAG CTT GCA TGC CTG CAG GTC GAC TGT AGA GGA TCC CCG_ GGT
Hind IT1 Sph 1 Pst I Sal 1 Xba I BamH 1 Sma I

GGT CAG TCC CTT ATG (Secuencia f-Glucuronidasa)

Fig. 11.- Mapa sitio clonaje del vector pBI101.

Vector pET28b.

Vector pET-28b (Novagen) es un vector empleado para Ia
sobreexpresion de proteinas recombinantes y se caracteriza por afiadir una
cola de secuencias de histidinas al extremo amino o carboxilo de la proteina
que se quiere expresar. Esta propiedad facilita su purificacion a través de la
union de las cargas negativas de los aminoécidos de histidina con 4&tomos de
niquel (Ni*") que estan fijadas a una matriz en una columna de purificacién

(HisTrap® FF Crude de GE Healthcare).

Pig. 81



Ncol

AR
Met Gly Ser Ser His His His HisHis

FAAGTAGATA TTGAGACCAA GATTGAAAAA AATGTTTGAT ATACCATGGG CAGCAGCCAT CATCATCATC

His Ser Ser GlyLeuVal Pro ArgGly Ser His Met Ala Ser Met Thr Gly Gly Gln Gln Met GlyArg
ATCACAGCAG CGGCCTGGTG CCGCGCGGCA GCCATATGGC TAGCATGACT GGTGGACAGC AAATGGGTCG

BamHI HindIII
NNSARARRN AR
ECORI
oo RO P
Asp Pro Asn Ser Ser Ser Val Asplys Leu AlaAlaAla Leu GluHis His His His His His *#%#%

GGATCCGAAT TCGAGCTCCG TCGACAAGCT TGCGGCCGCA CTCGAGCACC ACCACCACCA CCACTGAGAT
CCGGCTGCTA ACAAAGCC

Fig. 12.- Esquema del sitio de clonaje del vector de expresion pET28b.

1.b.-  Oligonucleétidos.

Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados en esta tesis doctoral

han sido los siguientes:

PsTrx ml

M1 5° -gga aga caa tga ggt ctt ggt gtg g -3~

M2 57 -act ctt aaa caa gct ctc aag ggc ¢ -3°
PrTrxml 5° -gt gtec gac gtc ctt ggt gcc tct caa -3°
PrTrxm2 5° -gt gga tcc cat gtt att ttc tgt gat t-3°
PrTrxm3 5° -gt gte gac gtt cat act ttt tcc ct -3~
PrTrxm4 5° -gt gtec gac gtg ttt agg gta cat tc -3°
PrTrxm35 5" -gt gtec gac gtg tgg aga agt act t -3~
PrTrxm6 5° -gt gtec gac ccg cca caa cac tag -3°7
TmbN 5° -tt gga tecc atg gcc ctt gag agc -3°7

TmbC 5° -gc gga tcc tca aat ata ctt ttc ca -3°
rtTrxmF 5° -gtt tca ctt cgc tgg tgt tgc -3°
rtTrxmR 5’-ctt tct cag aca gag tag cc -3°
Lum2Ms 5'-ttgacataagtagatattgaaagcaagattgaaaaaaatgt-3~
Lum2Ma 5°-ttacatttttttcaatcttgctttcaatatctacttatgtca-3-
Lum2MCs 5'-ttgacataagtagCtattgaaagcaagattgaaaaaaatgt-3~
Lum2MCa 5 -ttacatttttttcaatcttgctttcaataGectacttatgtca -3°
Lum2MDs 5’-ttgacataagtagatattgGCGAcaagattgaaaaaaatgt —-3°
Lum2MDa 5’-ttacatttttttcaatcttgTCGCcaatatctacttatgtca -3~

Tabla 5.- Nombres y secuencias de los oligonucleétidos relacionados con PsTrx mI. En negrita e
italica se representa la secuencias diana de las enzimas de restriccion y los nucledtidos mutados para

los experimentos de retardo.
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PrTrxm5
A PrTrxm6
PrTrxml PrTrerr:1>3 LuiZM E’;fom“ d PrTrxm2
rtTrxmR

Fig.13.- Esquema de la situacion de los oligonucleodtidos para amplificar los diferentes fragmentos del
promotor y la secuencia nucleotidica de PsTrx mI. Las flechas indican la disposicion y orientacion
del oligonucledtido. En azul se muestra la region de la secuencia reguladora que ha sido utilizado en

los estudios de unioén con los factores de transcripcion CCA1 y DOF7.

PsTrx f
F1 5’-acc tct gta gac caa ccc tct tcg -3°
F2 5°-ggt gcc gat cca ttt agg gga ggt g -3°
PrTrxfl 5°-gt gtc gac gta aac aaa taa acc aca t -3~
PrTrxf2 5°'-gt gga tecc cat tga tgt ggg gaa ga -3°
PrTrxf3 5’-gt gtc gac cca tac aca gac ttc aa -3°
TrxfbN 5°'-tt gga tecc atg gct cta aat ctc tg -3°
TrxfbC 5’-aa gga tcc cta act aga ccg aac agt g -3°7
rtTrxfN 5°-tga taa aac cgt cgt cct cga t -3°
rtTrxfC 5°-att tcc tca tct tcc cct cag ¢ -3°
Lum rFs 5'-agt gaa aaa aaa aag aga tat tcg aag gg -3°
Lum rFa 5°-att ccc ttc gaa tat ctc ttt ttt ttt tc -3~
FmGs 5'-agt gaa aaa aaa aag agC tat tcg aag gg -3°
FmGa 5°-att ccc ttc gaa taG ctc ttt ttt ttt tc -3~
Lum2FDs 5’-agt gaa aaa aaG CGA aga tat tcg aag gg -3

Lum2FDa 5’-att ccc ttc gaa tat ctT CGC ttt ttt tc -3°7
Tabla 6.- Nombres y secuencias de los oligonucleotidos relacionados con PsTrx £ En negrita e italica

se representa la secuencias diana de las enzimas de restriccion y los nucledtidos mutados para los

experimentos de retardo.

Pig. 83



A
PrTrxfl LumrF PrTrxf3 PrTrxf2
F2
TrxtbC\ - nTmfN\ TrxfbC TTrxfC
Y ‘4
-
PsTrx f 3’ UTR

Fig.14.- Esquema de la situacion de los oligonucleodtidos para amplificar los diferentes fragmentos del
promotor y la secuencia nucleotidica de PsTrx f. Las flechas indican la disposicion y orientacion del
oligonucleotido. En azul se muestra la region de la secuencia reguladora que ha sido utilizado en los

estudios de union con los factores de transcripcion CCA1 y DOF7.

Generales
AP-1 5°-cta ata cga ctc act ata ggg c -3°
AP-2 5’-cta tag ggc tcg agc ggc -3°
GUS I 5’-aac ggg gaa act cag caa gc -3°
GUSII 5’-tgt gag cgt cgc aga aca tt -3
GUS III 5’-acg cgc ttt ccc acc aac gct g -3°
AvaN 5°-a tgg tgt ggt cca tgc a -3°
AvaC 5°-t gca tgg acc aca cca t -3°
FTR1 5"-caa gct tca acc ttc gcc gtc -3°
FTR2 5°-tgg cac tcc ttt ctc tct ctc -3°
T7 5°-taa tac gac tca cta tag gg -3°
SP6 5’-gat tta ggt gac act ata g -3~
T7-Term 5°-gct agt tat tgc tca gcg g -3
DOF-1N 5’-ctt tga tca tca tca atc ¢ -3°
DOF-1C 5°-cat ata gat gac ttt tcc tta a -3°
DOF-EcoRI 5°-t ttt gaa ttc gga tta cca tta tat cct cc -3°
DOF- Ncol 5°- t ttt cca tgg aca caa ctc aat ggc ¢ -3°
PsActR 5’-agc aag atc caa acg aag ga -3°
PsActF 5’-aat ggt gaa ggc tgg att tg -3~
AtAct2F 5°-cgg tat tgt gct gga ttc tg -3°
AtAct2R 5’-atc tcc tgc tcg tag tca ac -3°
Cab 1 5°-tgg tac gga tcc gac cga g -3°7

Cab 2 5’-ctt ctt ccg ttc ttg agc tcc -3°7
Tabla 7.- Nombre y secuencias de los oligonucleotidos generales. En negrita e italica se representa la

secuencias diana de las enzimas de restriccion.
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B.2.- Extraccion de ARN.

Para la extraccion del ARN de los tejidos de las diferentes plantas se
macero6 el material vegetal con ayuda de nitrégeno liquido y un mortero de
porcelana. A las diferentes muestras se afadié el reactivo de Trizol®
(Invitrogen 15596-026) siguiendo las instrucciones del producto comercial.
El precipitado final de &cidos nucléicos se han resuspendido en un volumen
final de 50 pl de H,O DEPC.

Ademas se ha utilizado el procedimiento de extraccion del “Borato
Caliente” (Hot borate) modificado (Wan, C.Y. and Wilkins, T.A. 1994)
para la extraccion de ARN. Para éste método se macer6 el material vegetal
en nitrogeno liquido y se afiadié 1 ml de tampon de extraccion (200 mM
Borax pH 9,0 , 30 mM EGTA, 5 mM EDTA, 1 % SDS, 1 % Deoxicolato
sodico, 10 mM DTT, 100 mM B-mercaptoetanol, 2 % PVPP y 2 % PVP-40)
previamente calentado a 95 °C. Tras mezclar se dejé incubando con 0,15
mgr de proteinasa K (ROCHE 3 115 879) a 37 °C durante una hora. A
continuacion se afiadio 78 pl de KCl1 2 M a cada muestra y se incubd en
hielo durante 30 min. Tras centrifugar, el sobrenadante se lavo una vez con
una mezcla cloroformo:alcohol isoamilico 24:1, tres veces con una mezcla
fenol écido:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1, y una ultima vez con
cloroformo. Se precipitaron los dcidos nucleicos afadiendo un volumen de
isopropanol frio y se incubaron las muestras en hielo durante 30 min. Las
muestras se centrifugaron durante 15 min y el precipitado obtenido se
resuspendid en 500 pl de H,O-DEPC. A continuacion se volvid a precipitar
el ARN afiadiendo un volumen igual de LiCl 4 M e incubando en hielo

durante toda la noche. Al dia siguiente se recuperd el precipitado
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centrifugando durante 20 min a 13000 rpm y se lavd otras dos veces con
etanol-DEPC 80 % frio. El precipitado se resuspendié en un volumen final
de 50 pl de H,O-DEPC.

Cada una de las muestras se cuantificaron y se valor6 la calidad del
ARN a partir de 2 ul del volumen final de cada muestra en un

espectrofotometro Nanodrop® ND-1000.

B.3.- Sintesis de la cadena ADNCc.

Para el analisis de los niveles de expresion de determinados genes en
los tejidos de guisante o de A. thaliana se utiliz6 el método de PCR
semiquantitativa. Para ello, se trataron 5 ugr del ARN total extraido con 1U
de DNAsa (DNAse Turbo®- AMBION AM1907) para evitar contaminacion
de ADN gendmico. Tras este tratamiento, se tomo6 1 ul que se utiliz6é en una
reaccion de PCR para verificar que el ADN gendémico ha sido
completamente eliminado. La pareja de oligonucleotidos PsAct-R/PsAct-F
se utilizd en la reaccion de PCR para las muestras de guisante mientras que
para A. thaliana se ha utilizado la pareja de oligonucleotidos utilizados ha
sido AtAct2-F/AtAct2-R. Las condiciones del termociclador para ambas
reacciones de PCR ha sido 2 min a 94 °C, 40 ciclos (30 seg 94 °C ,30 seg
55°C,30 seg 72 °C), 5 min 72 °C.

Tras comprobar que en las muestras no existia contaminacion con
ADN genomico visualizando el resultado de la reaccion de PCR en un gel
de agarosa al 1 % en TAE 0,5x, se sintetiz6 la cadena complementaria de
ARN a partir 2,5 ugr de ARN a los que se afadio 1 ul de oligo-dT,
(Invitrogen 18418-020) (500 pg/ml), 1 ul de mezcla de ANTP 10 uM cada
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Materiales y Métodos.-

deoxinucledtido, 1 ul (40 U) de inhibidor de RNAsa (RNase OUT®-
Invitrogen 10777-019) y finalmente 1 ul (200 U) de enzima
retrotranscriptasa RNase H SuperScript-1II® (Invitrogen 18080-040) en un

volumen final de 20 ul. Esta mezcla se incub6 a 50 °C durante una hora.

B.4.- Estudio de expresion por PCR-semicuantitativa.

Para normalizar la cantidad de muestra que tendremos que utilizar
para los analisis de PCR-semicuantitativa, se prepararon diluciones de las
muestras que se sometieron a la reaccion de PCR con la pareja de
oligonucleétidos PsAct-R/PsAct-F en el caso de las muestras provenientes
de guisante, mientras que para las muestras de Arabidopsis thaliana se
utiliz6 la pareja AtAct-F/AtAct-R en las condiciones de T* y tiempos
siguientes en el termociclador, 2 min a 94 °C, 30 ciclos (30 seg 94 °C, 30
seg 55 °C , 30 seg 72 °C), 5 min 72 °C . El producto de la reaccion se
verifico en un gel de agarosa al 1 % y se cuantifico la intensidad de las
bandas obtenidas, lo que permitié determinar las diluciones adecuadas para
llevar a cabo las reacciones finales para el estudio de expresion. Con estos
estudios previos se pudo determinar el niimero de ciclos para el cual no
habia saturacion de la sefial de expresion del gen en estudio y del gen
constitutivo B-Actina de Arabidopsis thalaian (AK230311) y la expresion
de ambos se encuentre en fase de crecimiento lineal.

Una vez que se ha puesto a punto las condiciones de analisis, se han
desarrollado las reacciones de PCR con las condiciones elegidas utilizando
los oligonucle6tidos del gen constitutivo, en nuestro caso el gen de la -

actina, asi como para los genes a analizar, PsTrx f y PsTrx ml/
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(rtTrxfF/rtTrxfR y rtTrxmF/rtTrxmR, respectivamente), ademas de analizar
la expresion del gen GUS (B- Glucuronidasa U12640) (con los
oligonucledtidos GUS-I/GUS-II) en el caso de los estudios de expresion de
las plantas transgénicas. El resultado de los productos de PCR se
visualizaron en un gel de agarosa al 1,2 % y la intensidad de las bandas
correspondientes a los fragmentos aplificados para cada gen se cuantificaron

con el programa Quantity One” version 4,6 para Mac* de BioRad.

B.5.- Andlisis de resultados por Northern blot.

Para el analisis por Northern Blot, se ha partido de 15 ugr de ARN de
cada una de las muestras extraidas por el método del Trizol® y se mezclaron
con tampodn desnaturalizante (900 ul. de formamida, 200 ul. de MOPS 10x,
90 ul. de formaldehido, 12 ul. de bromuro de etidio 10 pg/ul, azul de
bromofenol) hasta un volumen final de 14 ul. Las muestras se calentaron a
65 °C durante 5 min en un termobloque y se enfriaron rapidamente en hielo
tras lo cual se cargaron en un gel de agarosa al 1,3% con formaldehido (10
ml de MOPS 10x, 75 ml de agua-DEPC y 15 ml. de formaldehido). La
migracion de las muestras de realizd6 en tampoén MOPS 1x a 50 V. Tras
comprobar la correcta migraciéon del ARN en un transiluminador, el gel se
lavo en tampon de transferencia (tampon fosfato 25 mM, 1 mM EDTA) y se
transfirié por capilaridad a una membrana de nylon con carga positiva
(ROCHE 1 209 272) durante toda la noche en el mismo tampén de
transferencia. Al dia siguiente se lavd la membrana en tampon de

transferencia y se fijo el ARN a la membrana sometiéndola a 80 °C durante
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1 hora. También se verificd que no quedaron acidos nucleicos en el gel
observandolo al transiluminador.

Una vez que el ARN se fij6 a la membrana, se prehibridé durante una
hora a 42 °C con tampoén de hibridacion (50 % formamida, 0,5 % SDS, SSC
6x, solucion Denhardt 5x, 50 ul de ADN del timo de ternera -Calf thymus-
que se afiadié a la mezcla una vez que se habia desnaturalizado 5 min a
95 °C y puesto en hielo). Para preparar la sonda, se tom6 25-50 ngr del
producto de PCR que correspondia al fragmento del gen que queremos
hibridar y que se habia purificado con anterioridad, se marc6 con 50 uCi de
a->"P-dCTP siguiendo el protocolo de marcaje del kit de Amersham
Rediprime II Labelling System (Amersham Phamarcia RPN 1633). Tras el
marcaje de la sonda, se elimino los desoxirribonucledtidos no incorporados
pasando la muestra a través de una columna “spin column” G-30 (Bio Rad).
La sonda se desnaturalizé a 100 °C durante 5 min. y se puso en hielo a
continuacion radpidamente. Acto seguido se afiadié la sonda al tampdn de
hibridacion y se incubaron las membranas en esta solucion durante toda la
noche a 42 °C. Al dia siguiente, las membranas se lavaron dos veces durante
5 min a 42°C con una soluciéon de SSC 2x y SDS 0,1 %. Se continu6
lavando las membranas disminuyendo la concentracion de SSC hasta
eliminar la sefal de hibridacion inespecifica. Al final de los lavados, las
membranas se secaron a vacio durante 1 hora a 80 °C, y se utilizan para
exponer una pelicula “Hyperfilm” durante toda la noche. A la mafana
siguiente se obtuvo el resultado de la exposicién en un phophorimager
(Molecular ImageFX Bio-Rad). El andlisis de las bandas obtenidas
correspondientes a la hibridacion con cada una de las sondas se llevé a cabo
utilizando el programa informatico Quantity One® version 4,6 para *Mac de

Bio Rad .
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B.6.- Extraccion de ADN plasmidico.

Se ha empleado el método de lisis alcalina (Birnboim, H.C. and Doly,
J. 1979) a la hora de obtener el ADN plasmidico de las bacterias. Las
células de un cultivo liquido que crecieron durante toda la noche se
recogieron por centrifugacion durante 5 min a 13000 rpm. Se
resuspendieron en 100 pl de tampoén de resuspension (TriseHCl 10 mM pH
8,0 , EDTA 1 mM). La envoltura bacteriana se liso6 anadiendo 200 pl de
tampon de lisis (NaOH 0,2 N, SDS 1%) y se mezcld por inversion varias
veces. A continuacion, se afiadiéo 150 pl de tampdn de neutralizacion (KAc
5 M pH 4,8) y se agitd la mezcla vigorosamente. Tras incubar la mezcla
cinco minutos en hielo, la suspension se centrifugé a 13000 rpm durante 5
min. Después se tratd la solucion con 10 pgr de RNAsa y se incubd la
mezcla en un bano a 37 °C durante 1 hora.

El sobrenadante se lavo con 500 pl de una mezcla fenol:cloroformo
1:1. Las fases se separaron mediante centrifugacion durante 5 min. a 13000
rpm. La fase acuosa se volvio a lavar con 500 pl de una solucion
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Tras la centrifugacion, a la
fase acuosa se le afiadié 500 pl de isopropanol frio y se incub6 a -20 °C
durante al menos 2 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion, se
precipitaron los dcidos nucleicos mediante centrifugacion durante 10 min a
13000 rpm. El precipitado se lavo una vez con 1 ml de etanol al 70 % frio.
Finalmente, el precipitado se resuspendié en 50 pl de agua desionizada

estéril.
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B.7.- Restriccion de ADN.

La digestion de ADN con endonucleasas de restriccion se llevo a cabo
incubando el ADN (500 ng- 1 ug) con 3-5 U de la enzima correspondiente a
37 °C durante 2 horas, en el caso de ADN plasmidico, o durante 16 horas, si
el ADN es gendmico. El volumen final en el caso de las digestiones del
ADN plasmidico era de 20 ul mientras que en el segundo caso se llegaba a
200 ul. Las reacciones de restriccion se ha llevado a acabo en las
condiciones determinadas por cada enzima especifica y por la casa
comercial que la suministra.

En las reacciones de restriccion dobles se ha intentado en la mediad de
lo posible buscar tampones de reaccion compatible con las dos enzimas
usadas. En el caso de no ser posible, se procedio a la digestién secuencial,
en la cual en primer lugar se utilizaba una enzima, a continuacion se
inactivaba la enzima calentando 65 °C durante 15 min. Después, se ha
dializado la mezcla de reaccion gracias a una membrana de nitrocelulosa
con un tamafio de poro de 25 um durante 30 min. Finalmente se procedid

con la segunda reaccion de restriccion.

B.8.- Obtencion de fragmentos de ADN de geles de agarosa.

Los fragmentos de ADN, tanto inserto como vector, se purificaron del
gel de agarosa a partir del trozo de gel que contenia la banda de ADN de
interés. La agarosa se macerd con ayuda de una cuchilla en pequefios

pedazos, tras lo cual se le afiadi6 500 pl de fenol y tras mezclar
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vigorosamente en un agitador se introdujo en nitrégeno liquido hasta que la
mezcla se congeld por completo. A continuacidn, se centrifugd durante 10
min a 13000 rpm. El sobrenadante se lavo con 300 pl de fenol:cloroformo:
alcohol isoamilico 25:24:1 y se centrifugd otros 5 min a 13000 rpm. A la
fase acuosa se le afiadié 300 pl de isopropanol frio mas 40 pl de NaAc 3M
pH 4,8 y se incub6 a -20 °C durante toda la noche. Al dia siguiente, se
centrifugoé la solucién a 13000 rpm durante 20 min. El precipitado que se
obtiene se lavd con 1 ml de etanol al 70 % frio y se volvio a centrifugar
durante 10 min a 13000 rpm. Finalmente, se resuspendio el precipitado en
15-20 pl de agua desionizada estéril. Se cargd 1 pl en un gel de agarosa al
1 % para determinar el estado y la cantidad del fragmento y el vector tras la

purificacion .

B.9.- Ligacion de moléculas de ADN.

La construccion de moléculas recombinantes obtenidas por la
insercion de fragmentos de ADN en los vectores de clonacion pBI-101 y
pET-28b se realizo utilizando el tampoén y la enzima ligasa de ADN del fago
T4 (ROCHE 10 481 001), enzima que cataliza la formacion de enlaces
fosfodiéster entre molécula de ADN que presentan tanto extremos cohesivos
COMO romos.

En el caso de la ligacién de los productos de PCR en el vector de
clonacion pGEM-T® easy se utilizo la enzima y tampén incluido en el kit
comercial de Promega.

La ligacion entre fragmento de ADN y vector se ha realizado en las

proporciones 1:1 y 3:1 inserto:vector. La incubacion de mezcla de ligacion
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se llevo a cabo a 4 °C durante toda la noche o a temperatura ambiente

durante 2 horas.

B.10.- PCR de colonias.

Esta técnica se ha utilizado para el andlisis de las colonias que han
crecido en los medios de seleccion tras una transformacion. Mediante una
reaccion de PCR analizamos el tamafio del inserto clonado en el vector que
ha sido transferido a las bacterias. Para llevar a cabo esta técnica se prepara
preparado una mezcla de reaccion de PCR en la que el molde es una
pequena cantidad de biomasa bacteriana que se recoge de la placa de
cultivo. Las condiciones que se utilizaron en el termociclador fueron las
siguientes: 94 °C 2 min , 35 ciclos (94 °C 30 seg, 50 °C 45seg , 72 °C
45seg), 72 °C 5 min. El resultado de la PCR se visualiz6 en un gel de
agarosa entre 0,8 % o 1,5 % en TBE 0,5x en funcién del tamano del
fragmento amplificado. Las parejas de oligonucledtidos utilizadas para
analizar las colonias se seleccionaron, ademas de los oligonucleotidos
especificos para cada fragmetno, en funcion del vector de clonaje fueron:

-T7/SP6 para las construcciones en el vector pPGEM®-easy,

-Gen especifico del promotor (PrTrxm1-PrTrxm6)/GUS III para
las construcciones con los diferentes fragmentos de los promotores
fusionados a GUS en el vector pBI-101,

-T7/T7term para la construccion en el vector de expresion pET-

28b.
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B.11.- Extraccion de ADN genomico.

Para la extraccion de ADN genomico, tanto de plantas de guisante
como de plantas de Arabidopsis thaliana, se macer6 el material vegetal con
ayuda de nitrégeno liquido y mortero de porcelana al cual se anadi6é 500 pl
de tampon de extraccion (0,8 % CTAB, 0,14 M sorbitol, 0,22 M TriseHCl
pH 8,0, 22 mM EDTA, 0,8 M NaCl y 1 % N-Lauroilsarcosina). La mezcla
se incubd a 65 °C durante 30 min, y a continuacion se lavd con un volumen
de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1. Se mezcld vigorosamente y
se centrifugd a maxima velocidad durante 10 min. Los 4cidos nucléicos de
la fase acuosa de la mezcla anterior se precipitaron anadiendo un volumen
de isopropanol y 1/10 del volumen de la fase acuosa de acetato sédico 3 M y
se incubd en hielo durante 30 min. A continuacion, se centrifugd para
recoger el precipitado de ADN gendmico que se lavd con etanol al 70 %.
Finalmente se resuspendi6 el precipitado en un volumen de 50 pl de TE (10

mM TrissHC] pH 8,0, | mM EDTA pH 8§,0).

B.12.- Hibridacion in situ.

La técnica de hibridacion in sifu nos ha permitido determinar la
localizacion de la expresion de ARNm de PsTrx /'y PsTrx m/ de guisante.
Para ello hemos utilizado tejidos de plantas de guisante crecidas durante dos
semanas en vermiculita y para obtener tejido floral se mantuvieron las
plantas de guisante hasta 3 meses en tierra que se regaba con solucion

nutritiva y en las condiciones de cultivo descritos en apartados anteriores.
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12.a.- Fijacion de las muestras.

El material vegetal se fija para mantener intactas las estructura y
organizacion celular. La fijacion se llevd a cabo sometiendo el material
vegetal a vacio en FAE (50 % etanol, 5 % de acido acético y 3,7 % de
formaldehido) durante 10 min. Transcurrido ese periodo de tiempo se
cambio el fijador por uno fresco y se dejo durante dos horas. Se cambi¢ el
fijador por etanol 70 % durante media hora. Después se sustituyo el etanol
al 70 % por otro de 96% durante otra media hora, para dejar durante otras
dos horas el material sumergido en Eosina Y 0,2 % disuelto en etanol 96 %.
Al cabo de ese tiempo, se sustituyo la solucién de eosina y se dejo en ella

las muestras durante toda la noche.

12.b.- Imbibicion y modelado de los bloques.

A continuacion se pasa a la imbibicion del material vegetal y
modelado de los bloques de parafina. Para ello las muestras se sometieron a
la siguiente serie de lavados en viales de cristal:

- 2 x Etanol 100 %

- 1 x 25 % HistoClear / 75 % EtOH

- 1 x 50 % HistoClear / 50 % EtOH

- 1 x 75 % HistoClear / 25 % EtOH

- 2x 100 % HistoClear

Estas incubaciones se sucedieron durtante un periodo de una a dos

horas. Tras la ultima incubacién, se vacid medio vial y se sustituyo el
histoclear por parafina fundida y se dejo a 55 °C durante toda la noche. A la
mafiana siguiente, se eliminaron los restos de disolvente orgdnico mediante

incubaciones en parafina de 3 horas cada una durante un minimo de 4

lavados para poder pasar a crear los bloques de parafina.
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Los bloques de parafina se obtuvieron vertiendo parafina caliente en
los moldes metalicos junto con la muestra a incluir, y con ayuda de dos
puntas de pléstico las muestras se orientaron adecuadamente. Se deja enfriar
la parafina en el molde metalico cubierto con una malla de pléstico que nos
sirvio a la hora de extraer el bloque de parafina con la muestra y a situar el

bloque en el microtomo.

12.c.- Obtencion de las secciones.

Las secciones se realizaron con un microtomo (Leica RM2164)
perteneciente al grupo de “Citogenética Molecular y Evolutiva de
Mamiferos” del Departamento de Genética de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Granada, ademas se hizo uso del microtomo de los servicios
técnicos de microscopia de IBMC-Primo Yufera- CSIC (Valencia).

Las secciones de los cortes para la hibridacion in situ fue de 10 um,
salvo para el caso de las raices cuya seccion fue de 12 um. Una vez que se
colocaron los cortes en los portaobjetos, se realiz6é una seleccion de aquellas

preparaciones que no se habia roto tras una visualizacion al microscopio.

12.d.- Obtencion de las sondas.

Las sondas de ARN que se utilizaron para la hibridacion se obtuvieron
a partir de los genes PsTrx f'y PsTrx ml. Para preparar las sondas, los
ADNCc de los genes subclonados en el vector pPGEM-T® easy se digirieron
con una endonucleasa una por cada lado de la secuencia de ADNc que
queremos hibridar, de tal manera que se obtuvo el vector linearizado en dos

orientaciones. Los pldsmidos linearizados se sometieron a una
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retrotranscripcion in vitro en la que se utilizo la enzima T7 ARN polimerasa
y la enzima SP6 ARN polimerasa, y en funcion de la orientaciéon del ADNc
con respecto a la secuencia de inicio de la transcripcion se obtuvo una hebra
de ARN, marcado con digoxigenina, que corresponde con la secuencia que
se quiere encontrar en el tejido, o bien la reversa complementaria, de tal
forma que se consiguid una sonda en sentido y otra en antisentido. La
primera sonda sera la secuencia que nos servird de control negativo pues no
se unird por complementariedad, mientras que la ultima si se unird y nos
dara la localizacion de la expresion de nuestro gen. Las sondas se trataron
con una solucion con DNAsa libre de RNAsa durante 15 min a 37 °C. Una
alicuota de 1 wl de la transcripcion se cargd en un gel de agarosa para
verificar que no habia restos de plasmido y que el tamafio del producto de la
transcripcion se ajustaba a nuestro fragmento. Una vez que se verifico la
retrotranscripcion, se precipit6 la sonda anadiendo:

1 ul ARNt de levadura 10 pg/ul

37,5 Wl NH4Ac 5 M

24 ul ddH,0

220 pl de Etanol 100 %

Se deja a -20 °C durante, al menos, una hora.

Al dia siguiente, se centrifugd y se lavo el precipitado con etanol
80 % en agua-DEPC y se resuspendio en 10 ul de agua-DEPC, de los cuales
1 ul se usod para preparar diluciones seriadas y cuantificar el marcaje de
digoxigenina que se ha producido durante la transcripcion in vitro. A los
9 ul restantes de sonda se le anadido 91 wl de tampdn de hibridacion (6x
SSC, 3 % SDS, 50 % formamida y 100 ugr/ml ARNt) y se guardd a -20 °C

hasta su uso.
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12.e.- Cuantificacion del marcaje de las sondas.

Con un 1 ul de sonda se prepararon las siguientes diluciones seriadas:

Dilucién | 1/20  1/250 1/1000 1/2500
ul sonda 1 2(120)  4(1/250) 4 (1/1000)
ul H,0 19 23 16 6

Una vez preparadas las diluciones de todas las sondas, se puso 1 ul de
cada una en papel de nylon cargado positivamente y se dejaron secar antes
de fijar los 4acidos nucleicos a la membrana sometiéndolas a una intensidad
de radiacién ultravioleta en un transiluminador de 12-15 J/em®. La
membrana se reveld y se cuantificaron las sondas introduciendo la
membrana dentro de un tubo falcon de 15 ml junto con una tira control
(DIG Control Teststrips-ROCHE 1 669 966) y se procedi6é como se indica:

- lavado en TBS 1x ( 0,1 M Tris*HCI pH 7,5, 0,4 M NaCl) durante
2 min,

- sumergir en TBS-Blocking (TBS 1x, Agente de Bloqueo 0,5 %
(Roche)) durante 10 min,

- lavado con TTB (TBS 1x, 0,3 % Triton X-100, 1 % BSA) durante
5 min,

- incubar con anti-Digoxigenina conjugada con fosfatasa alcalina
(ROCHE 11 093 274 910) (1/3000) en TTB durante 20 min,

- se lava dos veces con TTB durante 5 min,

- se enjuaga con tampo6n de deteccion (0,1 M TriseHCI pH 9,5, 0,1
M NacCl, 0,1 M MgCl,*6H,0) sin sustrato durante 1 min,

- se revela con tampon de deteccion y sustrato (15 mgr NBT/100
ml tampon y 7,5 mgr BCIP/100 ml tampon) hasta que se vea el ultimo punto

de la tira del test.
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El resultado de este proceso debe ser algo semejante a esto:

1/25 1/100 1/250

sonda 1 | @) O q

sonda 2 | @) o Q

sonda 3 | @ Q 6
»

En funciéon a este resultado tedrico, deberiamos utilizar la dilucion
1/250 para la sonda 1, la misma para la sonda 2 y la 1/100 de la sonda 3 a

partir de la sonda que ya esté diluida en tamp6n de hibridacion.

12.f.- Prehibridacion.

Una vez las sondas preparadas, se inicid la prehibridacion. Se
colocaron las preparaciones histologicas en gradillas de vidrio y se
sometieron a los diferentes lavados de la prehibridacion:

- desparafinamos los cortes con dos lavados de 10 min en
histoclear,

- hidratamos en series de distinta concentracion de etanol durante
dos minutos cada uno: 2 x EtOH 100 %; 1 x EtOH 95 %; 1 x EtOH 70 %; 1
x EtOH 50 %; 1 x EtOH 30 %; 2 x H,0,

- hidrdlisis acida del tejido para facilitar el acceso de la sonda, 0,2
M HCI 20 min a T* ambiente. Este lavado es delicado y hay que evitar
excederse en el tiempo,

- lavados en agua destilada; en SSC 2x y un lavado final en agua

todos durante 5 min cada uno y a T* ambiente,
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- se incuba, a continuacidon, en tampdén de proteinasa (100 mM
TriseHCI pH 8,0, 50 mM EDTA pH 8,0) que previamente se ha calentado
hasta la temperatura del tratamiento. En el momento de lavado se afiade
proteinasa K a una concentracion final de 1 ugr/ml y se incuban las
preparaciones a 37 °C durante 15 min,

- lavar en PBS 1x (16 gr/l NaCl, 0,4 gr/l KCl, 2,88 gr/l Na,HPO,,
0,48 gr/l KH,PO4) 2 min a T* ambiente,

- se bloquea la accidn de la proteinasa K con 2 mg/ml de glicina (de
alta pureza) en PBS 1X durante 2 min a T* ambiente,

- se enjuagan dos veces en PBS 1x durante 2 min a T* ambiente,

- se vuelve a fijar el tejido en formaldehido 4 % en PBS 1x 10 min
a T* ambiente,

- lavamos en PBS 1x dos veces 5 min a T* ambiente,

- deshidratamos el tejido en series de etanol con lavados de 2 min
cada uno 2 x ddH,O; 1 x EtOH 30 %; 1 x EtOH 50 %; 1 x EtOH 70 %; 1 x
EtOH 95 %; 2 x EtOH 100 %,

- se escurre y se dejan secar los portaobjetos con las secciones en

vacio durante 20 min.

12.g.- Hibridacion.

Cuando se inicid hibridacion se prepard suficiente tampoén de
hibridacion teniendo en cuenta que por cada par de portaobjetos se necesita
300 wl de tampon, asi se diluy6 cada sonda a la concentracion adecuada en
tampon de hibridacion en viales de 1 ml y se desnaturalizé durante 1 min a
80 °C, mientras los portaobjetos se calentaron sobre una placa calefactora a

42 °C. Tras desnaturalizar la sonda, se aplicaron 300 ul del vial sobre un
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portaobjetos, al cual le enfrentamos otro portaobjetos a modo de “sandwich”
y asi se procedid con el resto de las muestras y de la sondas.

Todas las parejas de portaobjetos se dispusieron dentro de una camara
himeda con solucion de lavado (SSC 2x y 50 % formamida) y se colocaron

en un horno de aire no forzado a 50 °C durante toda la noche.

12.h.- Lavados y revelado.

Al dia siguiente, se separaron las parejas de portaobjetos en la misma
solucioén que hemos afiadido a la cdmara humeda, y se lavd dos veces en esa
solucioén durante 90 min y a la misma temperatura a la que hemos llevado a
cabo la hibridacion.

Tras los lavados anteriores, se continud con una serie de lavados que
condujeron a la deteccion de la digoxigenina sobre los diferentes tejidos, se
procedié tal como se indica:

- se lavan los portaobjetos en TBS 5 min,

- se pasan los portaobjetos a jarras Coplin e incubamos en tampon
de bloqueo (0,5 % ROCHE blocking en TBS 1x) durante 1 h,

- se lavan con 1 % BSA, 0,3% Tritén X-100 en TBS 1x durante 30
min.

- se diluye el anticuerpo 1:3000 (anti-Digoxigenina conjugada con
fosfatasa alcalina) con 1% BSA 0.3% Triton X-100 en TBS 1X y se incuba
durante 2 horas a T* ambiente,

- se vuelve a lavar con 1% BSA 0,3% Tritén X-100 en TBS 1x tres
veces durante 20 min cada una de ellas,

- se lava con tampén de deteccion (0,1 M TriseHCI pH 9,5, 0,1 M
NacCl, 0,1 M MgCl,*6H,0) durante 5 min,
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por ultimo, se prepara tampon de deteccion con 15 mg NBT /ml y 7,5 mg
BCIP/ml y se incuban los portaobjetos en oscuridad durante toda la noche y
a T* ambiente. A las doce horas se puede comprobar si hay sefial. En caso

negativo se puede mantener la reaccion hasta 72 horas.

12.i.- Montaje de las preparaciones y visualizacion.

Una vez que se ha comprobado que la reaccion se ha completado, se
montaron los portaobjetos de forma permanente mediante el uso de DPX
(Panreac), que es un gel de montaje para histologia en medio acuoso. Para
ello se deshidrataron las muestras mediante series crecientes en etanol
durante 30 seg. Al final, la coloracion que adquiri6 el tejido vird de violaceo
a azul por efecto de la deshidratacion.

Las preparaciones se han visualizado en el microscopio Optico Zeiaa
Axioplan (Zeiss) de los Servicios de Instrumentalizacion Técnica de la

Universidad de Granada (Dr. David Porcel).

C.- Seccion IIl.- Proteinas

C.1.- Extraccion de proteinas totales.

Para la obtencion de los extractos de proteinas de los tejidos de
interés, se maceraron las muestras en un mortero con ayuda de nitrogeno
liquido al que se afiadia después el tampon de extraccion que estaba
compuesto por:
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Tris*HCI 25 mM pH 7,6
NaCl 75 mM
DTT ImM
PMSF 1 mM
Nonidet-P40 0,1 %

Tabla 8.- Composicion del tampon de extraccion de proteinas.

Las proteinas se cuantificaron mediante el método de Bradford
(Bradford, M.M. 1976) (Bio-Rad assay protein 500-0006), y a continuacion
se diluyeron las proteinas con tampon de carga (5 % glicerol, 10 mM
Tris*HCI pH 8,0 , 0,4 % SDS, 0,02 % azul de bromofenol y 1 mM de 2-
Mercaptoetanol) y tampon de extraccion para mantener las muestras a la
misma concentracion de 2 pgr/ul para su posterior uso en electroforesis en

SDS-PAGE.

C.2.- Western Blot.

2.a.- Electroforesis.

Para poder desarrollar la técnica de western blot las proteinas se
sometieron a una electroforesis en SDS-PAGE . Para ello, a las muestras de
proteinas se les afladié tampon de carga para proteinas 5x (50 mM Tris*HCl
pH 8,0, 2 % SDS, 25 % glicerol, 0,1 % azul bromofenol) y se hirvieron en
un bafio a 100 °C durante 5 min para desnaturalizar las proteinas y favorecer
la unién homogénea del SDS a las proteinas y se transfieren a hielo. A
continuacion se cargan las muestras en un gel de poliacrilamida (Laemmli,

U.K. 1970). En los estudios de proteinas de peso molecular de alrededor de
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40 kDa como son el caso de las proteinas FBPasa cloroplastidica y DOF7 se
utiliz6 una concentracién de acrilamida al 12 %, mientras que para los
estudios de TRXs cloroplastidicas, cuyo peso molecular es de unos 14 kDa,
el porcentaje de la acrilamida en el gel fue del 15 %. Los geles migraron
durante 30 min a 30 V hasta que todas las muestras penetré en el gel
concentrador (a concentracion del 5 %). A continuacion se aumento el
voltaje hasta 100 V y se dejo migrar hasta que el frente del colorante llego al

borde inferior del gel de acrilamida.

2.b.- Transferencia de proteinas desde el gel hasta membrana

de nitrocelulosa.

Al finalizar la electroforesis, el gel se sumergié en el tampon de
transferencia TGM (48 mM Tris, 29 mM Glicina, 0.037 % SDS y 15 % de
Metanol) durante 10 minutos.

Durante el equilibarado del gen en tampéon TGM, se prepard una
membrana de nitrocelulosa cuyas dimensiones coincidia con las
dimensiones del gel, y seis piezas de papel Whatman 3 mm de igual tamano.
Se prepar6 la transferencia humedeciendo tres piezas de papel Whatman con
tampon de transferencia TGM, se colocd encima la membrana de
nitrocelulosa (Bio-Rad 162-0097) que lleva sumergida en el tampon de
transferencia 10 min, a continuacion se orient6 el gel de poliacrilamida en la
posicion adecuada, y finalmente otros tres trozos de papel Whatman
humedecidos en el mismo tampon. Se introdujo todo el montaje en el equipo
de transferencia semihtimedo (Trans-blot semidry de BioRad Bio-Rad) y se
aplicé una corriente de 0,8 mA/cm” de gel y un voltaje no superior a 24 V

durante 60 minutos.
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2.c.- Reacciones de reconocimiento inmunologico.

La membrana de nitrocelulosa se tifiid con solucion de rojo Ponceau
(1 gren 1 ml de acido acético y se diluye hasta 100 ml con agua destilada)
para verificar que se ha transferido la misma cantidad de proteinas en todas
las calles del gel. Se elimind el colorante mediante lavados con agua
destilada y se prepard la membrana para la reaccion de reconocimiento
inmunologico. Para ello se bloqued la membrana sumergiéndola en una
solucion al 5 % de leche en polvo en TBST (0,1 M Tris*HCI pH 7,5, 0,9 %
NacCl, 0,1 % Tween-20) durante 1 hora a T* ambiente. Después, se lavo tres
veces durante 5 min con TBST y se incubd la membrana con una solucion
de anticuerpos policlonales especificos para cada una de las proteinas en
estudio. Para lo cual se diluy6 el anticuerpo de interés en la proporcion
adecuada en TBST. La incubacion con el anticuerpo primario dur6 2 horas a
T* ambiente o toda la noche a 4 °C. Tras la incubacion con el anticuerpo
primario, se lavo la membrana tres veces con TBST y se incubd la
membrana con un anticuerpo secuendarop de conejo frente a IgG conjugado
con enzima peroxidasa (SIGMA A9169). La incubacion de éste anticuerpo
fue de 2 horas a T* ambiente. Después de tres lavados en TBST, y uno en
TBS (0,1 M Tris*HClI pH 7,5, 0,9 % NaCl) para eliminar restos de

anticuerpos, la membrana se revelé mediante quimioluminiscencia.

2.d.- Revelado de westtern blot.

La solucion de revelado se prepar6 disolviendo en 20 ml de tampdn de
luminol (50 mM Tris*HCI pH 8,6, 150 mM NacCl), 100 ul. de solucién de
luminol (80 mgr/ml DMSO), 40 ul de soluciéon de 4-Yodo-fenol (50 mgr/ml
DMSO) y 3,4 ul de peroxido de hidrogeno al 33 % justo antes del revelado.
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La membrana se expuso a una pelicula fotografica Hyperfilm"™ ECL de GE
Healthcare durante un tiempo dependiendo de la intensidad de la sefial
emitida.

El revelado de la pelicula se lleva a cabo con soluciones de revelador
y fijador a las concentraciones indicadas por los fabricantes para peliculas
de negativos.

Para la visualizacion del estado tanto de los extractos de proteinas
como de las proteinas purificadas, los geles desnaturalizantes de
poliacrilamida utilizados se han sumergido, después de la electroforesis, en
una soluciéon de coloracion (40 % etanol, 10 % acido acético y 0,1 %
Comassie Brilliant-Blue R-250) durante al menos 30 minutos tras el cual se
cambia la solucion por otra de decoloracion (40 % etanol y 10 % de 4cido
acético) hasta la poder ver claramente las bandas de proteinas tefiidas de

azul.

C.3.- Sobreexpresion v purificacion de DOF7.

3.a.- Subclonaje de DOF7 en pET-28b.

Para la amplificacion del gen del factor de transcripcion de guisante
DOF7, se han utilizado los oligonucledtidos DOF-IN/DOF-1C vy
DOF-EcoRI/DOF-Ncol para llevar a cabo dos PCR consecutivas usando
como molde el ADNc obtenido a partir del ARN total extraido de hojas de
guisante.

Se ha utilizado la primera pareja de oligonucledtidos con la secuencia

en el termociclador 94 °C 2 min, 35 ciclos (94 °C 30 seg, 55 °C 30 seg,
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72 °C 30 seg), 72 °C 5 min. Tras esta primera reaccion de PCR, se diluyo
1:100 la mezcla de reaccién y se utiliz6 como molde en una segunda
reaccion de PCR con las mismas condiciones de temperatura y tiempo, pero
utilizando la segunda pareja de oligonucledtidos DOF-EcoRI/DOF-Ncol.
Tras esta segunda reaccion se obtuvo el fragmento que codifica para la
proteina  DOF7 flanqueada con las dianas de restriccion para las
endonucleasas Ncol y EcoRI. Este fragmento se clon6 en el vector pPGEM-
T® easy, y tras la posterior digestion con ambas enzimas se subclon6 en el

vector de expresion pET-28b.

3.b.- Sobreexpresion de DOF7.

Se inoculé 40 ml de medio de cultivo con kanamicina con bacterias E.
Coli BL21 con la construccion pET-28b/DOF7-Hise-tag que crecié durante
toda la noche en agitacion a 37 °C. A la mafiana siguiente se afadieron 15
ml del cultivo saturado a un litro de medio LB con kanamicina y se dejo en
agitacion a 37 °C hasta que se alcanz6 una densidad optica de entre 0,3-0,4 a
600 nm. En este punto, el cultivo liquido se traspas6 a una camara de cultivo
a una temperatura de 28 °C para ralentizar el crecimiento del cultivo y
cuando el cultivo alcanz6 una densidad oOptica a 600 nm de 0,6-0,7, se
indujo la expresion de la proteina afiadiendo IPTG hasta una concentracion
final de 0,4 mM, y se dej6 el cultivo creciendo en induccion a 28 °C durante

4-5 horas.

Pdg. 107



3.c.- Purificacion de DOF7.

Transcurrido este tiempo, las células se recogieron mediante
centrifugacion a 6000 rpm durante 10 min y se resuspendieron en un
volumen final de 20 ml de tampodn de lisis (20 mM tampén fosfato pH 7.4,
20 mM imidazol, 500 mM NaCl mas un céctel de inhibidores de proteasas —
Complete® EDTA free tablets (Roche) y se rompieron las células gracias a
una prensa de French bajo una presion de 1000 PSI. Al producto de la lisis,
se le anadio 100 pl de solucion de Dnasa (1 mg/ml de DNasa, 1 mM CacCl,,
50 % glicerol), 100 pul de MgCl, IM y se incubd durante 30 min A
temperatura ambiente. Al finalizar el tratamiento con DNasa, se separd la
parte soluble de los cuerpos de inclusion y restos celulares mediante
centrifugacion a 12000 rpm durante 20 min.

El sobrenadante que se obtuvo de la centrifugaciéon se pasd por una
columna de afinidad de niquel (HisTrap® FF Crude de GE Healthcare) a una
velocidad de 1 ml/min, posteriormente se lavo la columna haciendo pasar
por la columna 5 ml del mismo tampén de unidén (20 mM tampon fosfato
pH 7,4, 20 mM imidazol, 500 mM NaCl y el céctel de inhibidores de
proteasas —ROCHE 875 580 001-) y a continuacién se pasaron por la
columna de afinidad 5 ml de tampon fosfato al que se anadid glicerol (20
mM tampo6n fosfato pH 7,4, 20 mM imidazol, 500 mM NaCl, 50 %
glicerol). La elucion de la proteina que estd unida a la matriz se realizd
haciendo pasar por la columna 5 ml de tampo6n de elucion (20 mM tampdn
fosfato pH 7,4, 500 mM imidazol, 500 mM NaCl, 50 % glicerol). Al
finalizar el proceso de purificacion de la proteina DOF7 se visualiz6 en un

gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12 %.
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C.4.- Tincion histoquimica de GUS.

El andlisis histologico de las plantas se llevo a cabo sumergiendo las
plantas transgénicas de A. Thaliana en el tampon de coloracion GUS y se
sometid a infiltracion a vacio tres veces durante 10 min, para después dejar

los tejidos incubando en la solucion durante toda la noche a 37 °C.

Componente 100 ml de tampon
X-GlcA 50 mgr
Dimetilformamida 1 ml
Fosfato Sédico 0,5 M pH 7,0 20 ml
Ferricianida Potasica 50 mM 1 ml
Ferrocianida Potasica 50 mM 1 ml
Tritén X-100 100 ul

Tabla 9.- Composicion tampon de coloracion GUS.

Al dia siguiente, se decolor6 la plantula o los tejidos mediante
sucesivos lavados en una mezcla 50 % etanol/50 % acido acético, con el fin
de fijar los tejidos y eliminar la clorofila propia de la planta dejando tnica y
exclusivamente la coloracion debida a la reaccion enzimética de la (-
Glucuronidasa sobre el sustrato X-GlcA (Duchefa X1405.0100).

Las plantas transgéncias de Arabidopsis thaliana tratadas con esta
tincion se visualizaron en una lupa (Olympus AX-70) bien sobre un vidrio
de reloj y agua, o montados en portaobjetos con soluciéon de Hoyer (2,5 gr
de goma arabica, 100 gr de hidrato de cloral, 5 ml de glicerol y 30 ml de
agua).

Los estudios histologicos de hojas de las plantas transgénicas se ha
completado con secciones semifinas. Las hojas, tras la tincion con el tampon
GUS, fueron embebidas en Unicril (British BioCell International, Cardiff,

UK) y los cortes se llevaron a cabo en un microtomo Leica RM2164. Los
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cortes fueron sometidos a un bano con azul de toluidina para aumentar el
contraste, y después las preparaciones se visualizaron en un microscopio

Zeiaa Axioplan (Zeiss).

C.5.- Geles de retardo.

Para llevar a cabo los experimentos de union entre sonda (ADN
marcado radioactivamente) y factores de transcripcion purificados se lleva a
cabo en primer lugar el marcaje de la sonda con desoxiribonucleotidos

. 32
marcados radiactivamente, en nuestro caso con o- P-dATP.

5.a.- Marecaje y purificacion de las sondas.

Para ello, 5 pgr de cada uno de los oligonucledtidos que nos van a
servir de sonda especifica de las regiones cis del promotor se desnaturalizan
a 80 °C durante 5 min en un termobloque y se deja entonces que la
temperatura disminuya hasta T® ambiente dejando las muestras en el
termobloque apagado. A continuacidon se marcé la sonda utilizando 2 U de
enzima Klenow, 0,5 pmol dNTP’s - dATP y 30 puCi de a->"P-dATP que va a
rellenar los huecos prominentes que han dejado la unién de las monohebras
de la sonda. La mezcla de reaccion se incuba durante 1 hora a 37 °C.

A continuacién, se cargd la mezcla anterior en un gel de
poliacrilamida no desnaturalizante al 8 % en TBE 1x (10,8 gr Tris, 5,5 gr
acido borico, 4 ml 0,5 M EDTA pH 8,0), y se migré a 90 V a T? ambiente.
En este gel se van a separar los desoxiribonucledtidos no marcados de la

sonda. Se autoradigrafié el gel y se cortd la parte del gel que contiene la
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sefal de la sonda marcada. El trozo de gel que contiene la sonda se eluyd en
un vial con 400 ul de TE (Tris*HC] 10 mM pH 8,0, EDTA ImM) a 37 °C
durante toda la noche. Se afiadi6é 2 ugr de poli dI/dC (ROCHE 1 010 881
200), 1 ml de etanol absoluto y se incub6 la mezcla 15 min en hielo. Se
centrifugd a maxima velocidad durante 15 min, se descart6 el sobrenadante
y se afiadi6 300 ul de etanol 70 % para volver a centrifugar a maxima
velocidad durante otros 15 min. Se deja secar el precipitado y finalmente se
resuspendié en 50 ul de TE, de los cuales 1 ul de ellos se utiliz6 para
cuantificar el marcaje en un contador de centelleo TRI-CARB 1500
PACKARD Perkin Elmer. Cuando fue necesario, se diluy6 la muestra hasta

30000 cpm. La sonda se almaceno a -20 °C hasta su uso.

5.b.-  Reaccion de union sonda-factor de transcripcion.

Para llevar a cabo la union de la sonda marcada y el factor de
transcripcion, se prepard una mezcla compuesto por tampén de union (4,87
mM HEPES pH 7,9, 25 mM KCl, 2,5 mM DTT, 5 % glicerol), 30000 cpm
de sonda marcada, 100 ngr de proteina purificada, poli dI/dC (entre un
rango entre 1 ugry 5 ugr) y sonda sin marcar con radioactividad (entre 100
ngr y 500 ngr de sonda fria) para desarrollar todos los experimentos de
competicion especifica e inespecifica. El volumen final de la mezcla de
reaccion es de 20 ul que se incubd en hielo durante 2 horas.

Mientras la mezcla esta en hielo, se prepar6 un gel de poliacrilamida
no desnaturalizante a una concentracion del 6 %. Media hora antes de
terminar la incubacion, se inici6 la electroforesis a 60 V. Tras 30 minutos,

se afiadi6 2 ul de tampodn de carga (TBE 0,5x , 60 % glicerol y 0,1 % azul de
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bromofenol) a las muestras y se cargaron en el gel. La electroforesis migro
durante dos horas en TBE 0,5x a 100 V.

Una vez terminada la electroforesis se sec6 el gel y se expuso una
placa de autoradiografia durante el periodo que se estimd oportuno
dependiendo de la sefal. El velado de la pelicula se llevd a cabo en un

equipo Molecular Image FX-Bio-Rad.

C.6.- Extraccion y analisis de azucares.

6.a.- Extraccion de azucares solubles.

El primer paso en el andlisis del contenido en azucares solubles y
almidon de las muestras ha sido anotar la cantidad de masa de cada una de
las muestras. Una vez que se han pasado cada una de las hojas, se
maceraron con ayuda de un mortero y nitrogeno liquido. Tras macerar las
muestras, se afiadié 500 ul de etanol 80 % diluido con tampoén HEPES-
KOH 10 mM pH 7,5, y se incubd a 80 °C durante 30 minutos. Trascurrido
ese periodo de tiempo, se centrifugd la suspension 5 min a 13000 rpm y se
tomo el sobrenadante que se pas6 a un tubo eppendorf limpio. Después se
procedié de igual modo, y se afiadi6 500 ul de etanol 80 % diluido con
tampon HEPES y se incubd otros 30 minutos a 80 °C. A continuacioén se
volvié a centrifugar en las mismas condiciones anteriores y se volvid a
tomar el sobrenadante. Acto seguido, se afiadi6 etanol 50 % diluido con
tampon HEPES y se incubd otros 30 min a 80 °C. Se centrifugd a
continuacion en las condiciones descritas anteriormente y se volvid a tomar

el sobrenadante. Finalmente, se incubaron las muestras 30 minutos a 80 °C
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con agua y se volvid a centrifugar y tomar el sobrenadante tras la
centrifugacion, al igual que en las situaciones anteriores. El sobrenadante

recolectado es utilizado para las mediciones.

6.b.- Analisis del contenido de azucares.

El analisis de los azucares se basa en una reaccion enzimatica multiple
en la que participa la hexoquinasa acoplada a la enzima glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa (G6PDH — ROCHE 10 127 761 001) que da lugar a la
produccion de NADPH y se puede medir a 340 nm de longitud de onda .

ATP ADP+Pi NADP* NADPH

Glucosa Glucoss5 6-Fosfogluconato

fosfato
Sacarosa @

Fructosa-

y 6-fosfato
ATP ADP +Pi

Fructosa

Fig. 15.-Esquema del ensayo enzimatico en la medida de azticares solubles.

Para el andlisis de azucares solubles en los tejidos de hojas, se ha
utilizado un volumen de 2 pl y 5 pl del volumen del extracto, mientras que
para las medidas de almidon se tom6 50 pl de solucion. Se prepard la
mezcla de reaccion con 20 ml tampon 100 mM HEPES-KOH pH 7,0 y 3
mM MgCl, y 12 mgr de NADP (SIGMA N0505), 20 mgr ATP (ROCHE
519 979) y 20 ul GAPDH (ROCHE 10 127 761 001) (100 pgr de enzima).

Preparamos en una placa de 96 pocillos microlite, sobre la que vamos a
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llevar a cabo las mediciones, las muestras con los volimenes descritos
anteriormente, 200 pl del tampon de reaccidon y se coloca en un lector de
placas Anthos /it3 y se mide la variacion en la absorbancia a 340 nm,
utilizando la longitud de onda de referencia a 405 nm. A los cinco minutos
de iniciada la medida se afnadieron 0,6 U de hexoquinasa (ROCHE 11 426
362 001) a cada celda y se esper6 a que la reaccion se estabilizara durante
20-25 min para afiadir 0,8 pg de fosfoglucoisomerasa (ROCHE 127 396).
Tras otros 30-35 min de medicidn, la sefial se estabilizdo y se afiadio,
finalmente, 400 pgr por celda de invertasa (FLUKA 57629) y se dej6é medir
durante otros 30 minutos. Al final obtuvimos una grafica con tres valles, en
la cual la diferencia entre un valle y el anterior serd la contribucion
equimolecular de cada uno de los azucares en estudio al desprendimiento de
NADPH relacionando este desprendimiento con la concentracion de azucar

en el extracto.

1,60 -
1,40 |
1,20

E 1,00

c

g

¥ 0,80

Q0,60 -

0,40 -

0,20 -

1 12 23 34 45 56 67 78 89 100 111 122 133 144 155 166 177 188 199
Ciclos

Fig. 16.- Esquema de la medicion de azicares. Cada una de las variaciones en las DO
corresponde a las contribuciones de cada una de las enzimas A) hexoquinasa, B) fosfoglucoisomerasa

y C) invertasa.
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Materiales y Métodos.-

C.7.- Cuantificacion de la actividad fotosintética.

La actividad fotosintética de las plantas de guisante tratadas con las
diferentes soluciones de azlicares se determinaron con ayuda de un IRGA
Licor-6400, situando las hojas apicales en la camara del aparato. Las

medidas obtenidas se han normalizado por centimetro cuadrado de hoja.

C.8.- Determinacion del contenido en clorofilas.

Para la cuantificacion del contenido en clorofilas hemos sometido las
hojas han sido pulverizadas con ayuda de nitrégeno liquido y se ha sometido
a cuatro extracciones de 400 ul en etanol 96 % a 80 °C durante 30 min. El
volumen resultante se diluyo 20 veces en etanol 96 % y se cuantificé la DO
a 645 nm y 663 nm. Los calculos de la concentracion de clorofilas por peso
fresco de hoja se determind en base a los calculo descritos por

(Lichtenthaler, H.K. 1897).

D.- Software informatico.

Para el correcto desarrollo de la tesis y poder mostrar parte de los
resultados que se presentan en esta tesis, he utilizado el programa Vector
NTI® (Invitrogen) para la comparacion, analisis y disefio de secuencias y
oligonucleotidos (gracias Antofiico), y el programa Quantity One® ver. 4,6

para Mac* OSX (Roche) que he utilizado para la cuantificacién de las
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bandas correspondientes tanto a los geles de agarosa de las PCR-
semicuantitativa como de las bandas de las membranas correspondientes a
los westten blots.

Los recursos on-line que he utilizado constan en las siguientes lineas:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ para obtener la informacion
bibliografica, http://www.ebi.ac.uk/, para obtener alineamientos multiples.
Ademas de aprender un poco de francés he utilizado més herramientas
bioinformaticas en la direccion http://bioweb.pasteur.fr/.

La direccién siguiente la he utilizado para conversiones de
tiempos/rotor en la ultracentrifuga
http://www.beckman.com/resourcecenter/labresources/resource centrif.asp

Por 1ltimo, los sitios web http://www.dna.affrc.go.jp/ 'y
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/ han sido mis
utiles para describir las secuencias reguladoras de ambas tiorredoxinas.

Y por supuesto...http://www.eez.csic.es
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I11.- OBJETIVOS






Objetivos.-

La presencia en el genoma de plantas de numerosas tiorredoxinas
localizadas en distintos compartimentos, nos ha conducido a plantearnos
determinar la localizacion de las isoformas cloroplastidica y analizar su
regulacion por luz y azucares con el fin de especificar la actividad
enzimatica concreta de cada tiorredoxina. Por lo que en esta Tesis Doctoral

se han planteado los siguientes objetivos:

1- Aislamiento y caracterizacion de las secuencias reguladoras de las

tiorredoxinas f'y m/ de guisante (PsTrx f'y PsTrx m1).

2- Analisis de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que contengan
las secuencias reguladoras de ambas TRXs, enteras y truncadas, fusionadas
al gen de la B-Glucuronidasa, delimitar las cajas reguladoras implicadas en

la localizacion tisular y regulacion por luz.

3- Localizar mediante estudios histologicos y westtern blot la expresion
génica y proteinica de las tiorredoxinas /'y m/ en los diferentes tejidos de la

planta de guisante.

4- Efecto de la luz sobre la expresion de las tiorredoxinas cloroplastidicas de
guisante y papel del reloj circadiano. Analisis de los elementos reguladores

en cis implicados en la regulacion.
5- Influencia de los azticares solubles sobre la expresion de las tiorredoxinas

f 'y ml de guisante. Andlisis de la regulacion a través del factor de

transcripcion DOF7.
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IV.- RESULTADOS






Resultados.-

A.- Estudios histologicos de PsTRX f'y PSTRX

ml.

A.1.- Aislamiento vy caracterizacion de las secuencias

reguladoras de PsTrx fy PsTrx ml y sus correspondientes

deleciones.

Con objeto de iniciar los estudios relacionados con la localizacion
tisular de las Trxs cloroplastidicas /'y m/ y con los factores ambientales y
endogenos que afectan la expresion de estas proteinas, hemos aislado las
secuencias promotoras de PsTrx f'y PsTrx m/ que se encuentran corriente
arriba del codon de inicio de la traduccion mediante la técnica de “PCR
walking” descrita por Devic y colaboradores y que se detalla en el apartado
“Materiales y Métodos” (Devic, M., y cols. 1997). Para ello, se aisl6 ADN
genoémico de guisante y tras la digestion con las enzimas de restriccion
Dra I, Eco RV, Hpa I, Sca I y Stu I que dejan extremos romos y la unién de
adaptadores de la figura 17, se obtuvieron 5 genotecas de fragmentos de

ADN de diferentes tamaifios.

57 —CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGP‘CCGGCCGCCCGGGGAG - 37
AP-1

AP-2

Fig. 17.-Secuencia del adaptador. Las flechas indican las secuencias y la orientacion de los

oligonucle6tidos AP-1y AP-2.
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Dos reacciones de PCR secuenciales fueron llevadas a cabo utilizando
las parejas de oligonucledtidos F1/AP1 y F2/AP2 en el caso de PsTrx f,
mientras que en el caso de PsTrx m/ las parejas de oligonucledtidos fueron
M1/AP1 y M2/AP2. Las secuencias de los oligos AP1 y AP2 se encuentran
dentro de los adaptadores, mientras que las secuencias F1/F2 y M1/M2 son
parte de la secuencia de las Trxs f'y m/ de guisante, proximas al extremo 5’
y orientadas corriente arriba. Tras la segunda reaccion de PCR, los
fragmentos obtenidos se clonaron en el vector p-GEM-T"easy y se
secuenciaron para verificar que los fragmentos obtenidos se corresponden a
las regiones reguladoras de los genes que codifican para PsTrx /'y PsTrx m/
de guisante. Se pudo confirmar que dos fragmentos procedentes de distintas
genotecas eran parte de las regiones 5” corriente arriba para cada uno de los
genes de interés. Para nuestros estudios seleccionamos los de mayor tamafio
que se obtuviero (Fig. 18), 444 pb en el caso de PsTrx f, obtenido a partir
del banco de ADN digerido con Eco RV, mientras que en el caso de PsTrx
ml el fragmento conseguido fue de 1996 pb a partir de un banco de ADN

digerido con la enzima Stu L.

PsTrxf PsTrxml! PsTrx f PsTrx m1
— — —r
222 Bt -:35‘925 =gEECe
23538580883 zse2iz8 TRES:=:
E5888858284 =2O0uzTha =2 FEER
" ] |
1636 pbae 1018pb e Erordind “
1018 pb - 1018 pb == :
" 517pb e g
& Rl & 517rb
517 pbe :
-

Fig. 18.- PCR-Walking sobre los diferentes bancos gendmicos. A) 1* PCR para cada uno de los genes
con las parejas de oligonucledtidos AP1/F1 (para PsTrx f) y AP1/M1 (para PsTrx m1). B) Segunda
reaccion de PCR a partir de una dilucion 1:100 de la 1* PCR con la pareja de oligonucledtidos AP2/F2
(para PsTrx f). C) Segunda reaccion de PCR a partir de una dilucion 1:100 de la 1 PCR con la pareja
de oligonucledtidos AP2/M2 (para PsTrx m1).
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Resultados.-

Las secuencias que se obtuvieron para cada uno de los fragmentos
fueron:
Pr-PsTrx f (EF483938)
5"-GTAAACAAATAAACCACATTGCGTGATTCATATATAATAACTATAAAATT
TTGCTCCATAAAATTATTTGTTGTTGTTTATATTTGCGATTGAAAAAAAG
TAAAGTGAAAAAAAAAAGAGATATTCGAAGGGAATCTTGGCATCCAATTA
TCCGGAAGAATGGTCAAAACTCTCCTAAAAAAATCAGAAAAGGGTAATTT
GGTAATATTATATCCAAGCCTGGGCGATTTCACTAATTCCAACTTCTCTT
TCATTCCTTTACGATTGTGTTTCATTGAATTTACTAACATCACCCTCATT
TTCGCGATCAAAATAATTCCATACACAGACTTCAAGGGCAGCACCGTATT
TTCAATCATCACACCCACTCTTCCTCCTCTTCACATCCACCACCACACTT
TCATATCTCAGTCCAATTCTCCACTCTTGGTCTTCCCCACATCAATG -3°

Pr-PsTrx m1 (EF483939)

5"- GTCCTTGGTGCCTCTCAAACTAAATTTTTGTTAAAAGCTATGCATCCACT
TTGAAATTTGTATCACGAACTACGATGTTTTGATCCCTCATTTTTATGTT
GGTACGTAGGCACAAGTCCGAAGGTCTTGTCAAACACAAAAATATAATTA
ATGAATTCTCTTCTCATCCCCTCACTCTATTTGTTTGTAAACATCACTTT
GTACAAAATACATATGCACACAAAAAAGGGCTCCCTAGGAGTACCTAGGA
CACTTTGGGTGCTAACACCTTCCCTCTATGTAACCAACCCCCTTACCTGT
AATCTCTGACATTTTATTAGTTTTGATTTGAAAACTTCTTACTTTTGGGT
TTTGTTCATACTTTTTCCCTTTTCCCTTGGAAACGAAAAAAGCGCGGGGG
CGACTCTTGTTATTTGATGCCTTGCTTATCCATAGCTCGATGATCATGAA
TTTACCGCTACAATCACTTATATTAAATATGTAGTAGTTTAAAATTGTTG
TATTTTTAAAAATTGATAGACGTTTATTTTTTAAAATATATAAATATATA
TTGCGCGGGTATGGGGCGTGGTGGGTACTAAGGTGCACATCTCTGCTTAT
TTAAGTGGGTAATTACCCGAGCTCGTGCCTGTTCCCATTTTTATGGATTT

Pag. 127



TTACCCTACTAATTGTGGATACCCATTGGGGATGAGTCAAACTATCATCC
TTAGAAGTAAGAAACATAAACACAAATATAAATAGAGAAATTCAGATTTT
GTTATTCATATTAAGGGTTTGGATTTGGAAATTTGGATTACACGCAGAGA
GTAAAAACCAGACGAAACGTCAACCTTAATCCTCAATTGTCCCAATTTTA
TACCAATTTAAGTAGGAATTACATTTTTATTGGATATAATCTAATGTAGC
TTAACTATAATCTATTAAGCTATTAAGGAGTTACGTGTATAAAAAATCAT
AAAAAGTTAAGATATGAGAAACTTATCAAATATGAGAGACGAATGTGCTT
AATTTGAAGGCGTAGAAGTTGATGAAGTATTTGATTTGAATGAACATAAG
TAGATATTGAAAGCAAGATTGAAAAAAATGTTTGATTCAAATGAGCGAGA
GTTTTGCTCTGCTCTTGAGAGAAGTTAAGAAGTTGGTTTCAAAAGTAATG
GAATGTGGAGGGAAAGATTGTATATGCACACTCGAATAAATGTGTCATAA
TATTAACATTCGAAGGTTGAATCTGGGATTTCCAATCTTTGAACTGATTT
TTTTACTTGTATTTGCCGTGTTTGCTAAGATGGAGTTTGTTGTGATTAAA
AATGAATTTAAATTTCAATGCTCCGGACTTATTTTTTACTTCTATTTCCA
CATGTTTCTGAGATAGAGTTTGTGTTTAGGGTACATTCTGATTTTATTTT
TAGATTTTAAGAATATTTTTAAAATTCCGTTATGGTGAATGAGTAATATA
TGAGGTGCAATAAACAATGTTCAATAAAATCAAGAAATCCTCACCAATTT
ACTATGTAAAATTAACAAGAACAACATGATCAAACCTTTCAAACCTAGAT
CCAATAGTTAATGAATTTTAACTAAATAATTAAATTCAAATAGTCAATAA
ACTTTTCATTAAGCTCGCATAAAGAGTTTCTAAATTTGATCTCTATTTTT
AAATCTAATTTGTAAAGTTTTATTTACACCTCCCTACTAAAATGTGAAAC
AAAACCCCCCAGAGAAGAGAAGAGGATTTTGAGATAGTGTGGAGAAGTAC
TTTTTAGTGGGGACAGAAAGGAGAGAGAGGATTGAAAACCTAAATAACAT
CCACATGAATCCAAGCCATCTCATAACCTCACAATCTCAAATAATATCCA
GTTACAAACACACTTCACAATTTCATCATACCCAACAAATTAAAAACCGC
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Resultados.-

CACAACACTAGAAGCTTATCCACAACAAGTGCTGAAAACCCTCCCTTCAT
TTTCCCCAAACTATTCAGTAGAGTTACATACACAGAAAATAACATG- 3°

Fig. 19 .-Secuencias reguladoras en 5 corriente arriba obtenidas por PCR-Walking para PsTrx fy
PsTrx m1. En negrita se indica el codon que codifica para la metionina, el primer aminoacido de la
proteina. Entre paréntesis esta el nlimero de acceso a la base de datos de Gene bank en el que se ha

depositado cada una de las secuencias reguladoras.

Las secuencias reguladoras obtenidas para cada uno de los genes
comprenden una longitud de 444 pb en el caso de PsTrx f, mientras que en

el caso de PsTrx m/ se ha obtenido un fragmento de 1996 pb.

A.2.- Analisis bioinformatico de las secuencias reguladoras de

PsTrx fv PsTrx ml de guisante.

Una vez obtenidas las secuencias promotoras se procedio al analisis de
los elementos reguladores que se encuentran en las mismas y que dirigen la
expresion especifica de cada uno de los genes Trx /'y Trx ml. Para ello, las
secuencias promotoras se compararon con los elementos reguladores ya
descritos en otros promotores de plantas presentes en la base de datos
PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) (Higo, K., y cols. 1999;
Rombauts, S., y cols. 1999) y PlantCARE (Rombauts, S., y cols. 1999).

Asi, el analisis bioinformatico localizo los distintos elementos
reguladores presentes en ambas secuencias (Fig. 20) y que estan
conservados en otros promotores de genes de plantas y que podrian estar
relacionados con la localizacion, regulacion de las TRXs y con las funciones

especificas de cada una de las proteinas, y que se muestran en la figura 20:
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Pr-PsTrx f (444 pb)

-394 5/—GTAAACAAATAAAQ@ACATTGCGTGATTCATATATAATAACTATAAAATT
PrTrxfl .
-344 TTGCTCCATAAAATTATTTGTTGTTGTTTATATTTGCGATTIGAAAA M‘

-294 TAAAGTGAAAAAAARAAGAGATATTCGAAGGGAATCTTGGCATCCAATTA
-244 TCCGGAAGAATGGTCAAAACTCTCCTAAAAAAATCAGAAAAGAGTAATTT
-194 GETAATATTATATCCAAGCCTGGGCGATTTCACTAATTCCAACTTCTCTT

-154 TCATTCCTTTACGATTGTGTTTCATTGAATTTACTAACATCACCCTCATT

-144 TTCGCGATCAAAATAATTCCATACACAGACTTCAAGGGCAGCACCGTATT
PrTrxf3
-94 TTCAATCATCACACCCACTCTTCCTCCTCTTCACATCCACCACCACACTT

-44 TCATATCTCAGTCCAATTCTCCACTCTTGGTCTTCCCCACATCAATG -3
D PrTrxf2

Pr-PsTrx m1 (1996 pb)
B

5° - GTCCTTGGTGCCTCTCAAACT
PrTrxml
AAATTTTTGITARAAGLTATGCATCCACTTTGAAATTTGTATCACGAACTACGATGTTTT

GATCCETOMITA T GTTGGTACGTAGGCACAAGTCCGAAGGTCTTGTCAAACACAAAA
ATATAATTAATGAATTCTCTTERCARCL CCTCACTCTATTTGTTTGTAAACATCACTITG)
TACAAAATACATATGCACACAAARAAGGGCTCCCTAGGAGTACCTAGGAJACTTTGIGTG
CTAACACCTTCCCTCTATGTAACCAACCCCCTTACCTGTAATCTCTGACATTTTATTAGT

TTTGATTTGAAAACTTCTTACTTTTGGGTTTTGTTCATACTTTTTCCQTTTTCCCTTGGA
PrTrxm3 T
AACIGAAA NE GCGGGGGCGACTCTTGTTATTTGATGCCTTGCTTATCCATAGCTCGAT

GATCATGAATTTACCGCTACAATCACTTATATTAAATATGTAGTAGTTTAAAATTGTTGT

ATTTTTAAAAATTGATAGACGTTTATTTTTTAAAATATATAAATATATATTGCGCGGGTA
TGGGGCGTGGTGGGTACTAAGGTGCACATCTCTGCTTATTTAAGTGGGTAATITACCCGAG

CTCGTGCCTGTTCCCRTTITTATGGRTFTFTACCCTACTAATTGTGGATACCCATTGGGG

ATGAGTCAAACTATCATCCTTAGAAGTAAGAAACATAAACACAAATATAAATAGAGAAAT
TCAGATTTTGTTATTCATATTAAGGGTTTGGATTIGGCAAATI TGGATTACACGCAGAGAG

TAAAAACCAGACGAAACGTCAACCTTAATCCTCARNTGTCACARTT TTATACEARTTTAA
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Resultados.-

GTAGGAATTACATTTTTATTGGATATAATCTAATGTAGCTTAACTATAATCTATTAAGCT -954
ATTAAGGAGTTACGTGTATAAAAAATCATANAAAGTTANGATATGAGAARACTTATCAAAT -894
ATGAGAGACGAATGTGCTTAATTTGAAGGCGTAGAAGTTGATGAAGTATTTGATTTGAAT -834
GAACATAAGTAGATAITAAAAGCAAGATHGAAAAARATGTTTGATTCAAATGAGCGAGAG -774
TTTTGCTCTGCTCTTGAGAGAAGTTAAGAAGTTGGTTTCARAAGTAATGGAATGTGGAGG -714
GRAAGATTGTATATGCACACTCGAATAAATGTGTCATAATATTIAACATTCGAAGGTTGAA -654
TCTGGGATTTCCAATCTTTGAACTGATTTTTTTACTTGTATTTGCCGTGTTTGCTAAGAT -594
GGAGTTTGTTGTGATTAAAAATGAATTTAAATTTCAATIGCTCCGGACTTATTTTTTACTT -534
CTATTTCCACATGTTTCTGAGATAGAGTTTGTGTTTAGGGTACATTCTGATTTTATTTTT] —474
PrTrxmd "
AGATTTTAAGAATETITTTAAAATTCCGTTATGGTGAATGAGTAATATATGAGGTGCAAT| -414
AAALAATTTCAATAAAATCAAGAAATCCTCACCAATII TACTATGTAAAATTAACAAGAA -354
CAACATGATCAAACCTTTCAAACCTAGATCCAATAGTTAATGAATTTTAACTAAATAATT -294
AAATTCAAATAGTCAATAAACTTTTCATTAAGCTCGCATRAAAGAGTTTCTAAATTTGATC -234
TCTATTTTTAAATCTAATTTGT TTTATTTACACCTCCCTACTAAAATGTGAAACA -174
AAACCCCCCAGAGAAGAGAAGAGGATTTTGAGATAGTGTGGAGAAGT ACTTITITAGTGGG -114
PrTrxm5
GACAGAAAGGAGAGAGAGGATTGAAAACCTAAATAACAT CAATCCAAGCCIATCT -54
+
CATAACCTCALAATETCAAATAATATCCAGTTACAAACACACTTCACAAT TCKTCATAC +7
CCAACAAATTAAAAACCGCCACAACACTAGAAGCTTATCCACAACAAGTGCTGAARACCC +67
PrTrxmé

TCCCIETCATTTTCCCCAAACTATTCAGTAGAGTTACATACAQAGAAAATAACAT +112

PrTrxm2

Motivos presentes en genes que se localizan especificamente en raices.

B Elementos reguladores presentes en genes relacionados con el metabolismo del

carbono.
B Motivos dependientes de la luz.
I Motivos presentes en genes relacionados con el desarrollo de las semillas.
[l Motivos presentes en genes regulados por hormonas.

Fig. 20.- Esquema de las secuencias reguladoras aisladas por PCR-Walking de PsTrx fy PsTrx m1.
Los cuadros sefialan los principales elementos reguladores identificados en las bases de datos PLACE
y PlantCARE. Las flechas indican la localizacion y orientacion de los oligonucleotidos utilizados para

obtener los diferentes fragmentos de los promotores, enteros y truncados. En la secuencia reguladora

de PsTrx m1 se indica con “+1” el sitio de inicio de la transcripcion.
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No se ha identificado ninguna caja TATA tipica, sin embargo, se ha
localizado una caja TATA putativa a -31 pb desde el sitio de inicio de la
transcripcion en el caso de PsTrx m/, y a -128 pb de la secuencia ATG de
inicio de la traduccion de PSTRX .

Se han identificado numerosos elementos reguladores que se han
clasificado en tres grupos atendiendo a su interés, asi estos grupos
relacionan las TRXs cloroplastidicas con su localizacion en la planta, con la
regulacion por luz asi como con su papel dentro del metabolismo del
carbono. Los elementos reguladores de Trx f'de guisante se han clasificado
en tres categorias: elementos dependientes de la luz, de tejido y del
metabolismo del carbono (Fig. 20A). Los elementos relacionados con la luz
mas relevantes son los elementos GATA e Ibox, ademas del motivo
GT1CONSENSUS (secuencia -GAAAAA- en la posicion -315, la secuencia
-GTAATA- en la posicion -274 y la secuencia —-GTAATT- en la posicion
-190 con respecto al coddn de inicio de la traduccion de la proteina) (Lam,
E. and Chua, N.H. 1989; Gilmartin, P.M., y cols. 1990). Un “Evening
Element” (EE) ha sido también identificado en la regién promotora en la
posicion -326 en orientacion antisentido, se le relaciona con la regulacion
por el reloj circadiano (Harmer, S.L., y cols. 2000). El andlisis también ha
reconocido en la secuencia promotora de PsTrx f el elemento
ROOTMOTIFTAPOX1 (ATATT) relacionado con la expresion en raices
(Elmayan, T. and Tepfer, M. 1995). Finalmente, la secuencia reguladora
contiene, ademds, cuatro elementos reconocidos por los factores de
transcripcion DOF (AAAG) (Yanagisawa, S. 1995, 1996). Estos factores de
transcripcion estan relacionados con la expresion de genes que codifican
para proteinas implicadas en el metabolismo del carbono (Yanagisawa, S.

2000).
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Resultados.-

En el caso de los elementos reguladores presentes en la secuencia
promotora aislada de PsTrx m/, existen al menos 16 elementos diferentes
dependientes de la luz entre los que se encuentran los elementos GATA,
GT1CONSENSUS e Ibox (Fig. 20B) (Lam, E. and Chua, N.H. 1989;
Gilmartin, P.M., y cols. 1990). Igualmente, se ha localizado en la posicion
-823 un elemento EE (Harmer, S.L., y cols. 2000) relacionado con la
regulacion circadiana. Varios elementos implicados en la expresion en
raices ROOTMOTIFTAPOX1 (Elmayan, T. and Tepfer, M. 1995)
(ATATT) han sido localizados ademas de elementos CAATBOX1 (CAAT)
que estan presentes en genes que codifican para proteinas de reserva en
semillas (Shirsat, A., y cols. 1989). El elemento SEF4AMOTIFGM7S
(ATTTTTA) esta relacionado con la regulacion del desarrollo de las plantas
y con proteinas de reserva en semillas (Allen, R.D., y cols. 1989). Por
ultimo, el analisis ha revelado ademas secuencias relacionadas con los
factores DOF (AAAG) implicados en la regulacion de genes implicados en
el metabolismo carbonado (Yanagisawa, S. 1995, 1996, 2000).

A pesar del distinto tamafio de las secuencias promotoras de PsTrx fy
PsTrx ml, una comparacion entre ambas revela que contienen elementos
reguladores similares, que determinan la localizacion especifica en la planta,
la regulacion por la luz, y su funcion dentro del metabolismo del carbono.
Asimismo, los andlisis también han revelado la presencia de elementos
implicados en procesos tales como la formacion de la semilla y del embrion
(elementos CANBNNAPA (CNAACAC), ACACNNG; (Ellerstrom, M., y
cols. 1996)), relacionados con la polinizacién (con elementos GTGANTG10
(GTGA) (Rogers, H.J., y cols. 2001); y elementos POLLENILELATS2
(AGAAA); (Bate, N. and Twell, D. 1998)) y la regulacion hormonal por
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acido abcisico y giberelinas (elementos MYCATRD22 (CACATG) (Abe,
H., y cols. 1997); y la secuencia TATCCA (Lu, C.A., y cols. 2002)).

A.3.- Analisis funcional de las secuencias promotoras.

Con objeto de poder delimitar los motivos que son esenciales en la
regulacion de la expresion de los genes Trx /'y Trx m/ se han disefiado una
serie de oligonucleo6tidos con los que se han obtenido deleciones seriadas
logrando fragmentos de diferentes tamanos de cada uno de los promotores
(Fig. 20A y Fig. 20B). Estos fragmentos se han fusionado al gen reportero
GUS con el fin de localizar la expresion de dicho gen en plantas de A.
thaliana en funcion de cada una de las secuencias reguladoras. Esto permite
poder definir los elementos de ambas TRXs cloroplastidicas de guisante
implicados en la expresion especifica en tejidos o dependientes de factores
ambientales.

Este estudio se ha llevado a cabo teniendo en cuenta la estrecha
relacion que existe entre las TRXs de ambas especies como se puede
comprobar en el arbol filogenético que ha sido construido en base a las
secuencias de aminoacidos de las TRXs de A. thaliana y las secuencias
aminoacidicas de las TRXs cloroplastidicas de guisante PSTRX f'y PsSTRX
m, agrupandose éstas ultimas en el grupo de las TRXs cloroplastidicas y
dentro de ¢l, cada una se sittia dentro del subgrupo que corresponde a su

isoforma (Fig. 21).
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Fig. 21. Arbol filogenético en el que se presentan las TRXs de A. thaliana y las tres TRXs
cloroplastidicas descritas hasta la fecha en P. sativum. AtTRXf1 (NP 186922), AtTRX/f2 (NP
197144), AtTRXA1 (NP 190672), AtTRXA2 (NP 198811), AtTRX%3 (NP 199112), AtTRXA4 (NP
173403), AtTRXAS5 (NP 175128), AtTRXA7 (NP 176182), AtTRXA8 (NP 177146), AtTRXA19 (NP
001078124), AtTRXm 1 (NP 849585), AtTRXm2 (NP 192261), AtTRXm3 (NP 179159), AtTRXm4
NP (188155), AtTRXo! (NP 001078006), AtTRX02 (NP 564371), AtTRXx (NP 564566), AtTRXy !/
(NP 177802), AtTRXy2 NP (175021), AtTRXCXXC (NP 172620), PsTrxf (P29450), PsTRXm/
(P48384), PSTRXm2 (CAC69854). Subrayadas se indican las proteinas de guisante.

En las figuras 20A y 20B, se muestran las posiciones de los
oligonucledtidos en las secuencias promotoras que nos han permitido
obtener los fragmentos delecionados de cada uno de los promotores,
mientras que las flechas sefialan la direccion de sintesis de la cadena de

ADN. Los fragmentos obtenidos se muestran en la figura 22:
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MW fl 2 ml m2 m3 md4 mS

2036 pb

1636 pb
1018 pb

517/506 pb
344 pb

220/201 pb
154/134 pb

Fig. 22.- Electroforesis en gel de agarosa al 1,2 % de los productos de PCR obtenidos para cada uno
de los fragmentos de los promotores enteros y delecionados. f1 (444 pb), £2 (128 pb), m1 (1996 pb),
m2 (1544 pb), m3 (546 pb), m4 (161 pb) y m5 (23 pb).

El programa utilizado en el termociclador para obtener cada uno de los
fragmentos mediante PCR fue de 5 min 94 °C; 35 x (1 min 94 °C, 1 min
55 °C, 1 min 72 °C); 5 min 72 °C. Los oligonucleotidos llevaban insertado
en los extremos las dianas para las restricciones adecuadas y dirigir la
insercion dentro del vector pBI101.

Las secuencias de las endonucleasas seleccionadas han sido para la
enzima Sall en el extremo 5" del fragmento de ADN, mientras que en el
extremo 3° del fragmento se ha afadido la diana para la enzima de
restriccion BamHI. Después de la reaccion de amplificacion especifica, se
purificaron los distintos fragmentos de ADN del gel de agarosa mediante
una extraccion fendlica y se subclonaron en el vector pPGEM-T®easy. Tanto
las construcciones en pGEMT de los promotores como el vector pBI101 se
sometieron a digestion en una mezcla que contenia 5 U de Sall y 5 U de

BamHI en un volumen final de 20 ul durante 2 horas en un bafio a 37 °C.
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Los fragmentos correspondientes a las secuencias reguladoras de cada
una de las TRXs en estudio y sus respectivas deleciones se insertaron
mediante una fusion transcripcional al gen de la B-Glucuronidasa (GUS) o
gen chivato en el vector pBI101 linearizado (Fig. 24). Se obtuvieron las
siguientes construcciones PsTRXf1::GUS (f1::GUS) y PsTRXf2::GUS
(f2::GUS) con el promotor de PsTrxf, y PsTRXml::GUS (ml::GUS),
PsTRXm?2::GUS (m2::GUS), PsTRXm3::GUS (m3::GUS), PsTRXm4::GUS
(m4::GUS) y PsTRXm5::GUS (m5::GUS) con el promotor de la PsTrx m1,

ordenados de mayor a menor tamafio.

444pb — T'ous | f1::GUS

A -126 pb —{ Gus | £2::GUS
-1821 pb v

GUS | m1::GUS

L2l b Y _[Gus | m2::GUS

-503 pb Y _TGus | m3:GUS

-138 pb—¥['Gus | m4::GUS

B +23 pb— Gus | m5::GUS

Fig. 24.- Esquema de las construcciones de los diferentes fragmentos de las secuencias reguladoras
fusionadas al gen GUS y sus tamafios: A) de PsTrx /'y B) de PsTrx m1. Se indica la longitud de los

fragmentos tomando como referencia el ATG del inicio de la traduccion en el caso de PsTrx f. En el
caso de la secuencia reguladora de PsTrx m1 se ha tomado como referencia el sitio de inicio de la

transcripcion, marcado con un tridangulo invertido negro.
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La correcta insercion de los fragmentos en fase con el inicio de la
transcripcion del gen B-Glucuronidasa dentro del vector pBI101 se verificd

mediante la secuenciacion de las distintas construcciones.

A.4.- Obtencion de las plantas transgénicas con las secuencias

reguladoras fusionadas al gen GUS.

Con las construcciones f1::GUS, f2::GUS, ml::GUS, m2::GUS,
m3::GUS, m4::GUS y m5::GUS que corresponden a las secuencias de los
promotores de las TRXs enteras y truncadas clonados en el vector pBI101,
se transformé A. tumefacinens por el método de choque térmico. Las
bacterias de A. tumefacinens con cada una de las construcciones se
utilizaron en la transformacién de las plantas de Arabidopsis thaliana
ecotipo columbia mediante el procedimiento descrito en “Materiales y
Métodos”, sumergiendo las plantas en los distintos cultivos de bacterias.

Las semillas procedentes de las plantas transformadas (Fp) se
sometieron a un estudio de segregacion para analizar el numero de
inserciones en el genoma de la planta. Las lineas transgénicas cuyas
semillas mostraron un porcentaje de germinacion no superior al 75 % en
placas de medio MS con kanamicina fueron seleccionadas (generacion F).
Las plantas transgénicas provenientes de estas lineas se traspasaron a tierra
hasta desarrollar flores y semillas, las cuales se recolectaron y constituyeron
la siguiente generacion (F;). Las semillas F; se sembraron en medio MS con
kanamicina y a su vez se seleccionaron las lineas cuyo porcentaje de

germinacion fue del 100 % y que correspondian a las lineas de Arabidopsis
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thaliana transgénicas homocigotas para cada una de las construcciones y
que se han utilizado para realizar los posteriores estudios de caracterizacion
durante esta tesis doctoral. Para comprobar la presencia de cada uno de los
fragmentos fusionado al gen de la p-Glucuronidasa, se extrajo el ADN
gendmico de cada una de las lineas transgénicas seleccionadas y mediante
PCR se ha comprobado que contienen la construccion deseada. De cada una
de las construcciones, se han analizado dos lineas independientes para
corroborar los datos de expresion que se han obtenido.

Con el fin de confirmar que las lineas transgénicas homocigotas
contienen el mismo numero de copias de cada una de las inserciones en el
genoma de la planta, y por lo tanto, que los resultados de expresion
obtenidos para cada una de las lineas transgénicas son comparables entre si,
se ha utilizado la técnica descrita por Rios y colaboradores (Rios, G., y cols.
2002) la cual, se basa en una reaccion de PCR para comparar el nimero de
inserciones de cada una de las construcciones de las secuencias reguladoras
fusionadas al gen GUS. Para ello, se ha aislado ADN gendémico de cada una
de las lineas transgénicas mediante el método de extracciéon con CTAB. Una
vez finalizado el proceso, se ha cuantificado la cantidad de ADN en un
nanodrop® ND-100, y se ha preparado una diluciéon para cada linea a
40 ng/ul. De estas diluciones, se ha utilizado 1 ul como molde en una
reaccion de PCR y se ha comparado la intensidad de las bandas obtenidas

entre si.
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Fig. 24.- PCR sobre 40 ngr ADN genomico de cada una de las lineas transgénicas utilizadas en los

estudios de expresion de esta tesis.

A.5.- Estudios histoquimicos de las plantas de A. thaliana

transformadas con promotores fusionados al gen GUS.

El estudio histoldgico de las plantas transgénicas de A. thaliana nos ha
permitido localizar los tejidos en los que se expresa el gen de la f3-
Glucuronidasa bajo el control de cada una de las secuencias reguladoras,

tanto completas como truncadas.

5.a.- Fusion PsTrxf::GUS

En el caso de las plantas transgénicas con la construccion f1::GUS se
ha comprobado desde el inicio de la germinaciéon una patente coloracion
azul en los cotiledones, hipocotilo y anillo meristematico (Fig. 25A).
Después de 8-10 dias de crecimiento se observa que la coloracion se
mantiene en toda la parte aérea de la planta, en hojas y primordios
(Fig. 25B). Sorprendentemente esta coloracion azul aparece también en el
meristema apical de las raices (Fig. 25C). En plantas adultas, la expresion se

mantiene en hojas y en zonas de diferenciacion de la raiz (probablemente en
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Fig. 25.- Tincion histologica de GUS durante el desarrollo de las lineas transgénicas de 4. thaliana.
En la serie podemos ver el resultado de la coloracion de las lineas f1::GUS en A) cotiledones, B)
plantula desarrollada, C) raices, D) y E) estomas y base de los tricomas, F) flores, G) vaina.
Coloracion GUS en las lineas de plantas transgénicas f2::GUS en H) plantula, I) roseta y J) flor.
Coloracion GUS en plantas transgénicas que contienen la construccion pBI101::GUS en K) roseta e

L) inflorescencias.

el cortex ¢ epidermis). En un estudio microscopico detallado se
observa una sefial intensa de coloracion GUS en las células guarda de los

estomas de las hojas y en la base de los tricomas (Fig. 25D y 25E). Cuando
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la planta esta totalmente desarrollada, se aprecia la expresion de GUS bajo
el control de la secuencia reguladora PsTrxf1::GUS en flores, en el estilo,
estigma y pistilo, asi como en las anteras, en los granos de polen y en los
extremos de la vaina (silicua)(Fig. 25F y 25G). El tejido vascular de hojas y
sépalos mostré igualmente una sefial débil pero clara. Las plantas
transgénicas que llevan la construccion PsTrxf2::GUS, en la cual hemos
eliminado 267 pb que llevan los principales elementos reguladores, no
muestran la coloracion descrita anteriormente ni en los cotiledones ni en
planta completa perdiendo totalmente la expresion GUS (Fig. 25H, 251 y
25J). En las plantas transgénicas que contienen la construccion
pBI101::GUS no se detecta sefial alguna en ninguno de los tejidos ni a lo a

lo largo del desarrollo de estas plantas (Fig. 25K y 25L).

5.b.- Fusion PsTrxm::GUS

En plantas transgénicas de A. thaliana que llevan la construccion
PsTrxm1::GUS se aprecia que hay sefal azul desde el principio del
desarrollo del embrién en los cotiledones (Fig. 26A). En este caso, no se
aprecia coloracion azul en el hipocotilo (Fig. 26B). Tras unos dias de
crecimiento, las plantas muestran una prominente actividad GUS en hojas y
en zonas de intensa division celular como son el meristema apical y la
region procambrica (Fig. 26B), asi como en la epidermis y el meristema
apical de la raiz (Fig. 26C).

En el estadio adulto de la planta, se puede observar expresion de GUS
bajo el control de la secuencia reguladora de PsTrxmi::GUS en flores, en
estilo, estigma, estambres y granos de polen (Fig. 26D). Tras dos semanas

de desarrollo, la expresion GUS aparecié en la interseccion de los tallos
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primarios y secundarios y en los extremos de las silicuas (Fig. 26E). Las
plantas transgénicas de A. thaliana con las construcciones m2::GUS y
m3::GUS presentan un patrén similar al fragmento completo del promotor,
no obstante se comprueba que la coloracion GUS se generaliza por toda la
parte aérea de la planta incluido el hipocotilo siendo la intensidad en la
coloracion de las hojas de las lineas transgénicas con las construcciones
m2::GUS y m3::GUS mayor que en el caso del promotor completo (Fig.
26F y 26(G), mientras que en roseta y en raices la coloracion es semejante a
las plantas transgénicas con la construccion m1::GUS (Fig. 261 y 26J). En
flores, los fragmentos delecionados m2:GUS, m3::GUS y m4::GUS
permiten que ain se mantenga la sefial intensa en el estigma y en los
extremos de las vainas (silicuas) mientras que se pierde la intensidad de la
coloracion en los estambres y los granos de polen (Fig. 26H). En el caso de

las lineas que contienen la construccion m4::GUS, aunque la expresion GUS
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Fig. 26.- Tincion histologica de GUS en el desarrollo de las lineas transgénicas de A. thaliana con la
En la serie podemos ver el resultado de la coloracion de las lineas m1::GUS en A) cotiledones,

B) plantulas, C) raices, D) flores y E) en vaina y semillas; m2::GUS y m3::GUS representados por las
imagenes en F) cotiledones, G) plantulas, I) roseta y J) raices. H) Coloracion en flores para las
construcciones m2::GUS, m3::GUS, m4::GUS. Tincién GUS en linea m4::GUS K) en plantula L) y
en raices. Finalmente, coloracion histoquimica en m5::GUS M) en raices, N) plantula y O) flores.
P) Coloracion histoquimica de GUS en plantas transgénicas de 4. thaliana transformadas con el

vector pBI101 vacio.
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sigue estando presente en la parte aérea de la planta, la coloracion es
menos intensa en hojas y raices (Fig. 26K y 26L). Finalmente, las plantas
transgénicas con la construccion m5::GUS, que contienen la secuencia mas
corta del promotor con s6lo 23 pb contados a partir del ATG de la proteina,
no presentan ninguna sefial GUS en los tejidos, indicando que este
fragmento no lleva los elementos minimos necesarios para que haya
expresion (Fig. 26M, 26N y 260). En la ultima foto de la figura se muestra
el resultado de tratar para la tincion histoquimica una plantula de 4. thaliana
transformada con el vector pBI101 vacio (Fig. 26P).

Para observar en més detalle la localizacién de la expresion del gen
GUS bajo el control de los promotores de las TRXs cloroplastidicas en
hojas, en la figura 27 se muestra una seccion transversal de hojas con la
presencia de GUS procedentes de plantas de A. thaliana con las
construcciones PsTrxf1::GUS (Fig. 27A y 27B) y PsTrxm1::GUS (Fig. 27C
y 27D) embebidas en resina. Se observa sefial GUS en estomas, en las
células del mesofilo y en el tejido vascular ademas de las traqueidas de las

plantas con ambas construcciones.
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Fig. 27 .- Cortes semifinos de hojas de plantas transformadas (A y B) con la construccion f1::GUS
(Cy D)y con la construccion m1::GUS mostrando la reaccion frente a GUS. La barra de tamafio
representa 50 wm. Células del mesoéfilo (m), tejidos vascular (tv), estomas (e) y

espacio intercelular (ei).

A.6.- Hibridacion in situ de ARNm de PsTrx fv PsTrx ml.

6.a.- Preparacion de sondas.

Con objeto de confirmar las nuevas localizaciones de las Trxs
cloroplastidicas se llevo a cabo la técnica de hibridacion in situ en tejidos de
guisante, que permite identificar de forma mas detallada el lugar en el que
se expresan los ARNm correspondientes a los genes de interés. Para ello se
subclonaron las secuencias nucleotidicas que codifican cada una de las

proteinas TRXs cloroplastidicas f'y m/ de guisante. En primer lugar y
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mediante una reaccion PCR utilizando las parejas de oligonucledtidos
TfC/TfbN para el caso de PsTrx f, y TmbN/TmbC para PsTrx ml se
obtuvieron los fragmentos que correspondian a los ADNc de la Trx f'y ml
de guisante cuyos tamafios fueron de 565 pb y 535 pb respectivamente.
Estos fragmentos se purificaron del gel de agarosa y se subclonaron en el
vector pGEM-T®easy para dar lugar a las construcciones que hemos
denominado F32 y M40, respectivamente (Fig. 28A y 28B). La correcta
clonacion de los genes se confirm6 por secuenciacion haciendo uso de los
oligonucleotidos T7/SP6.

En el caso de la secuencia que codifica para PsTrx f, el fragmento
clonado est4 en orientacion 5°- 3" con respecto a la secuencia T7 del vector
de clonacion pGEM-T®easy, al contrario de lo que sucede en el caso de la
secuencia que codifica para PsTrx m/. Para la sintesis de las sondas en
sentido y antisentido que han de utilizarse en la técnica de hibridacion in
situ, se han digerido 5 pgr de ADN plasmidico que contiene los ORF de

cada gen en funcidn de la orientacion con enzimas de restriccion diferentes.
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Fig. 28.- Esquema de la insercion de A) PsTrx £y B) PsTrx m/ dentro del vector pPGEM-T®easy en
las construcciones F32 y M40 y la orientacion de cada secuencia dentro del vector. Los cuadros
seflalan las endonucleasas utilizadas para la sintesis de cada sonda y las flechas indican la enzima

ARN polimerasa utilizada en cada caso para obtener una sonda en sentido o en antisentido.

La sonda de ARN en antisentido para PsTrx f'se preparo6 por digestion
de la construccion F32 con la enzima de restriccion Sac II (o Ksp I) y se
utilizo 40 U de enzima SP6 ARN polimerasa. Mientras que la sonda de
ARN en antisentido para PsTrx m/ se digirio la construccion M40 con la
enzima de restriccion Sac I como molde para la enzima T7 ARN

polimerasa. Para la preparacion de las sondas en sentido que se han utilizado
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como control negativo, las construcciones F32 y M40 se dirigieron con las
enzimas de restriccion Sal [y Sac IT (o Ksp I) y se utilizaron las enzimas T7
ARN polimerasa y SP6 ARN polimerasa, respectivamente.

Siguiendo estas instrucciones se ha logrado obtener las diferentes
sondas para las reacciones de reconocimiento del ARNm de PsTrx /'y PsTrx
ml, Fa'y Ma, respectivamente. Para el control negativo de la técnica se han
obtenido las sondas en sentido Fs y Ms para cada uno de los genes.

Durante la reaccion de sintesis de ARN in vitro se incorpora a las
sondas dUTP marcado con digoxigenina que nos va a permitir localizar la
sefial de reconocimiento mediante un anticuerpo especifico anti-
digoxigenina. Los tamafios de las distintas sondas fueron, para PsTrx f,
fueron Fs de 654 pb y Fa de 655 pb, mientras que en el caso de PsTrx m/,
Ms de 644 pb y Ma de 640 pb.

A MW Fs Fa B MW Ms Ma
1018 pb
800 pb
600 pb 517 pb

400 pb

Fig. 29.- Geles de agarosa al 1 % de concentracion. Se muestran las bandas que corresponden con las
sondas marcadas con digoxigenina, bien en sentido (s) o en antisentido (a) tras el tratamiento con

ADNasa. A) Para el caso de PsTrx 'y B) para el caso de PsTrxm /.

Los cortes histologicos de los diferentes tejidos (hojas, raices, flores,
semillas) de la planta de guisante se hicieron con un microtomo de parafina
en el laboratorio de la Dra. Cristina Ferrandiz del Instituto de Biologia
Molecular y Celular de Plantas “Primo Yufera” de Valencia, y en el

Laboratorio de “Citogenética Molecular y Evolutiva de Mamiferos” dirigido
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por el Dr. Rafael Jiménez Medina y el Dr. Miguel Burgos Poyatos en el
Departamento de Genética de la Universidad de Granada. La forma en la
que se hicieron las secciones, tamafio y procesamiento de las muestras se
relata dentro del capitulo de “Materiales y Métodos” de esta tesis.

La preparacion de las muestras incluye una serie de lavados que
degradan el material vegetal para hacer accesible las sondas y que sean
capaces de unirse a sus pares. La hibridacion de las sondas se lleva a cabo
durante toda la noche en una camara hiimeda que se encuentra a una
temperatura de 50 °C. Los restos de sonda que no hayan hibridado se
eliminan y se incuban las muestras con un anticuerpo especifico de la
digoxigenina. Este anticuerpo lleva acoplado la proteina fosfatasa alcalina
que da coloracion azulada-violeta cuando se afade en la solucion de
revelado una mezcla de NBT/BCIP.

En ambos casos las sondas en sentido para PsTrx f (Fs) como para
PsTrx m1 (Ms) no han originado ninguna sefial en los tejidos estudiados. Sin
embargo, con las sondas sintetizadas en orientacion antisentido se han
obtenido varias sefales positivas en diferentes tejidos que se describen a

continuacion.

6.b.- Hibridacion in situ con las sondas dirigidas hacia PsTrx f.

Se ha detectado la presencia de ARN mensajero tanto en las células
del parénquima en empalizada como en las células del mesofilo en cortes
transversales de las hojas (Fig. 30A). Ademas, se observa sefial en las
células del colénquima que rodean el haz vascular central de la hoja que
contiene el floema y el xilema (Fig. 30B). No se observa sefial en la

epidermis de las hojas. En nuestro grupo se habia descrito la presencia de
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ARN mensajero de PsTrx f en la raiz mediante RT-PCR (Pagano, E.A., y
cols. 2000), y ahora podemos situar la expresion de PsTrx f en las células
que se encuentran en el tejido vascular de las raices, en floema y xilema que

forman triarcos (Fig. 30D y 30E) (protoxilema, metaxilema).

Fig. 30a.- Resultados de la hibridacion in situ utilizando como sonda el ARNm para PsTrx f* en
diferentes tejidos de guisante: A y B) corte transversal de hoja, D y E) en raiz, G y H) en grano. El
resto de las imagenes son el resultado de utilizar la sonda en sentido para PsTrx f'en diferentes tejidos

de guisante C) hojas, F) raiz, I) grano. Las barras indican 100 um.

También se ha visualizado una sefal de PsTrx f en la cubierta de la
semilla de guisante o testa y en una region de alta division celular que
corresponde con la protuberancia de la radicula en el que se inicia la raiz y

el hipocotilo (Fig. 30G y 30H). En 6vulos, granos de polen y en el tejido
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conectivo de flores se ha comprobado una fuerte sefial en respuesta a la

hibridacion con la sonda Fa (Fig. 30J-30M).

Fig. 30b.- Resultados de la hibridacion in situ utilizando como sonda el ARNm para PsTrx f en
diferentes tejidos de guisante: J, K, L y M) diferentes secciones de la flor en desarrollo, y resultado de
la hibridacion con la sonda Fs en N) embriones y O) sacos polinicos. Colenquima (co); floema (f);
xilema, (x); envoltura de la semilla (es); radicula (r); ovario (ov); saco embrionario (se); polen (po).

Las barras indican 100 um.

Con mas detalle, se puede distinguir que en el ovulo, la sefal se
localiza en el saco embrionario, en un area que corresponde al tejido del
endospermo, donde después de la polinizacion se produce un proceso de
intensa division celular que necesita un aporte de nutrientes. La segunda

area en la que se localiza sefial estd en la parte externa del 6vulo y podria
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Resultados.-

estar relacionado con el tegumento en desarrollo, que crece cubriendo la
nucela (Fig. 30K y 30L). Los experimentos con la sonda Fs (PsTrx f en
sentido) han confirmado que los resultados son especificos para PsTrx f

(Fig. 30C, 30F, 301, 30N y 300).

6.c.- Hibridacion in situ con las sondas dirigidas hacia PsTrx m1.

En el caso de los experimentos en los que se han utilizado las sondas
para PsTrx ml el resultado obtenido ha sido muy similar. Asi en hojas
encontramos sefal en las células del mesofilo, pero contrariamente a lo que
sucedia en el caso de PsTrx fno hay sefial en las células del colenquima que
rodean el haz vascular central (Fig. 31A y 31B). En raiz se detecta la
presencia de ARN mensajero en las células del xilema y mas débilmente en
el floema. Ademas se observa que la sefial se prolonga en el tejido vascular
de las raices secundarias (Fig 31D). La epidermis de la raiz mostrd
coloracion azul (Fig 31E).

En los organos reproductores de la planta de guisante también se ha
observado sefial (Fig. 31G), en los granos de polen (Fig. 31H), en el
tapetum, en los 6vulos y en el tejido conectivo. Las dos sefales que
aparecen en los granos de polen parecen estar localizados en la célula
generativa y en la célula del “tubo” (tube cell), este ultimo estarad
posteriormente involucrado en el proceso de formacion del tubo polinico
para llevar a cabo la polinizacion. A lo largo del desarrollo de la flor, la
sefial en los granos de polen desaparece progresivamente, mientras que en el
centro del saco embrionario se intensifica la coloracion (Fig. 31K, 31L y
31M). El tejido vascular de la flor también muestra sefial ante la reaccion de

hibridacién con la sonda Ma (Fig. 311).
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Las sefiales de hibridacion fueron negativas cuando se utilizo la sonda
en sentido para PsTrx m/ en hojas (Fig. 31C), raices (Fig. 31F) o flores
(Fig.31J).

Fig. 31.- Resultados hibridacion in situ utilizando como sonda Ma para PsTrx m1 en diferentes tejidos
de guisante: A y B) hoja, D y E) raiz, G) inflorescencia, H) sacos polinicos, I) tejido vascular, K, L y
M) saco embrionario. C) hoja, F) raiz y J) inflorescencia tras hibridar con el control negativo para
PsTrx mI Ms. Las barras indican 100 um. Anteras (an), colénquima (co), epidermis (e), mesofilo

(me), ovario (ov), parénquima (p), polen (po), saco embrionario (se), tejido vascular (tv).
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Resultados.-

Del analisis histolégico con GUS y de los resultados obtenidos por la
técnica de hibridacion in situ podemos destacar en primer lugar que se
confirma la localizaciéon de ARNm para las Trxs 'y m! cloroplastidicas en
tejidos fotosintéticos tales como las hojas, asi como en tejidos heterotroficos
de raiz. El segundo dato més importante que habria que destacar de este
estudio de localizacion tisular es que el ARNm de las TRXs cloroplastidicas
de guisante se encuentran ademas de en tejidos no fotosintéticos en 6rganos

florales en los que probablemente tengan una funcién atin no descrita.

A.7.- Estudios de expresion mediante RT-PCR.

Para confirmar los resultados de localizacién de las tiorredoxinas
cloroplastidicas obtenidos en la técnica de hibridacion in situ se llevo a cabo
un analisis de expresion en distintos tejidos de la planta de guisante.

Para ello utilizamos la técnica de RT-PCR con el fin de detectar la
presencia de ARNm de PsTrx /'y PsTrx m/ en los tejidos de hojas, semillas
secas, grano, vaina, flores (estambres, pistilos y polen) y raices. Asimismo
se ha detectado la secuencia nucleotidica que codifica para ferredoxina
tiorredoxina reductasa, PSFTR, que es la enzima que permite la reduccion de
las TRXs a través de la ferredoxina reducida. Esto ha permitido demostrar la
presencia de esta proteina en tejidos heterotroficos y confirmar la existencia
del sistema FTR/tiorredoxina en otros tejidos no fotosintéticos.

Se disefiaron oligonucledtidos especificos para amplificar secuencias
del extremo 3’ e incluyendo la region no transcrita de PsTrx f, PsTrx ml y

PsFtr.
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7.a.- Diseiio de los oligonucleotidos para PsTrx fy PsTrx m1.

A partir del alineamiento de las secuencias nucleotidicas de las Trxs

cloroplastidicas de guisante descritas hasta el momento se han elegido

regiones especificas para cada una de las secuencias nucleotidicas y lo mas

cercanas extremo 3° para aumentar la especificidad de los
oligonucledtidos de cada una de las Trxs.
PsTrxml ATGGCC-———=———-— CTTGAGAGCTTGTTTAAGAGTATC-CACACCAAGACCT----- CA 45
PsTrxm2 ATGGCTACCGTACAACTCGAATCCTTCTCCCTTATTCCCTCTTCCCAACACCCACGTACA 60
PsTrxf ATGGCT---CTAAATCTCTGCACCTCCCCTAAATGGATC-GGCACCACCGTCTTCG-ATA 55
* Kk Kk k k * * * % * * Kk Kk * *
PsTrxml TTG--TCTTCCTC——---- CATTGTCTTCATCTTCAAGGGAAA--AGCTTGTCTTCTCACC 96
PsTrxm2 GTC--GCTTCCTC-----— CCT---CTCCTGCCGCCCGATCGC--TGCTAGGTTTCCTCCC 108
PsTrxf GTGCTTCTTCATCGAAGCCATCACTTGCTTCTTCTTTTTCTACTACTTCATTTTCTTCTT 115
* * Kk Kk Kk * * *  * *  * * * * * Kk *
PsTrxml TCAAAAAGT---AGGATTCAAGAAAGCTTTGCTGA-ACTCAACAGTTTCACTTCGCTGGT 152
PsTrxm2 TACACCGGTCTCAAGCTACGACCACTCGCCGCTACTAGTTTGCGGAGTCGATTCGCTGCT 168
PSTrxf CCATTTTAT------ GTTCGAAGAGGGTTGGTCTA--—--CAGAGGTTAAGCTTGAGGAGG 165
* * kX * * * * *
PsTrxml  -—--—--—-—- GTTGCTTATAGAAAATCACGTTT-—--—- TGTTGCATGCTCGTGAAGCTGT 197
PsTrxm2 TCTAGAGTCGTTCCTCGCGGAGGAAGA-GTCC-———-- TGTGCGAGGCTCGAGATACTGC 221
PSTrxf -——AGTATCAGTGTCAGTGTAAGATCCAGCTTGGAAACTGCGGGACCCACG-GTGACGGT 221
* * * * * * * * kk ok *  *
PsTrxml AAATGAAGTTCAAGTAGTGAAT---GACTCAAGCTGGGATGAACTTGTGATTGGCAGTGA 254
PsTrxm2 TGTTGAAGTGGCTTCTATTACT---GATGGAAATTGGCAATCCCTTGTAATCGAATCCGA 278
PsTrxf AGGGAAAGTAACCGAGGTCAACAAGGATACGTTTTGGCCCATCGTTAATGCCGCCGGTGA 281
* Kk Kk Kk *  x * * * Kk Kk * * * * %
PsTrxml AACACCTGTGCTTGTAGATTTTTGGGCACCATGGTGTGGTCCATGCAGAATGATAGCGCC 314
PsTrxm2 CACTCCAGTGTTGGTCGAATTCTGGGCTCCATGGTGCGGTCCCTGCCGAATGATGCATCC 338
PsTrxf TAAAACCGTCGTCCTCGATATGTTCACCAAATGGTGTGGTCCTTGCAAAGTGATAGCTCC 341
* * Kk * * kK *  x * * ok k k ok ok * Kk ok k k * Kk Kk * Kk k kK * *
PsTrxml TATAATTGATGAATTAGCCAAAGAGTATGCTGGAAAAATTAAGTGCTACAAGCTCAACAC 374
PsTrxm2 CATAATTGACGAGCTGGCAAAGGAATATGTAGGTAAGTTCAAGTGTTACAAACTCAATAC 398
PSTrxf ATTATACGAAGAATTATCTCAGAAGTAT--TTGGATGTTGTCTTTCTAAAGCTTGATTGC 399
* * * * * * * * * * ok k Kk *  x * * **x  K* * *
PsTrxml AGATGAATCTCCAAACACT--GCAACGAAGTATGGAATCAGAAGCATACCAACTGTTCTG 432
PsTrxm2 TGATGAGAGTCCTTCAACT--GCTACTCGCTATGGGATTCGAAGTATTCCAACTGTCATC 456
PsTrxf AACCAAGATAACAAGTCCTTGGCAAAAGAGCTAGGAATTAAGGTGGTTCCCACTTTTAAA 459
* * * * * *x  K* * % * * * kK * Kk k Kk
PsTrxml TTTTTCAAGAATGGAGAGAGAAAAGACAGTGTAATTGGTGCAGTTCCTAAGGCTACTCTG 492
PsTrxm2 TTCTTCAAGGATGGTGAAAAGAAAGATGCAATTATCGGTTCTGTACCCAAGGCATCATTG 516
PsTrxf ATTCTGAAAGACAACAAGATTGTAAAAGAAGTAACTGGTGCTAAATTTGA---TGATTTG 516
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Resultados.-

PsTrxml TCTGAGAAAGTGGAAAAGTATATTTGAtgcatgaactgagaagaaaagtgatactcttat 552
PsTrxm2 ATCACAACTATAGAAAAATTTCTGTGAggtaacgaacaacaaacaaacaaaagcttcaac 576
PsTrxf GTCGCTGCCATTGACA---CTGTTCGGTCTAGTTAGacagtattataactattctctttec 573
* kk X * X * * * * * *  * * * %
PsTrxml gacatgcattataatatcagaaatgaatggaatgggatggaagaa-atgacaatagtgac 611
PSTrxm2  ——mmmmm e TGGAAGTA-AAGATA-——-—-—- 590
PsTrxf ta-——-—mmmm e tgtaaaaatatcatgtttgatac 598
*k Kk k *  x *
PsTrxml atgctgatttcatttatcccattcttttccatgtcttacaaggcaaaggtagttgtatect 671
PsTrxm2 = = =  ————-—————-—-—— tttttcccattagt---cacatctcatcaagccaattatgtcaagttt 635
PsTrxf cctctgtaagtatttctactgtaattgtgagcttgetgaggggaagatgaggaaatatca 658
*kk Kk K * * * * * * *
PsTrxml ttatcatcactata---tgtaagggttatgtttcaatctatggattcaacacatt--GAA 726
PsTrxm2 gaatggtttgtttt---cttaataatcatgaatggttctgtacagt----- tatg--gga 685
PsTrxf taat-gttgttgtaagctgtaattgattgttccctatgtatagggcaaagttgctcaaaa 717
* % * *  x * Kk * * k% *
PsTrxml taatccttgtatatttcttt---tgtttttcatcattttgtaaagtttacattgga-TAA 782
PsTrxm2 tgcttccctattgtttttttagatgatttatagtcactaatatgaccaatgttgaaatct 745
PsTrxf taatctgttaccaact------- tgatcatggactatctataaaggtggc-tcagattgc 769
* * * * kK * % * *  *

PsTrxml acaaacttctttcaaaaaaa-------- 802

PsTrxm2 actagtattttacaaaaaaaaaaaaaaa 773

PsTrxf ttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa---—--- 791

* *kkk Kk kK

Fig. 32.- Alineamiento de las secuencias con ayuda del programa informatico CLUSTAL de PsTrx f
(X63537), PsTrx m1(X76262) y PsTrx m2 (AJ316577). En rojo se resalta la pareja de
oligonucleotidos utilizados en el caso de PsTrx m/, mientras que en azul se indican las secuencia de

oligonucleétidos de PsTrx f. En mintscula, esta la secuencia 3"UTR de cada secuencia.

La adecuacion del disefio de los oligos elegidos se verificd con el
programa de diseno de oligonucledtidos “primer design” disponible en la
pagina web de Invitrogen en la direccion:
http://www.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716. Las parejas de
oligonucleétidos seleccionados por el programa han sido rtTrxfN/rtTrxfC
para el caso de PsTrx f mientras que la pareja de oligonucledtidos
rtTrxmN/rtTrxmC amplifica de forma especifica un fragmento de PsTrx m1,
cuyas secuencias se encuentran descritas en el capitulo de “Material y

Me¢étodos” y cuya posicion se sitia en la figura 32. El tamafio de las
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secuencias nucleotidicas de las Trxs cloroplastidicas f'y m/ que se van a
amplificar oscilan unos fragmentos con un tamafio de 365 pb y 375 pb

respectivamente.

7.b.- Diseiio de los oligonucleodtidos para PsFtr.

Al no estar descrita la secuencia nucleotidica de FTR de guisante, se
realizd una busqueda en las bases de datos disponibles de las secuencias
nucleotidicas que codifican para el mismo gen en especies de la misma
familia de las leguminosas. Se localizaron las secuencias del gen en las
especies de Glicina max (GB Y15076), Medicago truncatula (GB
AC157489) y Lotus japonicus (GB BG662387). En estos dos ultimos casos,
las secuencias son fragmentos que pueden pertenecer a la subunidad
catalitica de la proteina FTR de cada especie.

Las secuencias nucleotidicas se alinearon gracias al programa
informatico “clustal” (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/), y el resultado

obtenido se muestra a continuacion en la figura 33:

MtFtr CACAGAAACACCATTTTCCCATTTCATAGCAGAAAACGAATTTACCAGCAATGACCTCTC 60

GMFEr e ATGACCACCC 10

LjFtr mmmmmm e GAATTCGGCACGAGCGGCCATGACCTCCC 29
*kkkkk Kk K

MtFtr AAGCTTCAA TCCTCCGCCCCTTCCCCTCTCCGTCGCCGTCGCA 120

GmFtr ARGCTTCCA CCCTCCGTCGCAACCCCTTTCCGCCGCCACCGGR 70

LjFtr AAGCTTGCT CCCTCCGTTGCCTCCCCTCTCCGGCGCCACCGCA 89
* Kk Kk Kk Kk Kk * Kk kK Kk Kk * *kkKkkk Kkkkk Kkkk*k * kK

MtFtr CCTTCCCCGTTGTTCGAGCTCAATTGGAACCATCTGATAAATCAGTTGAAATTATGCGGA 180

GmFtr ATCCCTTCGTTGTTCGAGCCCAAGCGGAACCTTCAGATAAATCCGTTGARATTATGAGGA 130

LjFtr ATCTCCACGTTGTCCGAGCTCAAGTGGAACCATCAGAAAAATCTATTGAAATTATGAGGA 149
* *kkkkkk Kkhkkkk Kkk*k *kkkkkk Kkk Kkk Kkkkk*k *kkkkkkkkkkk Kkkk

MtFtr AGTTCTCAGAGCAATATGCCCGTARATCAGGAACGTTCTTTTGTTCGGACARAGGAGTAR 240

GmFtr AGTTCTCAGAGCAATACGCCCGTAAGTCAGGAACATACTTTTGTGTTGACAAGGGGGTCA 190

LjFtr AGTTCTCAGAGCAATATGCCCGTAAATCAGGAACATACTTTTGTGTGGACAAGAGTGTTA 209
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Resultados.-

MtFtr CTGCTGTTGTTATCAAGGGTCTGGCTGACCATAAAGATTCATTGGGTGCACCACTCTGCC
GmFtr CTTCTGTTGTTATCAAGGGGTTGGCTGACCATAAAGATACGTTGGGTGCACCACTGTGCC
LjFtr CTTCTGTTGTTATCAAGGGGTTGGCTGACCATAAAGATTCATTGGGTGCACCACTGTGTC

*k Kk Kkkkkkkhkkkk Kk Kk kK Ahkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkx * *hkkkkkkkkkkkkk K*k K

MtFtr CTTGCCGGCATTACGACGATARAGCTGCTGAGGCTGCGCAAGGATTTTGGAATTGCCCGT
GmFtr CTTGCCGGCATTACGATGATAAAGCTGCTGAGGTTGCACAAGGATTTTGGAATTGCCCTT
LjFtr CTTGCCGGCATTATGATGATAAACCTGCTGAGGCGCAACAGGGATTTTGGAATTGCCCAT

Khkhkkhkhkhkhkhkhkhkkk *k *hkkkkk *hkkkkkkkk *k kkkkkkkkkkkkkkkkk Kk
MtFtr GTGTTCCCAT TTGCATGCTTTTTCTCACTCCTGATAACG
GmFtr GTGTTCCCAT CTGCATGCTATTTCTCACACCTGATAACG
LjFtr GTGTTCCAATGAGAGAGAGCAAGEAGTGC A= ==~ === — == ——m— oo

*kkkKkKkkKk Kk

300
250
269

360
310
329

420
370

Fig. 33.- Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de la subunidad catalitica de Ftr de

leguminosas: Glicina max (GB Y15076), Medicago truncatula (GB AC157489) y Lotus japonicus

(GB BG662387). En se resalta las regiones seleccionadas para el disefio de los

oligonucleétidos utilizados para aislar la secuencia de FTR de guisante.

Las regiones que se eligieron para el disefio de los oligonucleétidos

destinados a aislar parte de la secuencia nucleotidica que codifica para PsFtr

se ha resaltado en naranja en la figura 33.

El aislamiento de un fragmento de la secuencia nucleotidica que

codifica para la enzima FTR de guisante se realizO6 a partir de

la

amplificacion del ADNc utilizando los oligonucleétidos especificos

PsFTR-N/PsFTR-C. La extraccion de ARNm de hojas de guisante y la

sintesis del ADNc se llevo a cabo siguiendo los protocolos descrito en el

capitulo “Materiales y Métodos”. El resultado de la PCR fue un unico

fragmento de 322 pb, que se subclono en el vector pPGEM-T®easy.

La secuencia nucleotidica que se ha obtenido se compard con la
secuencia nucleotidica de G. max en el siguiente esquema:

GmFtr ATGACCACCCAAGCTTCCACCTTCGCCGTCGCCGTTCCCTCCGTCGCAACCCCTTTCCGC 60

PsFtr = - CCTTCGCCGTCTCCGTTTCTTCTATCGCATCCCCTCTCCGG 51
*khkkkkkkkkkkkk *kkkk Kk k% *kkkkk Kkhkkkk Kkkk*k

GmFtr CGCCACCGGAATCCCTTCGTTGTTCGAGCCCAAGCGGAACCTTCAGATAAATCCGTTGAA 120

PsFtr CGCCGCCGCAACTTCCCCGTCGTACGCGCTCAAGTGGAACCATCTGATAAATCAATTGAA 111
*kkkk Kkkk kK * *kkk kk kk Kkk Kkkkk Kkkkkkk Kkk Kkhkkkkkkk * Kk Kk Kk Kk
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GmFtr

ATTATGAGGAAGTTCTCAGAGCAATACGCCCGTAAGTCAGGAACATACTTTTGTGTTGAC

180

PsFtr ATTATGAGGAAGTTCTCAGAGCAATATGCCCGCAAATCAGGAACATACTTTTGTGTGGAC 171
ok ok kkkkkkkk kA kkkkkkkkkhkhkkk XAk kk Kk hhkhkhkhkhkkkxkkkkkkkkkkk *k*
GmFtr AAGGGGGTCACTTCTGTTGTTATCAAGGGGTTGGCTGACCATAAAGATACGTTGGGTGCA 240
PsFtr AAAGGAGTAACTTCTGTTGTTATCAAGGGTTTGGCTGACCATAAAGATTCATTGGGTGCA 231
Kok kk kk Kk A Ak kkkkkkkkkkhkkkk Ak kkkkkkhkhkkkkkxkkk K Khokkkkkkk*
GmFtr CCACTGTGCCCTTGCCGGCATTACGATGATAAAGCTGCTGAGGTTGCACAAGGATTTTGG 300
PsFtr CCACTCTGCCCTTGCCGGCATTACGACGATAAAGCTGCCGAGGCTGCACATGGATTTTGG 291
Kok okokk kkkkk A Ak kkkkkkkkhkhkhkk XAk hkhkkkhkk *hkhkk XAk kkk Khokkkkkkkx
GmFtr AATTGCCCTTGTGTTCCCATGAGAGAGAGGAAGGAGTGCCACTGCATGCTATTTCTCACA 360
PsFtr AATTGCCCGTGTGTTCCCATGAGAGAGAGGAAGGAGTGCCA----——-————————————— 332

R R I I Ik S I b I I I b b b I I I I I I I b I I I Ik I I i I I

Fig. 34.- Alineamiento que compara la secuencia nucleotidica obtenida para Ftr de guisante frente a la

secuencia de Glicina max.

Como se puede observar en la figura 34, los oligonucle6tidos PsFTR-
N/PsFTR-C amplificaron de forma especifica una secuencia nucleotidica
que es semejante a sus homologas en leguminosas. En lo que respecta a la
secuencia aminoacidica, se ha comprobado que la homologia corresponde a

un 95 % con respecto a la secuencia aminoacidica de GmFTR (Fig. 35).

PsFTR --—————- FAVSVSSIASPLRRRRNFPVVRAQVEPSDKSIEIMRKFSEQYARKSGTYFCVD 53
GmFTR MTTQASTFAVAVPSVATPFRRHRNPFVVRAQAEPSDKSVEIMRKFSEQYARKSGTYFCVD 60

hhkk ek Kekeokeokhkkhkohkhk khhkhhk hhkhkhkhkhkohkhhhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhk

PsFTR KGVTSVVIKGLADHKDSLGAPLCPCRHYDDKAAEAAHGEFWNCPCVPMRERKEC-—————— 106
GmFTR KGVTSVVIKGLADHKDTLGAPLCPCRHYDDKAAEVAQGFWNCPCVPMRERKECHCMLFLT 120

R R Rk kI kb Ok I I RN b b b b b I b I 2 I I I Ik 2 S SR SRRk kI Ik i i

Fig. 35.- Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de FTR de Glicina max y FTR de Pisum

sativum.

7.c.- Patron de expresion en tejidos de guisante

Para analizar el patréon de expresion de los diferentes tejidos de
guisante, se han utilizado muestras de hojas, tallo y raices de plantulas de
tres semanas de edad después de iniciar la germinacion. En el caso de las

flores (6vulos, estambres, pistilos y polen) se dejaron crecer las plantulas de
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Resultados.-

guisante durante 2 meses hasta obtener los botones florales. Se eliminaron
los sépalos y pétalos para utilizar solo los oOrganos sexuales (ovulo,
estambres, pistilo y estigma) de la planta. Finalmente, las semillas se
tomaron directamente de la caja comercial y se pusieron en agua durante un
dia antes de macerar. Todo el material vegetal se congel6 rapidamente en
nitrogeno liquido, salvo en el caso de las semillas. La extraccion del ARN y
la sintesis de la hebra de ADNc de cada una de las muestras se realizaron
siguiendo el protocolo de “Borato Caliente” descrito en el capitulo de
“Materiales y Métodos”. Se ha utilizado la pareja de oligonucleotidos
PsACT-F/PsACT-R, obteniendo un fragmento de 495 pb perteneciente al
gen de B-actina de Pisum sativum (X67666), como control de la sintesis de
ADNeCc. A continuacion se procedio al andlisis de las muestras de los tejidos
amplificando los fragmentos de PsTrx f, PsTrx m/ y PsFtr utilizando las
parejas de oligonucledtidos especificas descritos anteriormente y el ADNc

obtenido anteriormente para cada tejido.

H T R S F

PsTrx f

] P<Trx
o F
XY sact

Fig. 36.- Estudio de expresion por RT-PCR en diferentes tejidos de guisante: hojas (H), tallo (T),

raices (R), semilla (S), y flores (F) para los genes PsTrx f, PsTrx m1, PsFtry PsAct.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 36 y se observa que
hay expresion de ARN de las TRXs en todos los tipos de tejidos, siendo esta
mayor en los tejidos fotosintéticos como son hojas, tallos y semillas.

Ademas, se aprecia expresion de ambas tiorredoxinas cloroplastidicas en
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raices y en flores. Hay que indicar que la expresion en raices es menor que
en cualquier tejido, probablemente debido a que es un tejido heterotrofico.
En todos los tejidos ensayados se observa la presencia de transcritos para
FTR, en este caso de nuevo con menor cantidad en las raices. Asi se ha
comprobado que ademads de la presencia de las TRXs cloroplastidicas /'y m1
en los tejidos no fotosintéticos, se encuentra, el sistema mas utlizado por las

plantas para regenerar la actividad catalitica de las TRXs.

A.8.- Estudios de expresion mediante western blotting.

8.a.- Preparacion y titulacion de los anticuerpos anti-TRX f y anti-

TRX m1 de guisante.

Ademas de confirmar la presencia de la expresion del mensajero de
ambas tiorredoxinas cloroplastidicas en los distintos tejidos estudiados, es
importante poder comprobar igualmente la existencia de la proteina de cada
una de las TRXs cloroplastidicas en los diferentes tejidos descritos. Para
ello, se ha llevado a cabo a una inmunodeteccion mediante western blot de
las diferentes TRXs cloroplastidicas en diferentes tejidos de guisante.

Para la obtencion de anticuerpos policlonales frente a las TRXs f'y m!
cloroplastidicas de guisante, en primer lugar se han obtenido las proteinas
recombinantes correspondientes por sobreexpresion de dichas proteinas en
E. coli. Los anticuerpos fueron preparados en el Centro de produccion y
Experimentacion Animal de Sevilla gracias a la inoculacion de varias dosis

de las proteinas purificadas a los conejos.
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Resultados.-

El titulo de cada uno de los sueros se determin6 preparando diluciones
seriadas que iban desde 1:200 hasta 1:10000 tanto del anticuerpo especifico

frente a cada una de las TRXs como de cada uno de los sueros preinmunes

correspondientes.
(= (=
[= S = R = R (= B R R
(=== = =~ === = =
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Fig. 37.- Western blot mostrando las diferencias en la deteccion entre el suero policlonal y el suero
preinmune: A) en el caso de la PSTRX f'y B) en el caso de PsSTRX m /. En la parte superior de cada

dibujo se presenta la dilucion utilizada del anticuerpo.

Como se comprueba en la figura 37, los sueros preinmunes no dieron
reaccion de reconocimiento con las TRXs. Sin embargo, si se puede
observar una sefial en torno a 50 KDa en la figura 37A que no va a interferir
con la sefial de las TRXs. En cuanto a los anticuerpos especificos para cada
una de las proteinas han originado una Unica banda a la altura esperada del
tamafio de las TRXs (12-14 kDa). Finalmente se ha definido la dilucion de
trabajo mas adecuada para nuestros estudios a 1:3000 para ambos
anticuerpos.

A continuacion, se realizd un “dot blot” para comprobar la

especificidad de estos anticuerpos frente a otras isoformas de las TRXs y la
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sensibilidad de los propios anticuerpos (Fig. 38). Para ello se dispuso en una
membrana de nitrocelulosa una serie de gotas con cantidades decrecientes
de cada una de las proteinas cloroplastidicas TRX f'y TRX m/ purificadas,
asi como de las TRXs citosolicas TRX 47 y TRX h2 procedente de nuestro
laboratorio y las proteinas TRX /43 y TRX /4 donadas por el laboratorio de
la Dra. Montrichard, todas ellas de guisante. Luego se ha enfrentado cada
una de las proteinas con los distintos anticuerpos obtenidos contra PsSTRX f
y PSTRX ml y se ha comprobado como el anticuerpo frente a TRX f es
especifico para esta isoforma y es capaz de detectar hasta 3,12 ngr de esta
proteina y solo reconoce levemente a PsTrx 42 y PsTrx A3 a partir de 100
ngr de éstas proteinas, mientras que en el caso del anticuerpo frente a TRX
ml es capaz de detectar la proteina con una sensibilidad similar a la anterior,
y s6lo reconoce a PSTRX fen presencia de elevadas cantidades de TRX f,

asi se observa una reaccion débil a partir de 50 ngr de proteina.

ngr de proteina ngr de proteina

100 50 25 125 6,25 3,12 100 50 25 12,5/ 6,25 3,12
PsTRXh1 bl ’
PsTRXh2 PsTRXh2
PsTRXh3 PsTRXh3
PsTRXh4 PsTRXh4 :
PSTRXf @ @ ® © PSTRXf
PsTRXm1 PsTRXm1| ® ® ©

anti-TRXf anti-TRXm1

Fig. 38.- Especificidad de cada uno de los anticuerpos de cada TRXs cloroplastidica hacia el resto de
las TRXs cloroplastidicas y citosolicas de guisante. La dilucion utilizada de cada anticuerpo ha sido

1:3000 para cada anticuerpo.
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Resultados.-

8.b.- Patron de expresion en diferentes tejidos de guisante de PSTRX f

y PSTRX m1.

Extractos proteicos de semilla, flores, hojas, raices y vainas se
utilizaron en una electroforesis en gel de acrilamida SDS-PAGE al 15 % y
transferidos a dos membranas de nitrocelulosa. Cada una de ellas fue
incubada con una soluciéon que contenia cada uno de los anticuerpos

policlonales anti-TRX f'y anti-TRX m/ a una dilucién 1:3000 en TBS.

# | PSTRXS
PSTRXm 1

Fig. 39.- Deteccion de las proteinas PSTRX /'y PSTRX m 1 en diferentes tejidos de planta de guisante,
semilla (S), flor (F), hojas (H), raices (R) y vaina (V).

Tras el revelado mediante quimioluminiscencia y posterior exposicion
en la placa fotografica se observa una mayor cantidad de proteina de TRX f
y ml en hojas y vainas, y en menor cantidad en semillas y flores, existiendo

una senal méas débil en raices.
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B.- REGULACION POR LUZ.

Para comprobar el papel que la luz ejerce en la expresion de las
proteinas TRX /'y TRX m/ de guisante en primer lugar se ha optado por
estudiar los niveles de transcritos de cada una de las proteinas a lo largo de
dos dias en las que se han ido recolectando muestras a distintos tiempos. El
fotoperiodo durante el primer dia fue de 12 h luz/ 12 h oscuridad,

manteniéndose la luz continua durante el segundo dia.

B.1.- Niveles de expresion de PsTrx [v PsTrx ml.

En trabajos anteriores llevados a cabo en nuestro grupo de
investigacion, se ha confirmado que los niveles de expresion de los ARNm
de las Trxs estdn relacionadas con la luz, describiéndose que estos eran
mayores durante el periodo de luz que durante la noche (Pagano, E.A., y
cols. 2000). Pero no se ha definido si esa relacion entre la luz y la expresion
de las TRXs cloroplastidicas es directa o esta mediada a través de un reloj
circadiano como ocurre con numerosos genes relacionados con la
fotosintesis, lo que permite optimizar el proceso de desarrollo de la planta
(Dodd, A.N., y cols. 2005).

Asi, se decidid estudiar los niveles de transcritos de PsTrx /'y PsTrx
ml mediante Northern Blot en el que se utlizaron 15 ug de ARN total de
cada una de las muestras tomadas cada tres horas durante 2 dias
consecutivos con un fotoperiodo de 12 horas de luz y otras doce horas de

oscuridad el primer dia, durante el segundo dia, la iluminacién fue continua.
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Resultados.-

Oh 12h 24h 36h 48h

| | I | “ | I | | [ | [ [

Dia 1 Noche 1 Dia 2 Noche Subjetiva

Fig. 40.- Esquema de la toma de muestras en el estudio de expresion por ciclo circadiano de

las Trxs cloroplastidicas de guisante.

1.a.- Sintesis de las sondas.

Ademas de sintetizar las sondas para cada una de las cadenas que
codifican para las Trxs cloroplastidicas, se prepard una sonda control a
partir del gen PsCab (AY845253), ya que se sabe que es una proteina cuya
expresion esta bajo el control del ciclo circadiano.

El ARN extraido de hojas de guisante se sometid a una reaccion de
RT-PCR utilizando los oligos especificos TrxfbN/TrxfbC, TrxmN/TrxmbC
y Cabl/Cab2 para obtener los fragmentos de ADNc que corresponde a las
regiones que codifican para las proteinas de interés PsTrx f, PsTrx ml y
PsCab. Los fragmentos obtenidos se purificaron del resto de la reaccion de
PCR mediante una extraccion fenolica (Apartado B.8.- de Materiales y
Me¢étodos), resultando tres fragmentos de una longitud de 565 pb para el caso

de PsTrx f, 535 pb para PsTrx m/, y de 511 pb para PsCab.
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MW Trx f Trx ml

1018 pb 600 pb
517 pb 500 pb
396 pb 400 pb

298 pb
220 pb

300 pb
200 pb

100 pb

Fig. 41.- Se muestra el resultado de la purificacion en gel de agarosa al 1,2 % de los fragmentos de
PsTrx f, PsTrx m1 y PsCab, tras amplificacion por PCR, que han sido utilizados para la sintesis de las

sondas en los experimentos de Northern Blot.

Una vez obtenidos los fragmentos que codifican para cada uno de los
genes de interés, se marcaron las sondas mezclando 25 ngr de las mismas y
20 uCi de dCTP-o°P en un vial de reaccion REDIPRIME II (GE
Healthcare) y siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las sondas se
almacenaron a -20 °C hasta su utilizacion.

El resultado de la hibridacion mediante la técnica de Northern Blot

para el caso de PsTrx £, PsTrx m/ y PsCab fue el siguiente:

Oh 12h 24h

PsCab e wn e o v o v e &
PsTrx ml - D

18s

Fig. 42.- Resultado del estudio mediante Northern Blot de la expresion de los genes PsTrx f, PsTrx
ml y PsCab a lo largo del experimento. Las bandas de 18s indican la cantidad cargada en el gel de

cada muestra.
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Resultados.-

Las bandas obtenidas en la reaccion de Northern Blot se cuantificaron

y el resultado ha sido el siguiente:

S P ——

3,so|_ R

3,00

Expresion Relativa

0,00 +
( 2 18 2

Tiempo ()

Fig. 43.- Esquema que representa la oscilacion a lo largo del experimento del gen PsCab. En la parte

superior se indica el resultado del Northern Blot, mientras que en la parte inferior se representa con

colores las condiciones de iluminacion.

Como se puede observar en la figura 43, a lo largo del fotoperiodo el
gen cab mostrd una expresion de su ARN mensajero oscilante, cuyo pico de
maxima acumulacién se encuentra en la mitad de la fase luminosa para
descender en el periodo de oscuridad e iniciar el aumento de nivel al final
del mismo periodo de oscuridad para volver a alcanzar un maximo hacia la
mitad de la fase luminosa. Durante la noche subjetiva la expresion del gen
cab decrece. Estos datos indican que cab, como ya se habia comprobado en
otros estudios, esta regulado por el reloj circadiano y que los datos que
resulten del andlisis de la expresion de las Trxs son validos, al ser cab un
buen control de la evolucion del experimento (Kloppstech, K. 1985;

Kellmann, J.W., y cols. 1993).
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1.b.- Niveles de expresion de ARNm y proteinas de PsTRX fy
PSTRX m1.

Ademas de la determinacion de los niveles de expresion de los
transcritos, se determind el contenido de proteina a lo largo del fotoperiodo
ya que permite determinar posibles modificaciones post-transcripcionales.
Para ello se procedio a tomar muestras en las mismas condiciones y en los
mismos tiempos que para el estudio de expresion de ARN. Los resultados
obtenidos coincidieron con los resultados obtenidos en los estudios
mediante Northern Blot, en los cuales se alcanza un méximo de expresion
en mitad del periodo de luz, y manteniendo la oscilacion durante el periodo
de noche subjetiva, en mitad de la cual, el nivel de expresion es minimo.

Como se observa en la figura 44A, la cantidad de ARNm para PsTrx f°
varia a lo largo del periodo de dia y noche aumentando durante la primera
fase hasta la mitad del periodo de luz con un pico de expresion a las 6 horas,
momento en el cual empieza a disminuir hasta un nivel basal durante el
periodo de oscuridad. Los niveles de expresion aumentan en el periodo de
luz del segundo dia del experimento, alcanzando un méaximo entre las 30 y
36 horas coincidiendo de nuevo en la mitad de la fase luminosa, a partir de
ese momento vuelve a disminuir en la fase de noche subjetiva.

Este patron oscilatorio se repite cuando se analiza el contenido de
proteina TRX f. En este caso los maximos se detectan en los periodos de luz
a 6y 36 horas de las fases de luz para llegar a unos niveles minimos durante

la fase oscura o la fase de noche subjetiva.
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Resultados.-
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Fig. 44. Figura que representa los niveles A) de transcritos de PsTrx /'y B) de proteina de PSTRX f
durante el experimento de ciclo circadiano. En la parte superior de cada figura se expone la sefial
obtenida para cada muestra en el experimento de Northern Bloty Western Blot, respectivamente. En
la parte inferior de las figuras, se representa con color las condiciones de iluminacion de cada periodo

del experimento.
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En el estudio de la expresion de PsTrx m/ se ha comprobado que
mantiene la misma respuesta oscilatoria observada en el caso de PsTrx f.
Alcanza un maximo de expresion durante los periodos de luz, a las seis
horas en la primera fase y entre las 28 y 30 horas de la segunda fase de luz,
para disminuir y mantener unos niveles bajos durante el periodo de
oscuridad y noche subjetiva.

El efecto oscilatorio del contenido de proteina TRX m1 se mantiene
igualmente a lo largo del fotoperiodo establecido, con unos maximos de
sintesis de proteina a las 6 horas y 30 horas del periodo de iluminacion.

Los resultados obtenidos muestran claramente que la expresion de
ARNm y la sintesis de proteina de ambas PsTrx cloroplastidicas comparten
una regulacion por luz mantenida por la oscilacion del reloj interno de la

propia planta de guisante.
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Resultados.-
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Fig. 45.- Figura que representa los niveles A) de transcritos y B) de proteinas de PsTrx m/ durante el

experimento de ciclo circadiano. En la parte superior de cada esquema se presenta la sefial obtenida
para cada muestra en el experimento de Northern Blot'y Western Blot, respectivamente. En la parte
inferior de los esquemas, se representa con color las condiciones de iluminacion de cada punto del

experimento.
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B.2.- Papel de los elementos cis de las regiones de los

promotores implicados en la regulacion por luz de PsTrx [y

PsTrx ml. Especificidad en la union del factor de

transcripcion CCAl vy los elementos reguladores.

2.a.- Estudios in silico de las secuencias reguladoras de PsTrx f'y
PsTrx ml.

Como se ha indicado en el capitulo anterior, las bases de datos de los
elementos reguladores han revelado que los que estan implicados en la
regulacion de los genes a través de la luz son los mas numerosos en las
secuencias promotoras aisladas para ambos genes de Trx. El analisis
también identifico un elemento conocido como “Evening Element”, que esta
implicado en la regulacion de la expresion por luz bajo el ciclo circadiano
(Harmer, S.L., y cols. 2000). La secuencia de este elemento es AGATATT,
y se sabe que el factor de transcripcion CCA1 se une a el induciendo la
expresion de los genes que alcanzan un méaximo de expresion hacia el final

del periodo de luz.
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Resultados.-

-394 5° —GTAAACAAATAAACC%CATTGCGTGATTCATATATAATAACTATAAAATT

-344 TTGCTCCA’I‘AAAATTATTTGTTGTTGTTTATATTTGCGATAG
-294 TAAAG AAARAGHGATATTCGAAGGGAATCTTGGCATCCAATTA
-244 TCCGGAAGAATGGTCAAAACTCTCCTAAAAAAATCAGAAAAT
-194 (GTAATATTATATCCAAGCCTGGGCGATTTCACTAATTCCAACTTCTCTT
-154 TCATTCCTTTACGATTGTGTTTCATTGAATTTACTAACATCACCCTCATT
-144 TTCGCGATCAAAATAATTCCATACACAGACTTCAIgSGGCAGCACCGTATT

-94 TTCAATCATCACACCCACTCTTCCTCCTCTTCACATCCACCACCACACTT

-44 TCATATCTCAGTCCAATTCTCCACTCTTGG‘IETTCCCCACATCAATG— 3’

Fig. 46.- Secuencia promotora aislada para PsTrx . Las cajas en color azul resaltan los elementos

reguladores relacionados con la luz segiin la base de datos PLACE y PlantCARE. En negrita y

subrayado se resalta el elemento “Evening Element” relacionado con el ciclo circadiano encontrado

en el promotor de PsTrx f. Las flechas indican la posicion de los oligonucledtidos utilizados en la

obtencion del fragmento entero y truncado del promotor de PsTrx f.

En el promotor de PsTrx f el se ha localizado un solo EE la posicion

-326 pb. Sin embargo, al ser mas larga la secuencia reguladora de PsTrx m/

no ha sido sencillo delimitar las regiones importantes relacionadas por la luz

en base a los resultados obtenidos in silico ya que en ella se encuentran

numerosos elementos relacionados con la expresion con la luz. Los EE se

han detectado en la posiciones -823 pb.

57 - GICCTTGGTGCCTCTCAAAGE
AAATTTTTGTTAAAAGCTATGCATCEACTTTGARAATTTGTATCACGAACTACGATGTTTT
GATCCETCATTTTTATGTTGGTACGTAGGCACAAGTCCGAAGGTCTTGTCARACACAAAL
ATATAATTAATGAATTCTCTTCTCATCCCCTCAGTCTATTTGTTTGTAAACATFACTTIG |
TACAAAATACATATGCACACAAAAAAGGGCTCCCTAGGAGTACCTAGGACACTTTGGETG
CTAACACCTTCCCTCTATGTAACCAACCCCCTTACCTGTAATCTCTGACATTTTATTAGT

TTTGATTTGAAAACTTCTTACTTTTGGGTTTTGTTCATACTTTTTCECTTTTCCCTTGGA
AACGAAAAAAGLGCGGGGGCGACTCTTGTTATTTGATGCCTTGCTTATCCATAGCTCGAT
GATCATGAATTTACCGCTACAATCACTTATATTAAATATGTAGTAGTTTAAAATTGTTGT
ATTTTTAAAAATTGATAGACGTTTATTTTTTAAAATATATAAATATATATTGCGCGGGTA
TGGGGCGTGGTGGGTACTAAGGTGCACATCTCTGCTTATT TAAGTGGGTAATTACCCGAG
CTCGTGCCTGTTCCCATTTTTATGGATTTTTACCCTACTAATTETGGATACCCATTGGGG

-1854
-1794
-1734
-1674
-1614
-1554
-1494
-1434
-1374
-1314
-1254
-1194
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ATGAGTCAAACTATCATCCTTAGAAGTAAGAAACATAAACACAAATATAAATAGAGAAAT -1134
TCAGATTTTGTTATTCATATTAAGGGTTTGGATTTJGAAATT TGGATTACACGCAGAGAG -1074
TAAAAACCAGACGAAACGTCAACCTTAATCCTCAATTGTCCCAATTTTATACCAATTTAA -1014
GTAGGAATTACATTTTTATTGGATATAATCTAATGTAGCTTAACTATAATCTATTAAGCT -954
ATTAAGGAGTTACGTGTATAAAAAATCATAAAAAGTTAA GAGAAACTTATCAAAT -894
ATGAGAGACGAATGTGCTTAATTTGAAGGCGTAGAAGTTGATGAAGTATTTGATTTGAAT -834
GAACATAAGTAGATATTGAAAGCAAGATTGAAAAAAATGTTTGATTCAAATGAGCGAGAG 774
TTTTGCTCTGCTCTTGAGAGAAGTTAAGAAGTTGGTTTCAAAAGTAATGGAATGTGGAGG -714
GAAAGATTGTATATGCACACTCGAATAAATGTGTCATAATATTAACATTCGAAGGTTGAA -654
TCTGGGATTTCCAATCTTTGAACTGATTTTTTTACTTGTATTTGCCGTGTTTGCTAAGAT -594
GGAGTTTGTTGTGATTAAAAATGAATTTAAATTTCAATGCTCCGGACTTATTTTTTACTT -534

CTATTTCCACATGTTTCTGAEXEAGAGTTTGTGTTTAGGGTACATTSEGATTTTATTTTT -474
AGATTTTAAGAATATTTTTAAAATTCCGTTATGGTGAATGAGTAATATATGAGGTGCAAT -414
AAACAATGTTCAATAAAATCAAGAAATCCTCACCAATTTACTATGTAAAATTAACAAGAA -354
CAACATGATCAAACCTTTCAAACCTAGATCCAATAGTTAATGAATTTTAACTAAATAATT -294
AAATTCAAATAGTCAATAAACTTTTCATTAAGCTCGCATAAAGAGTTTCTAAATTTGATC -234
TCTATTTTTAAATCTAATTTGTAAAGTTTTATTTACACCTCCCTACTAAAATGTGAAACA -174
AAACCCCCCAGAGAAGAGAAGAGGATTTTGAMTGTGGAGAM‘TETAGTGGG -114
GACAGAAAGGAGAGAGAGGATTGAAAACCTAAATAACATCCACATGAATCCAAGCCAE%T -54

CATAACCTCACAATCTCAAATAATATCCAGTTACAAACACACTTCACAATTTCATCATAC +7
CCAACAAATTAAAAACCGCCACAACACTQGAAGCTTATCCACAACAAGTGCTGAAAACCC +67

TCCCCCAAACTATTCAGTAGAGTTACAT%CACKGAAAAH‘AACATG — 37 +112

Fig. 47.- Secuencia promotora aislada para PsTrx m/ . Las cajas en color azul resaltan los elementos
reguladores relacionados con la luz segiin la base de datos PLACE y PlantCARE. En negrita y
subrayado se resaltan los elementos “Evening Element” y CBS (en las posiciones -1131 pb, -809 pb, -
710 pb y -473 pb) relacionados con el ciclo circadiano encontrado en el promotor de PsTrx m1. Las
flechas indican la posicion de los oligonucleétidos utilizados en la obtencion del fragmento entero y

truncado del promotor de PsTrx m1.

2.b.- Seleccion de plantas transformadas.

Siguiendo las indicaciones descritas anteriormente en esta tesis, se

han seleccionado al menos dos lineas transgénicas diferentes de A. thaliana
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Resultados.-

que contienen cada una de los fragmentos de los promotores de distinto
tamafio de PsTrxf'y PsTrx m1.
En el apartado anterior de “Resultados” (Ver apartado A.4.-), se ha

descrito la seleccion de estas lineas transgénicas.

2.c.- Estudio de los niveles de expresion de ARNm de GUS.

Con el fin de determinar los elementos responsables del control por la
luz de la expresion de PsTrx f'y de PsTrx ml, se han utilizado las lineas
transgénicas con las secuencias promotoras completas y delecionadas para
delimitar las regiones implicadas en esta regulacion. Las plantas de A.
thaliana se recogieron en la mitad del periodo de luz, es decir a las seis y 20
horas de iniciarse la fase luminosa, a las seis horas de iniciarse el periodo de
oscuridad, y a mitad del periodo de noche subjetiva. En estos tiempos se
sabe que las proteinas en estudio alcanzan el maximo y el minimo en los
niveles de expresion de ARNm y de proteinas, como se ha podido ver en los

experimentos anteriores.

Oh ‘ 12h # 24h * 36h ‘ 48h
| | | | | | | | r | | | | | | | |
Dia 1 Noche 1 Dia 2 Noche Subjetiva

Fig. 48.- El esquema muestra, con flechas, las horas, a lo largo del experimento, en las que se han
recolectado las muestras de las plantas transgénicas de 4. thaliana que contienen las diferentes

construcciones de las secuencias de los promotores, enteros o truncadas, fusionados al gen GUS.

Las muestras recolectadas se procesaron macerandolas con nitrégeno
liquido y se extrajo el ARN total mediante el método de Borato Caliente. A

continuacion se sintetizo la hebra de ADNc y se analizo la expresion del gen
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B-Glucuronidasa en cada una de las lineas de plantas transgénicas a lo largo

del experimento por RT-PCR:

pBI101::GUS Mf1::GUS f2::GUS

Relativa

Expresion

Dia Noche Dia Noche

Subjetiva

Fig. 49- Cuantificacion de la reaccion de RT-PCR sobre las diferentes lineas transgénicas en relacion

a la secuencia promotora de PsTrx f.

Como se observa en la figura 49, las plantas transgénicas que
contienen la construcciéon control (sélo el plasmido pBI101::GUS sin
secuencia reguladora) han mostrado unos niveles de expresion basales
minimos. Con la construccion PsTrx f (f1::GUS) los niveles maximos de
expresion alcanzados ocurren en las muestras recolectadas en la mitad de la
fase de luz, mientras que en el periodo de oscuridad y de noche subjetiva los
niveles decayeron de 5 a 7 veces con respecto a la fase luminica. Se puede
comprobar ademds, que en el periodo de noche sujetiva la expresion es
idéntica al periodo de oscuridad, corroborando la regulacién por ciclo
circadiano del gen f-glucuronidasa bajo el control de la secuencia
reguladora de PsTrx f aislada. Esta regulacion por luz se pierde en las

plantas que llevan la secuencia reguladora delecionada (f2::GUS), y cuyos
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Resultados.-

niveles de expresion son semejantes durante el dia y la noche y similares a
los exhibidos por las plantas transgénicas con la construccion pBI101::GUS

control.

W pBI101 EM1-GUS M2-GUS W M3-GUS EM4-GUS I M5-GUS
10,0 4
9,0
8,0
7,0
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0

Expresion Relativa

Dia Noche

Fig. 50.- Cuantificacion de la reaccion de RT-PCR sobre las diferentes lineas transgénicas en

relacion a la secuencia promotora de PsTrx m 1.

En el estudio de las plantas transgénicas que llevan la secuencia del
gen B-glucuronidasa bajo el control de las regiones promotoras de PsTrx m/
entera o truncada de forma seriada solo se pudieron analizar las muestras
recolectadas a las 6h y 18h, correspondientes al periodo de dia y de noche
respectivamente. Se observa que los niveles de expresion de m1::GUS son
maximos después de 6 horas de iluminacién y decrecié un 31% al pasar a la
fase de oscuridad. El patrén de expresion fue similar en plantas que llevaban
m2::GUS, con alta expresion durante la luz que decrecié un 33% durante la
noche. Las construcciones m3::GUS y m4::GUS mostraron niveles de
expresion casi idénticos durante el dia y la noche, con decrecimiento en la

transicion luz/oscuridad de solo un 10% y 4% respectivamente. La
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regulacion por luz desaparecid practicamente con m5::GUS cuyo nivel de
expresion es comparable al de las plantas con la construccion pBI101::GUS.
A excepcion de m5::GUS y de forma sorprendente, las deleciones seriadas
de los promotores en respuesta a la luz mostraron un aumento progresivo de
su expresion a medida que la secuencia se acorta. En plantas con el
promotor PSTRXm4::GUS, la expresion de ARNm fue 5 veces mas alta que
la expresion de ARNm de PsTRXm1::GUS. Similar patron de expresion
ocurre en las muestras tomadas durante el periodo de oscuridad. Este ultimo
estudio no se ha podido completar con una segunda fase de 24 horas con luz
continua, aunque estos datos muestra como la construccion MS5::GUS pierde
la regulacion por luz, y con ella la regulacion por ciclo circadiano.

En conclusion con este estudio, se puede comprobar que la expresion
de los transcritos de GUS durante la transicion luz/oscuridad y luz/noche
subjetiva, tanto las secuencias reguladoras de PsTrx f como la secuencia
reguladora de PsTrx m/ parecen estar regulados por la luz asi como por el
reloj circadiano. En algunos casos se ha podido delimitar las regiones
implicadas en dicha regulacion por la luz; estas pueden ademads ejercer un

efecto de induccion o de represion segun que factores se unan a ellos.

2.d.- Ensayos de union al factor de transcripcion CCAl.

Reacciones de union LumrF-CCA1.

Mediante los ensayos de retardo, se ha pretendido demostrar la
funcionalidad in vitro de los elementos relacionados con el ritmo circadiano
presentes en ambas secuencias reguladoras, especialmente los “Evening

Elements” (ATATT). Para estos ensayos se ha utilizado la proteina
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recombinante CCA1 de 4. thaliana procedente del laboratorio del Dr. Angel
Mérida (Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis de Sevilla).

El factor de transcripcion CCA1 forma parte del reloj interno de las
plantas que regula los proceso del ciclo circadiano (Wang, Z.Y. and Tobin,
E.M. 1998; Alabadi, D., y cols. 2002) y se puede unir especificamente al
sitio Evening Element. Para los ensayos de union se disefiaron una pareja de
oligonucledtidos a partir de la secuencia reguladora de PsTrx f que incluye

el elemento EE y que se ha sefialado en rojo en la figura 51:

-394 57 -GTAAACAAATAAACCACATTGCGTGATTCATATATAATAACTATAAAATT

-344 TTGCTCCATAAAATTATTTGTTGTTGTTTATATTTGCGATTGAAAANAAG
-294 TAAAGTGAAAAARAAAAGHGATATTCGAAGGGAATCTTGGCATCCAATTA
-244 TCCGGAAGAATGGTCAAAACTCTCCTAAAAAAATCAGAAAAGGGTAATTY
-194 GETAATATTATATCCAAGCCTGGGCGATTTCACTAATTCCAACTTCTCTT
-154 TCATTCCTTTACGATTGTGTTTCATTGAATTTACTAACATCACCCTCATT
-144 TTCGCGATCAAAATAATTCCATACACAGACTTCAAGGGCAGCACCGTATT
-94 TTCAATCATCACACCCACTCTTCCTCCTCTTCACATCCACCACCACACTT
-44 TCATATCTCAGTCCAATTCTCCACTCTTGGTCTTCCCCACATCAATG

Fig. 51- Figura que muestra la secuencia del LumrF, enmarcada en rojo, sintetizada a partir de los
oligonucledtidos LumFa/LumFs y escogida para llevar a cabo el analisis de union in vitro con el
factor CCA1. La region contiene un elemento “GT1Consensus”, una caja GATA y un elemento

“Evening Element” marcado en negrita y subrayado.

Las reacciones de union se prepararon incubando 50 ng de proteina
CCAL en las condiciones descritas en el capitulo de “Materiales y Métodos”
e incrementando la cantidad de competidores especifico, sonda no marcada
radioactivamente, desde 100 ng a lug , o la cantidad de competidor
inespecifico poli dI/dC en un rango de 1 ug hasta 5 ug. Los resultados
obtenidos en la reaccion de union entre la secuencia LumrF con el factor de

trascripcion CCA1 se presentan en la figura 52:
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Fig. 52- Se muestra el resultado del experimento de union utilizando el fragmento LumrF con el

1 2 3 4

factor CCA1 A): Callel: Sonda libre, Calles 2-5: con sonda no marcada radioactivamente, Calles 6-8:
con competidores inespecifico poli dI/dC. B) Sonda mutada, Calle 1: Sonda LumrF sin CCA1, Calle
2: Sonda LumrF + CCA1, Calle 3: Sonda LumrF-mut sin CCA1, Calle 4: Sonda LumF-mut + CCA1.

Un retraso en el gel del oligo marcado y CCALl indica que existe una
unién especifica entre el factor de transcripcion CCALl y la secuencia del
promotor de la Trx f sintetizada con los oligonucle6tidos LumrFa/LumrFs
(fragmento entre -343 y -312) (Fig. 53). La adicion de un competidor
inespecifico de la union, poli dI/dC, no es suficiente para que la sefial de la
union desaparezca. Ademas, al afiadir sonda fria como competidor
especifico se comprueba que la sefial disminuye proporcionalmente al
aumento de la cantidad de competidor (sonda no marcada). Estos resultados
demuestran el reconocimiento especifico del factor de transcripcion CCA1
por la region del promotor de PsTrx felegido en el experimento.

En una segunda serie de experimentos, se ha pretendido localizar, en

el fragmento LumrF, los posibles ntcleotidos especificos que participan en
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la unidn a la proteina CCA1l. Para ello se ha sintetizado el fragmento LumF-
mut a partir de los oligonucledtidos LumGa/LumGs en los que se sustituido
la secuencia -agatatt- original por -agCtatt- perteneciente al “Evening
Element” (Fig. 53). Se comprueba que al mutar una base de la secuencia EE
de LumrF desaparece la sefial de unioén entre CCAl y LumrF (Fig. 52),
indicando que el nticleotido “a/t” es esencial en el reconocimiento y union

entre CCA1 y “Evening Element” en la secuencia reguladora de PsTrx fde

guisante:
L _2a
1 agtgaaaaaaaaaagag@tattcgaaggg---
LumrF +4++++++++++ R
29 ===cttttttttttctclataagettccctta
28 .
L 28
1 agtgaaaaaaaaaagagftattcgaaggg-—-
LumF_mut +++++++++++ R
29 ===cttttttttttctclataagettocctta
28 .

Fig. 53.-Figura que muestra las sondas utilizadas en las reacciones de union con CCA1l. LumrF se ha
obtenido a partir de la hibridacion de los oligonucledtidos LumrFa/LumrFs, mientras que LumF-mut
se ha obtenido con los oligonucledtidos LumGa/LumGs. Los cuadros en color azul representan los
nucleotidos que forman parte de EE, mientras que en color rojo se ha sefialado la mutacion en EE

relevante para la union.

Reacciones de uniéon Lum2M-CCAL.

Al igual que en el caso de la secuencia reguladora de PsTrx f, se ha
pretendido identificar la region de unidén del factor CCAl a la secuencia
reguladora de PsTrx m!. Para ello se ha seleccionado una region dentro de
la secuencia promotora, entre -833 y -793, con varios elementos implicados
en la regulacion por luz préoximos entre si, incluyendo el Evening Element

tal y como se muestra en la figura 54:

Pig. 183



5’ -AGAGACGAATGTGCTTAATTTGAAGGCGTAGAAGTTGATGAAGTATTTGATTTGAAT -834
GAACATAAGTAGATATTGAAAGCAAGATTEAAAAAAATGTTTGATTCAAATGAGCGAGAG -774
TTTTGCTCTGCTCTTGAGAGAAGTTAAGAAGTTGGTTTCAAAAGTAATGGAATGTGG-3' -714

Fig. 54.- Figura que representa parte de la secuencia reguladora aislada para PsTrx m/. En ella se ha
sefialado los elementos “GATAbox” y “GT1Consensus” regulados por la luz, ademas, seglin las bases
de datos PLACE y PlantCARE. En negrita y subrayada esta la secuencia de EE y CBS. En rojo se
muestra la secuencia de ADN LumM, sintetizada con los oligonucledtidos Lum2Ma/Lum2Ms, para

llevar a cabo la reaccion, in vitro, de union al factor CCAL.

Las reacciones de union se prepararon del mismo modo descrito para
el caso del fragmento LumrF incubando 50 ng de proteina CCA1 en las
condiciones descritas en el capitulo de “Materiales y Métodos” (Apartado
C.5.-) y incrementando la cantidad de competidores especifico, sonda no
marcada radioactivamente, desde 100 a 300 ng, o la cantidad de competidor
inespecifico poli dI/dC en un rango entre 1 ug hasta 5 ug. Los resultados
obtenidos en la reaccion de union entre la secuencia Lum2M con el factor

de transcripcion CCAL1 se presenta en la figura 55:
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Fig. 55.- Se muestra el resultado del experimento de union A) utilizando el fragmento
Lum2M con el factor CCA1; Calle 1: Sonda libre, Calles 2-4: con competidor inespecifico poli dI/dC,
Calles 6-8: con sonda no marcada radioactivamente. B) Sonda mutada, Calle 1: Sonda Lum2MC sin

CCAl, Calle 2: Sonda Lum2MC + CCAL.

Podemos observar que existe una union entre el factor CCAl y la
sonda Lum2M. La especificidad se demuestra en las reacciones de union
correspondiente a las calles 5-7 de la figura 55 en las que la sonda no
marcada radioactivamente es capaz de desplazar la union de CCAl de la
sonda Lum2M marcada. Por otra parte, es necesario anadir al menos 5 ug de
competidor poli dI/dC para desplazar la union CCA1/Lum2M.

Un segundo analisis de la secuencia promotora de PsTrx ml/ ha

localizado un EE que podria también estar implicado en la regulacion por
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ritmo circadiano. Este elemento se encuentra en la posicion -823 pb desde el
inicio de la transcripcion. La sustitucion del nucleétido “a” por una “c” en la
secuencia del “Evening Element” (Fig. 56) del oligo Lum2M ha provocado
una disminucion en la sefial de uniéon a CCA1l (Fig. 55). La pérdida de
intensidad en la sefial de union indica que el nucledtido “a” es importante
para la union a CCALl, pero la no desaparicion completa de la sefial sugiere
que esta sustitucion no es suficiente para que se pierda la capacidad de
unién, y que probablemente sea necesario en la especificidad de union la
intervencion de alguna base adicional del motivo EE o de algin motivo
proximo a este. Serdn necesarias la preparacion de nuevos mutantes para

identificar los nucledtidos del EE de la secuencia promotora de la Trx m/

que intervengan en la unién con el factor de transcripcion CCAL.

. 28 . 48
TTGACATAAGTAGATATTGAARAGCFAGATT 3ARAAAAATGT ——

Lum2M B R R R R e R el e e S T
42

=ACTGTATTCFTCAATAACTTTCGTTCTAAZTTTTTTTACATT
48 . 28 .

- 28 - 48
1 TTGACATAAGTAGETATTGAARAGCFAGATTSAARARAARARTGT——
ul I l B L e L E e
42 =ACTGTATTCFTCGATAACTTTCGTITCTAAZTTTTTTTACATT
L J

40 L4

Fig. 56.- Figura que muestra las sondas utilizadas en las reacciones de union con CCA1. Lum2M se
ha obtenido a partir de la hibridacion de los oligonucledtidos Lum2Ma/Lum2Ms, mientras que
Lum2MC se ha obtenido con los oligonucledtidos Lum2MCa/Lum2MCs. Los cuadros en color azul
representan los nucleotidos que forman parte de EE y CBS, mientras que en color rojo se ha sefialado

la mutacion en EE relevante para la union.
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C.- Regulacion por azucares.

C.1.- Estudios de expresion de PsTrx [ v ml dependientes de

azucares.

En este apartado se analiza la regulacion por azlcares de la expresion
de las TRXs cloroplastidicas f y ml de guisante. Para ello se han
desarrollado varios experimentos con planta completa o con hoja de
guisante que se han tratado con distintos azlcares (sacarosa, glucosa y
fructosa), a diferentes diluciones y bajo distintas condiciones de
iluminacion.

Se inici6 el estudio determinando en primer lugar la actividad
fotosintética cuando las plantas de guisante eran tratadas con los azucares a
lo largo de un dia (12 horas luz /12 horas oscuridad), con el fin de
comprobar el efecto que los azlcares ejercia sobre la velocidad de
asimilacion de CO,. Posteriormente, se cuantifico el contenido de azucares.
Finalmente, se determinaron los niveles de expresion de los ARN
mensajeros de la Trx /'y de la Trx m/ en respuesta a los tratamientos con los

azucares.

1l.a.- Determinacion de la actividad fotosintética.

Tras la fase de noche, plantulas de guisante cultivadas en vermiculita
bajo un fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas oscuridad durante dos semanas

fueron introducidas en tubos de vidrio que contenian diferentes soluciones

Pdg. 187



de azticares (glucosa, sacarosa, fructosa y sorbitol) a una concentracion de
0,1 M. Se hicieron medidas de la actividad fotosintetica de las hojas apicales
de las plantulas de guisante a las 2h, 4h, 8h de la fase luminosa y a las 2
horas después de iniciarse la fase de oscuridad. Para ello se utilizd un
equipo analizador de infrarrojos IRGA (Licor 6400) y a una intensidad de
luz de 1000 PAR y un concentraciéon de CO, de 400 ppm.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 57:

100 ]
80 -
60 -

40 -

20

Asimilacién CO2

-20 -

.40 -

Horas

Blanco = Glucosa == Fructosa =>¢— Sacarosa == Sorbitol

Fig. 57.- Grafica que muestra el resultado de las mediciones de la actividad fotosintética a 1000 PAR
a lo largo del experimento tratando las plantas de guisante con diferentes soluciones de azlicares a una

concentracion 0,1 M.

La tasa fotosintética medida justo antes de iniciar el tratamiento de luz
y azucares reveld unos valores negativos (Datos no mostrados). Al iniciar el
periodo de iluminacion, la fotosintesis aumento rdpidamente hasta las 2
primeras horas de iluminacién en respuesta a todos los tratamientos.

La actividad fotosintética de las plantas mantenidas en agua, glucosa 'y

fructosa incremento aun mdas a tiempos de iluminacion de 4h y 8h, y
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decrecio al iniciar el periodo de oscuridad. Las plantas conservadas en agua
son las que tienen mayor actividad fotosintética a lo largo de todo el periodo
con un maximo que se alcanza a las 8 horas. Este aumento fue un 145% con
respecto al obtenido a las 2h de iluminacién, y posteriormente disminuy6 un
70% en la oscuridad.

Las plantas que han sido tratadas con las diferentes soluciones de
azlcares muestran una menor actividad fotosintética en relacion a las
plantas control, llegando en el caso de las plantas tratadas con sorbitol, a
valores negativos cuando las mediciones se realizan sobre las muestras
tomadas tras tres de iniciarse el tratamiento, indicando que las plantas estan
haciendo fotorespiracion.

La glucosa y la fructosa mostraron un incremento progresivo de su
actividad fotosintética entre las 2 horas hasta las 8 horas de iluminacion. El
maximo de actividad se alcanzdé a las 8h de luz, representando un
incremento de 262% y 190% sobre el detectado a las 2 horas con glucosa y
fructosa respectivamente. Sin embargo, los valores obtenidos estan por
debajo de los del control. En todos los casos, la fotosintesis de las plantas
disminuy6 drasticamente en la oscuridad. A partir de las dos horas de
tratamiento con sacarosa, la fotosintesis de las plantas tratadas con sacarosa
decrecio de forma continua hasta el inicio de la noche. Consecuentemente,
la sacarosa parece inhibir la fijacion de CO, de las plantas tras 2 horas de
luz, e inducir en la fase de oscuridad la fotorespiracion.

Las plantas sometidas a tratamiento con sorbitol fueron incapaces de
fijar CO2, realizando tUnicamente fotorespiracion desde el inicio del

tratamiento.
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1.b.- Determinacion del contenido de azucares.

El contenido de azlicares solubles se determind en las mismas
plantulas de guisante tratadas con distintos azucares mediante la extraccion

alcoholica descrita en el apartado C.6.b.- de “Materiales y Métodos”.

Contenido de glucosa.

Glucosa

140,00 -

120,00 4

100,00 -

Control
M Fructosa
M Glucosa

80,00 -

M Sacarosa
M Sorbitol

60,00 -

umol Glc/mg FW

40,00 -

20,00 -

0,00 -

Horas

Fig. 58.- Esquema en el que se muestra el contenido de glucosa en las hojas a lo largo del
experimento con cada uno de los tratamientos de azticares. La barra superior indica la fase de

iluminacion y de oscuridad del fotoperiodo.

Los resultados que muestra la figura 58 muestra que el contenido de
la glucosa oscila en funcioén del tratamiento al que se ha sometido las plantas
de guisante. Asi, se observa que a medida que va aumentando el tiempo de
tratamiento en glucosa, el contenido de este monosacarido va aumentando
progresivamente, ain en el periodo de oscuridad. Cuando las plantulas de

guisante son tratadas con la solucion de fructosa, se observa un aumento del
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70 % en el contenido de glucosa con respecto a las plantulas control en este
mismo tiempo, aunque a partir de este punto, el contenido de glucosa se
mantiene semejante en relacion con las plantas control. En cuanto al
tratamiento con sacarosa, se observa que contribuye al aumento intracelular
de glucosa en el ultimo punto del experimento hasta duplicar el contenido
en glucosa. El sorbitol afecta al contenido en glucosa en el primer punto y
ultimo en el que aumenta el contenido de glucosa un 86 % a t=2 h y un 153
% a t=14 h. Sin embargo, a t=4 h, el contenido de glucosa en las plantas

tratadas es un 40 % menor en relacion con las hojas control.

Contenido de fructosa.

Fructosa

90,00 -
80,00 -
70,00 -

60,00 -

50,00 - Control
M Fructosa

40,00 - M Glucosa

M Sacarosa

30,00 1 M Sorbitol

umol Fruc/mg FW

20,00 -
10,00 -

0,00 -

-10,00 -

Horas

Fig. 59.- Esquema en el que se muestra el contenido de fructosa en las hojas a lo largo del
experimento con cada uno de los tratamientos de azticares. La barra superior indica la fase de

iluminacion y de oscuridad del fotoperiodo.
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El esquema de la figura 59 muestra que el contenido de fructosa en las
plantas control tratadas con tampén MES, son muy bajos a lo largo de las 14
horas de tratamiento, alcanzando un maximo en el contenido de éste aziicar
a las ocho horas de iniciarse la fase luminosa, y disminuyendo en la fase
oscura, manteniendo una oscilacion semejante al que presenta el contenido
de glucosa. Aunque el efecto de la fructosa en el contenido intracelular de la
hoja es lento, se observa que aumenta a las 4 horas de iluminacion y se
mantiene el contenido de fructosa a lo largo de todo el experimento. La
glucosa ejerce un efecto muy répido en el contenido de fructosa, con un
incremento rapido y constante desde las primeras dos horas de luz a partir
de las cuatro horas de tratamiento hasta el final del experimento, incluso tras
2 horas en oscuridad. En el caso de las hojas tratadas con la solucion 0,1M
de sacarosa, el efecto es mas lento que en el caso de la glucosa, pero tras
ocho horas de tratamiento el contenido de fructosa es casi cuatro veces
mayor que en las hojas control; en la fase de oscuridad se mantiene
constante. En todos los casos, los tratamientos con sacarosa, fructosa y
sacarosa aumentan considerablemente el contenido intracelular de fructosa a
partir de las cuatro horas de iniciarse los tratamientos.

El sorbitol muestras niveles superiores, en comparacion con el
contenido en plantulas control, en los tiempos t=2h y t=14h de 9 y 6 veces
mas, respectivamente, mientras que t=8h, el sorbitol provoca una

disminucion en la concentracion de fructosa del 50 %.
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Contenido de sacarosa.

Sacarosa

250,00 -

200,00 -

Control
M Fructosa
M Glucosa

150,00 -

M Sacarosa
M Sorbitol

100,00 -

umol Sac/mg FW

50,00 -

0,00 -

Horas

Fig. 60.- Esquema en el que se muestra el contenido de sacarosa en las hojas a lo largo del
experimento en cada uno de los tratamientos de azlicares. La barra superior indica la fase de

iluminacion y de oscuridad del fotoperiodo.

La figura 60 muestra la variacion en el contenido de sacarosa en las
hojas de guisante bajo los diferentes tratamientos. El contenido de sacarosa
aumenta de forma progresiva a partir de las cuatro horas de tratamiento,
llegando a superar en 2,5 veces la concentracion de sacarosa en las hojas
control en t=8 y 2 veces mds en t=14. La fructosa modifica el contenido en
sacarosa en el punto medido tras dos horas en oscuridad reduciéndolo a la
mitad.

El sorbitol reduce el contenido de sacarosa a la mitad en t=4h,
mientras que en el resto de los puntos, no modifica la concentraciéon de

sacarosa de un modo significativo.
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El contenido de sacarosa aument6 en las plantas control y tratadas con
glucosa en la Gltima medida, tras dos horas de oscuridad sugiriendo el inicio

de la degradacion del almidon.

Control Glucosa Fructosa Sacarosa Sorbitol

2 Horas 0,39 1,01 0,57 0,51 1,03
4 Horas 0,46 1,02 0,91 0,36 0,59
8 Horas 0,94 1,22 1,36 0,48 0,87
14 Horas 0,32 1,21 1,37 0,41 1,36

Tabla 4.- Relacion hexosas/sacarosa en las hojas de guisante en cada punto del experimento segun

cada tratamiento.

En la tabla 4 se muestra la relacion entre la cantidad de hexosas,
glucosa y fructosa, en relacion a la cantidad de sacarosa segun el tiempo de
tratamiento y la solucidon azucarada con la que han sido tratadas. Como se
observa, a lo largo del periodo de luz, la relacion va creciendo en las plantas
control como corresponde a un metabolismo normal en el que el contenido
en hexosas aumenta y se acumulan para suplir las necesidades metabolicas
de los tejidos sumidero durante la fase de oscuridad en los tejidos
“sumidero” (Gerhardt, R., y cols. 1987). Este hecho se confirma al
comprobarse que tras dos horas en oscuridad la relacion en las hojas control
cae a niveles semejantes a los obtenidos en t=2.

En el caso de la glucosa, el efecto en la relacion hexosas/sacarosa
aumenta desde las primeras horas de tratamiento y se mantiene a lo largo del
experimento e incluso durante las dos primeras horas en oscuridad. Con la
fructosa se obtiene el mismo efecto pero de un modo mas lenta, y mientras

en el caso de las plantas tratadas con glucosa en las dos primeras horas el
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ratio aumenta 2,5 veces, en el caso de la fructosa solo aumenta 1,5 veces.
Sin embargo, la relacion es comparable entre ambos tratamientos en el
punto de t=14h. La relacion que se ha obtenido con sacarosa, si bien es
mayor que el ratio de las plantas control en t=2, se mantiene a lo largo del
experimento y no aumenta como en los casos de las plantulas tratadas con
glucosa o fructosa.

Los datos mas interesantes es que las hojas tratadas con la solucion de
glucosa aumenta el contenido de hexosas desde los primeros instantes del
tratamiento alcanzando un aumento del 70 % en relacion con las hojas
control. Sin embargo, la tendencia en las hojas tratadas con fructosa es
diferente al caso anterior, dado que si bien el aumento en la cantidad de
hexosas a las dos horas del tratamiento es del 42 %, con respecto a las hojas
control, a lo largo del experimento la relacion va disminuyendo hasta ser
superior en las hojas control un 13 % frente las hojas crecidas en la solucién
de fructosa. En el caso de las hojas cultivadas en la solucion de sacarosa, los
efectos resaltan a las ocho horas de tratamiento alcanzando valores de casi
el doble en la relacion hexosas/sacarosa en relacion al contenido en hojas
control. El tratamiento con sorbitol ha modificado la relacién entre
hexosas/sacarosa aumentando en las primeras y ultimas horas del
experimento, mientras que durante el periodo que comprende desde los dos
puntos intermedios del experimento esta relacion ha disminuido hasta la
mitad con respecto a las hojas control.

Hay que resaltar que a pesar de aportar fructosa a la planta de
guisante, la relacion hexosa/sacarosa disminuye. El efecto contrario se ha
obtenido al tratar las plantas de guisante con sacarosa que ha aumentado el
ratio hexosa/sacarosa indicando la hidroélisis de la sacarosa asimilada por las

hojas. En el caso del sorbitol, el aumento del contenido de sacarosa en
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relacion al de hexosas puede ser indicativo de la respuesta de la hoja frente a

los efectos osmoticos de esta solucion.

l.c.- Modificacion en la expresion de los ARNm de las TRXs

cloroplastidicas.

La extraccion de ARN total de cada una de las muestras y la sintesis
de la cadena de ADNCc se llevo a cabo segun el procedimiento descrito en el
capitulo de “Materiales y Métodos” y posteriormente se analizaron las
distintas muestras mediante reaccion de RT-PCR para determinar los niveles
de expresion de mensajero de ambas Trxs cloroplastidicas.

Se ha utilizado como control de carga la sefial obtenida de la
amplificacion del fragmento correspondiente al gen de la 3-actina (X68649)
de guisante con la pareja de oligonucle6tidos PsAct-F/PSACT-R. Para la
deteccion de los fragmentos de ADNc correspondientes a PsTrx f'y PsTrx
ml se han utilizado las parejas de oligonucledtidos rtTrxfC/rtTrxfN y
rtTrxmC/rtTrxmN, respectivamente.

La recogida de muestras se realiz6 al mismo tiempo que la realizada
para analizar el contenido de azucares y la determinacion de la actividad

fotosintética de las plantas.
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Expresion de PsTrx fpor luz v azucares.
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Fig. 61.- Nivel de expresion de ARNm de PsTrx f'a lo largo del experimento bajo los diferentes

tratamientos de azicares.

La figura 61 muestra que el nivel de transcritos de Trx f sube
ligeramente cuando las plantas estdn en solucion control, alcanzando un
maximo de expresion a las 8h y decrece en el periodo de oscuridad. Un
comportamiento similar se observa cuando las plantas estdn tratadas con
sacarosa sin variaciones notables, aunque con un ligero aumento a las 8
horas de tratamiento. A las 2 horas de tratamiento con glucosa, el contenido
de ARNm de la Trx f fue la mitad del nivel encontrado en plantas control.
Sin embargo, tras 4 horas de tratamiento con glucosa y fructosa, los
transcritos de Trx f incrementaron de 4 y 2 veces la expresion detectada a
las 2 horas respectivamente. Este nivel de expresion se mantiene hasta las
ocho horas de tratamiento en glucosa, decayendo en el periodo de oscuridad.
Con fructosa, tras un maximo de expresion a las 4 horas, decrece

rapidamente y se mantiene en los mismos niveles en la fase de oscuridad.
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Los tratamientos tanto con sacarosa como con sorbitol, no parecen afectar la
expresion de la PsTrx f'al no detectar cambios significativos. Tras dos horas
en oscuridad, no se aprecia ninglin efecto de los azucares en la expresion de
PsTrx f. Por ello podemos sugerir que el papel de la luz es necesario para el
incremento de la expresion de PsTrx f cuando las plantas son tratadas con

los azucares.

Expresion de PsTrx ml por luz vy azicares.

PsTrx m1
I

7,00 -

6,00 -
2 5,00 -
E Control
& 4,00 - Glucosa
\g B Fructosa
.g 3,00 1 B Sacarosa
E_ T u Sorbitol
X 2,00 - 1

1,00 1 —u&

0,00

2 4
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Fig. 62.- Nivel de expresion de ARNm de PsTrx m/ a lo largo del experimento bajo los diferentes

tratamientos de azicares.

En las plantas control se detecta un ligero incremento de la expresion
de ARNm de la Trx m llegando al maximo a las 8 horas de luz y
decreciendo un poco a las dos horas de oscuridad (Fig. 62). Un
comportamiento similar se observa cuando las plantas son tratadas con

fructosa. El tratamiento con glucosa 0,1 M induce un fuerte aumento en la
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expresion que se hace notable a las ochos horas de iniciarse el tratamiento,
hecho que se acentiia de forma sorprendente a las 14 horas del tratamiento,
siendo 3 y 4 veces el valor obtenido con plantas control respectivamente.
Sin embargo, la sacarosa es capaz de reprimir la expresion de PsTrx m/ a lo
largo del periodo de luz, pero tras dos horas en oscuridad ejerce el efecto
contrario al que ocurre en el periodo de luz, aumentando el doble el
contenido de transcritos de PsTrx m/. Este hecho puede indicar que tanto la
luz como la sacarosa no participarian de una activacion de forma sinérgica

en la regulacion de PsTrx m1.

D.- Estudio de la expresion de las Trxs cloroplastidicas en

oscuridad.

Dado que en general la expresion de ambas tiorredoxinas no parece
alterarse por la presencia de los distintos azucares en la oscuridad, nuestro
interés nos condujo a comprobar si la induccion observada en el
experimento anterior por parte de los azucares se debia a una activacion
independiente de la luz 6 sinérgica con las hexosas, especialmente glucosa.
Asi, se planted un segundo experimento en el que los tratamientos con los
azucares solubles se llevo a cabo en oscuridad al final del periodo de noche
de la planta, momento en el que el contenido de almidén de reserva
intracelular son bajos, al igual que el resto de azicares solubles: glucosa,
fructosa y sacarosa. Igualmente se selecciond la sacarosa y la glucosa como
azlcares de tratamiento al observar que eran los que producian un cambio
en la expresion de las TRXs cloroplastidicas. Asimismo se fijo la duracion

de los tratamientos en 4 horas.
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En este experimento, ademds se ha pretendido estudiar el grado de
sensibilidad en la respuesta por parte de las TRXs a los azucares. Para ello
se han tratado las plantas con glucosa y sacarosa a unas concentraciones de
10 mM y 100 mM. Ademas de utilizar manitol a 100 mM como control
osmotico del experimento, se ha utilizado DTT a una concentracion de 5
mM para ver la relaciéon que puede existir entre la regulacion de las TRXs
por parte de los azucares y el estado redox del cloroplasto. Asi, tras 24 horas
en oscuridad, hojas de las plantulas de guisante se embebieron en las
diferentes soluciones de aztcares (MES, sacarosa, glucosa, manitol y DTT)
durante un periodo de 4 horas, a través del peciolo, tras el cual se

congelaron las muestras hasta su analisis.

1l.a.- Determinacion del contenido de clorofila.

Dado que este experimento se ha desarrollado en oscuridad,
analizando la incorporacion de los azlcares a través del peciolo de la planta
de guisante, hemos decidido verificar el estado del aparato fotosintético en
las hojas determinando el contenido en clorofila a y clorofila b. Esta
informacién permite examinar si la incorporacion de azlcares reprime la
sintesis de enzimas de codificacién nuclear que participan en el proceso

fotosintético.
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M Clorofila a M Clorofila b

ugr Clorofila/ ml extracto /
mg proteina
o
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()]
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Control G10 G100 Sac10 Sac100 Mntol DTT
Tratamiento

Fig. 63.- Cuantificacion de clorofila a y clorofila b en las hojas de guisante en cada uno de los

tratamientos.

En la figura 63 se muestra que el contenido en clorofilas disminuyen
en todos los tratamientos de aztcares entre un 30 % y un 40 % en la
concentracion de clorofila a, mientras que en el caso de la clorofila b hay
una disminucion entre el 40 % y un 60%. Las hojas tratadas con DTT la
disminucién es menor que en el caso del resto de los tratamientos y solo es
de un 20 % en el caso de la clorofila a y de un 30 % en el caso de la
clorofila b. Estos datos estan en concordancia con los resultados obtenidos
en el experimento anterior en el cual, al actividad fotosintética de las plantas
disminuyen en presencia de un aumento en el contenido de azlicares
solubles en las células vegetales. Este hecho estd en concordancia con los
estudios previos que han descrito la represion en la expresion de los genes
que participan en la fijacion del carbono y la fotosintesis como la subunidad
grande y pequeiia de la rubisco (RbcL/RbcS) (Koch, K.E. 1996; Yu, S.M.
1999; Ho, S., y cols. 2001).
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1.b.- Contenido de azucares.

Se determind el contenido de los azucares solubles de las hojas
tratadas y control para verificar el efecto que las diferentes soluciones de
azucares ejercen en la sintesis de azucares en la hoja de guisante.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Determinacion de glucosa.

GLUCOSA
12,00 -
10,00 -
a
o 8/00 4
£
o
5 6,00 -
9
g 4,00 -
E
2,00 -
0,00 -+ :
Control G1 G100 S10 S100 Mntol DTT
Tratamiento

Fig 64.- Niveles de glucosa en las hojas tratadas con las soluciones de azucares y DTT.

Se observa en la figura 64 que el contenido en glucosa aumenta a
medida que aumenta la concentracion de la solucion de glucosa con respecto
al control. Asi el tratamiento con glucosa 10 mM induce un leve aumento
del 20 % en el contenido de glucosa, mientras que al tratar las plantulas de
guisante con la solucién de glucosa 100 mM aumenta el contenido en 2,5
veces. Solo el tratamiento de sacarosa a una concentracion de 100 mM es

capaz de aumentar el contenido de glucosa en las hojas de guisante un 70 %.
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El manitol también aumenta el contenido de glucosa un 35 % con respecto
el contenido en las hojas tratadas con la solucion control. E1 DTT, al igual
que la soluciéon de sacarosa 10 mM no han modificado sustancialmente el

contenido de glucosa en las hojas de guisante.

Determinacion de fructosa.

FRUCTOSA
1,00 -
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0,80 -
w
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©
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]
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Fig. 65.- Niveles de fructosa en las hojas tratadas con las soluciones de azicares y DTT.

En cuanto al contenido de fructosa, la figura 65 nos muestra que las
hojas tratadas con la soluciones de glucosa aumentan el contenido de
fructosa de manera muy importante entre 8 y 9 veces mas con respecto las
hojas control. Las hojas sumergidas en la solucion de sacarosa 10 mM no
modifica el contenido de fructosa mientras que la solucién de sacarosa 100
mM aumenta el contenido de monosacarido 4 veces con respecto las hojas
control. En el caso de las soluciones de manitol y DTT no se ha detectado

fructosa, y dado la baja concentracion determinada para las hojas control, se
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puede considerar que ambos tratamientos no modificarian el contenido de

fructosa.

Determinacion de sacarosa.

SACAROSA

45,00
40,00 +
35,00

30,00 -
£ 25,00
(8)
& 20,00 -
15,00 -
10,00 -
5,00 -
0,00 ‘

Control G10 G100 S10 S100 Mntol DTT
Tratamiento

ac/mg PF

umol

Fig. 66.- Niveles de sacarosa en las hojas tratadas con las soluciones de azicares y DTT.

La figura 66 muestra como esta vez los tratamientos con sacarosa son
capaces de modificar de forma significativa y han aumentado el contenido
intracelular entre un 46 % y un 90 %. En el mismo sentido, las soluciones de
glucosa han aumentado la cantidad de sacarosa entre un 20 % y un 73 %. El
contenido de sacarosa no se ha visto alterado por el manitol, mientras que el
tratamiento con DTT ha incrementado un 37 % la cantidad de sacarosa
presente en las hojas de guisante en relacion con las hojas control.

Estos datos confirman que los tratamientos han modificado el
contenido tanto de monosacaridos y disacaridos bien por el propio

tratamiento de glucosa y sacarosa per se, como por efectos debidos a las

Pig. 204



Resultados.-

propias del manitol y DTT que van a conducir en alteraciones en la

expresion de la células vegetales (Kolbe, A., y cols. 2006).

Control G10 G100 Sacl0 Sacl100 Mntol DTT

Ratio
HX/Sac

0,20 0,21 0,30 0,15 0,18 0,23 0,15

Tabla 5.- Relacion hexosas/sacarosa en las hojas de guisante en los diferentes tratamientos.

Al comparar los resultados de la tabla 5, se observa que la solucion de
glucosa 10 mM no ha modificado en 4 horas de tratamiento con respecto el
control, mientras que la solucion concentrada de glucosa ha cambiado la
proporcion en un 50 % a favor de las hexosas. Al contrario sucede con las
soluciones de sacarosa, asi la solucion diluida de éste disacarido presenta la
mayor diferencia con respecto las hojas control en la relacion
hexosas/sacarosa. El manitol aumenta un 15 % la relaciéon entre los
azucares, mientras que el tratamiento con DTT disminuye la cantidad de
hexosas a favor de sacarosa en un 25 % con respecto al contenido de cada

azucar en las hojas tratadas con la solucion MES.

l.c.- Medidas de niveles de ARNm.

Se determinaron los niveles de expresion de ARNm de las TRXs
cloroplastidicas mediante RT-PCR semicuantitativa en hojas de guisante
tratadas con cada una de las soluciones glucosa 10 y 100 mM y sacarosa 10

y 100 mM, ademas de en hojas tratadas con manitol y DTT.
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Expresion de PsTrx fpor azicares.
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Fig. 67.- Niveles de expresion de ARNm de PsTrx f'con los diferentes tratamientos de azucares.

El nivel de transcritos de PsTrx f aumenta un 50 % en presencia de

glucosa 10 mM con respecto a las hojas control y hasta 2 veces mas cuando

la concentracion es de 100 mM (Fig. 67). Igualmente, se observa que en

solucion de 10 mM de sacarosa el nivel de transcritos de ARNm de PsTrx f

aumenta en torno el doble con respecto a las hojas control. Sin embargo, el

incremento es menor cuando las hojas de guisante se han tratado con

sacarosa 100 mM. Las soluciones de manitol y DTT inducen un aumento de

la expresion de ARNm para PsTrx f'de un 50 % y un 40 % con respecto al

control (Fig.67) lo que responderia al efecto que se ha observado en la

modificaciones en los contenidos de azlicares en la hoja de guisante.
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Expresion de PsTrx ml por aziicares
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Fig. 68.- Niveles de expresion de PsTrx m! en los diferentes tratamientos de azicares.

La figura 68 presenta los datos obtenidos por la técnica de RT-PCR
semicuantitativa en el estudio de la expresion a nivel d¢ ARNm de PsTrx
ml. Se puede observa que las soluciones diluidas de glucosa y sacarosa
incrementan la expresion de PsTrx m/ levemente entre un 20 % y un 45 %
con respecto las hojas control. Sin embargo, la solucion de glucosa 100 mM
no altera el nivel de expresion mientras que la solucion de sacarosa
disminuye la cantidad de transcritos un 23%. En este estudio, la solucion de
manitol aumenta el contenido de ARNm de PsTrx m/ al igual que en el caso
anterior, mientras que la solucion de DTT no altera el contenido de PsTrx

ml.
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1.d.- Medidas de Proteinas TRX f'y TRX m.

Con objeto de valorar el efecto de los azlicares sobre la sintesis de las
proteinas PSTRX fy PsTRX ml/ y compararlo con el contenido de los
transcritos se determind el contenido de las proteinas utilizando anticuerpos

especificos.

Expresion de PsTRX fpor azucares.

PsTRX f
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Fig. 69.- Contenido de proteina de PSTRX f determinado mediante western blot en plantulas de

guisante tratadas con las disoluciones de aziacar y DTT.

Como muestra la figura 69, los azlicares modifican de forma
significativa el contenido de la proteina TRX f aunque la concentracion a la
que estos azlcares estén presentes también modulan esa expresion. La
solucion de glucosa 10 mM es capaz de inducir la sintesis de proteina
PsTRX fun 30 % mientras que la solucion concetrada de glucosa es capaz

de aumentar el contenido de proteina en un 97 %. En el caso de las
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disoluciones de sacarosa, hay un aumento en la cantidad de proteina PSTRX
fen un 216 %, sin embargo, la soluciéon concentrada de sacarosa solo
incrementa el contenido de PSTRX fun 20 % con respecto las hojas control.
La soluciéon de manitol se comporta igual que las soluciones de glucosa y
aumenta un 50 % la cantidad de proteina en los extractos. En sentido
contrario sucede en las hojas tratadas con DTT en las cuales se manifiesta
una marcada reduccion de proteina.

Estos resultados se corresponden con los obtenidos en el estudio de
los niveles de ARNm para PsTrx f en las mismas condiciones, salvo en el
caso del tratamiento con DTT lo que puede indicarnos una regulacioén post-

traduccional en condiciones reductoras.

Expresion de PsTRX m/ por azucares.

PsTRX m1
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Fig. 70.- Contenido de proteina de PSTRX mI determinado mediante western blot en plantulas de

guisante en cada uno de las disoluciones de aziucar y DTT.
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La figura 70 muestra como los tratamientos con glucosa han
aumentado solo un 30 % el contenido de PsTRX m/ en los extractos de
proteinas de hojas de guisante con respecto las hojas tratadas con la solucion
control. Ademas un aumento en la concentracion de la solucion de glucosa,
y por lo tanto un aumento en el contenido de glucosa, no implica un
aumento en el contenido de proteina. En el caso de las hojas tratadas con
sacarosa, el aumento de PSTRX m/ se ha observado en las hojas tratadas
con la solucion 10 mM de sacarosa, mientras que la solucion concentrada de
sacarosa ha provocado una disminucioén en la cantidad de proteina en un
30 %. Ha sucedido igual en el contenido de esta proteina en las hojas
tratadas con la soluciéon con DTT. Por ultimo, el manitol no ha causado

ningun cambio en el contenido de PSTRX m/ en los extractos de hojas.

E.-Ensayos de EMSA:

1l.a.- Clonacion del ADNc de DOF7.

Las proteinas DOF1 y DOF2 son factores de transcripcion cuyo papel
regulador del metabolismo del carbono es conocido (Yanagisawa, S. 2000),
por lo que iniciamos el aislamiento de una secuencia ortdloga en guisante.
Se ha descrito la presencia de proteinas DOF en el genoma de guisante,
(Seki, H., y cols. 2002) y Nakamura y colaboradores han secuenciado al
menos siete genes que codifican para siete proteinas del tipo DOF
(Nakamura, N., y cols. 2003) para guisante. Elegimos la proteina DOF7 de

guisante por tener mayor homologia con las proteinas DOF implicadas en el
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metabolismo del carbono como son las proteinas DAG1 (Papi, M., y cols.
2000; Gualberti, G., y cols. 2002).

La secuencia de DOF7 se obtuvo mediante una reaccion de PCR a
partir de ADNc obtenido por retrotranscripcion de ARN total de hojas de
guisante. La reaccion de PCR ha constado de dos reacciones secuenciales en
las que se han utilizado las parejas de oligonucle6tidos DOF-1N/DOF-1C en
la primera reaccion de PCR, mientras que en la segunda se han utilizado la
pareja de oligonucledtidos DOF-EcoRI/DOF-Ncol para amplificar el
fragmento a partir de una dilucién 1:100 de la primera PCR. En la segunda
reaccion de PCR se obtuvo un tnico fragmento de 740 pb que fue clonado
en el vector pPGEM-T® easy.

La secuenciacion confirm6 que el fragmento clonado correspondia
con DOF7. Este se aislo a partir de 2 ug vector pGEM-T® easy por una
digestion doble con las endonucleasas EcoRI y Ncol en un volumen final de
20 wl e incubando a 37 °C durante 2 horas. En las mismas condiciones se
realizo la digestion del vector de expresion pET-28b. Ambos fragmentos, el
vector pET28b linearizado y el fragmento que corresponde al ADNc de
DOF7, se purificaron del gel de agarosa mediante una extraccion fenoélica.

Tras verificar que los dos fragmentos estaban puros, se sometieron a
una reaccion de ligaciébn en una proporcion 3:1 (inserto:vector) en un
volumen de 10 ul y se incub6 a 14 °C durante toda una noche. El producto
de la ligacion se utilizo en la transformacion de un vial de células BL21
competentes mediante la técnica de “choque térmico”. El producto de
ligacion también se secuencié para confirmar la insercion del fragmento de
ADNCc de DOF7 con la pauta de lectura correcta para su expresion dentro
del vector pET-28b. En la figura 70 se muestra la secuencia de la proteina

obtenida;:

Pag. 211



MDTTQWPQEIMVKPLATNTSEKKPRPEKQQAVNCPRCNSINTKFCYYNNY 50
SLTQPRYFCKTCRRYWTQGGS IRNIPVGGGTRKNNKVIRSSSNLVSNPTK 100
NLVPSILVTSSONQKHHEQGQODLNLDEFTSVSSHSEFSALELLTGITASTTR 150
GFHSFMPVQLOGDSNTSNIGFPLODFKQVPMNEFCLDGIGGNGYGNEGRVL 200
FPFEDLKQDLDQONNNKGDQQGYTTGFWNGMLGGGYNGNpnsssvdklaaa 250
1dhhhhhh 258

Fig. 71.- Figura que muestra la secuencia de DOF7-(His)¢-tag. En mayuscula se indica la secuencia
de aminoacidos de DOF7. En rojo se muestran los aminoacidos del dominio Z-DOF implicados en la
unién al ADN (Shimofurutani, N., y cols. 1998). En cursiva y subrayado se muestra la extension
resultante de la fusion de DOF7 en el vector pET28b. En azul se resalta la cola de histidina utilizada

en la purificacion de la proteina recombinante y en la deteccion mediante western blot.

1.b.- Expresion de la proteina recombinante DOF7

Para la sobreexpresion de la proteina recombinante, se preparé un
precultivo de 200 ml de medio LB en el que crecieron las bacterias BL21
con la construccion pET-28b-DOF7 a una temperatura de 37 °C y en
agitacion. Al dia siguiente, se inocularon tres litros de medio de cultivo
liquido a partir de 50 ml del precultivo anterior. Cuando la densidad optica
del cultivo medida a 600 nm alcanzé 0.4, el cultivo se llevd a una camara
cuya temperatura era de 28 °C hasta que la densidad optica fue de 0,6 DO
medida a la misma longitud de onda. En este momento se afiadio IPTG
hasta una concentracion 0,4 mM para iniciar la induccion de la expresion de
la proteina DOF7. A las cuatro horas de iniciarse la induccion, se detuvo el
crecimiento de las células y se inici6 el proceso de lisis y purificacion del

factor de expresion DOF7.
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l.c.- Purificacion del factor de transcripcion DOF7.

Una vez lisadas las células del cultivo mediante una prensa de French
a 1000 PSI de presion, se ha proseguido con la purificaciéon como se indica
en el capitulo de “Materiales y Métodos”. El resultado de la purificacién
parcial o enriquecimiento del factor de expresion DOF7 se muestra en la

figura 71 siguiente:

MW Ppdo Sol Lavado E1 E2 E3 E4 ES5S

14 Kda

45 Kda
30 Kda
20 Kda

Fig. 72.- Gel de acrilamida en los que se muestra la purificacion del fragmento DOF7 tras la
expresion en E. coli. En la parte superior, la tincion con Coomassie de los extractos de cada una de las
etapas de la purificacion. En la parte inferior se muestra el resultado de la deteccion por western blot
utilizando un anticuerpo frente His-tag o cola de histidina. Mw: Peso Molecular, Ppdo: Precipitado,

Sol: Soluble, Lav: Lavado, E1-E5: Eluciones 1 a 5.

Se puede observar que la mayor cantidad del factor de transcripcion
DOF7 se encuentra en la fraccion no soluble del extracto tras el lisado de las
células de E. coli, probablemente se encuentre en los cuerpos de inclusion.
No obstante una parte importante del extracto soluble contiene el factor de

expresion que ha podido ser recuperado al pasarlo por la columna de
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afinidad obteniendo un extracto enriquecido en el factor de transcripcion
DOF7 (El, Fig.72). Esta fraccion ha sido utilizada para los ensayos EMSA

de unidn a sondas de ADN marcadas radioactivamente.

1.d.- Reacciones de union EMSA.

Para llevar a cabo las reacciones de union se ha utilizado la primera
fraccion enriquecida en el factor DOF7 vy diferentes parejas de
oligonucledtidos especificos e idénticos a regiones de las secuencias
promotoras tanto de PsTrx f como PsTrx m/ que contienen el sitio AAAG
cuya regulacion esta bajo el control de la proteina DOF (Yanagisawa, S. and
Schmidt, R.J. 1999).

Los oligonucleétidos LumrFa/LumrFs (fragmento entre -343 y -312)
que han sido utilizados para la reacciéon de unidn in vitro frente al factor
CCA1, contienen el sitio de uniéon -AAAG- (Fig. 73), por lo que decidimos
emplearlos en el estudio de interaccion con DOF7. Se ha utilizado el
fragmento Lum2FD , obtenido a partir de los oligonucleotidos
Lum2FDs/Lum2FDa, para estudiar los oligonucleotidos implicados en la

union DOF7/LumrF.
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Resultados.-

L] 26

agtgaqaaaaaaaagagatattcgaaggg---
++++++++++ 4

1
LumrF 29 ===cttttttttttctotataagettocctta
.

2a
L] 28

agtgaaaaaaalGCGAagatattecgaaggg——-

1
Lum2FD +++++++++rt bR+
29 ===ctttttttCOGCTtetataagettecctta
2a .

Fig. 73.- Fragmentos de ADN LumrF y Lum2FD de la secuencia reguladora de PsTrx futilizadas
como sonda en la reaccion de union con el factor DOF7. En verde se resalta el sitio de

reconocimiento de las proteinas DOF.

Tras proceder con el experimento de union entre el fragmento LumrF
y el factor de expresion DOF de igual modo al seguido en los experimentos

de unioén entre LumrF/CCAL, el resultado obtenido fue el siguiente:

Libre lug 3ug  5Sug 100ng 300ng 500ng

Ze % :

Sonda  Poli dI/dC Sonda no marcada ! E r 8
8~ &

¢4

Fig. 74.- Reaccion de union entre el fragmento LumrF con el factor DOF7: Calle 1: Sonda
libre, Calles 2-5: con competidor inespecifico poli dI/dC, Calles 6-8: con sonda especifica no marcada

radioactivamente. Sonda mutada, Calle 8: Sonda Lum2FD libre, Calle 9: Sonda Lum2FD + DOF7.
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En la figura 74 observamos que la proteina DOF7 es capaz de unirse a
la sonda marcada radioactivamente lo que se resalta en la marca de retardo
que provoca en la sonda. En los experimentos de unioén inespecifica en los
que se afiaden cantidades crecientes de competidor inespecifico (poli dI/dC),
la sefial que corresponde con la unién entre la sonda y el factor de
transcripcion se mantiene, mientras que cuando se afladen cantidades
crecientes de la sonda competidora no marcada radioactivamente (LumrF),
la sefial disminuye progresivamente, indicando que existe una union
especifica entre el factor de transcripcion DOF7 y la secuencia -AAAG- que
es desplazada por la sonda no marcada. En el estudio de uniéon entre
DOF7/Lum2FD se aprecia una leve sefial en comparacion con la union
DOF7/LumrF lo que implicaria que en la unidén proteina/ADN estarian
implicados regiones proximas al motivo DOF presente en la secuencia
LumrF.

En el caso de la secuencia reguladora de PsTrx m/ se ha utilizado el
fragmento Lum2M (obtenido a partir de los oligonucleotidos
Lum2Ma/Lum2Ms) que contiene un elemento DOF y que se encuentra en la
posicion -833 y -793 pb desde el sitio de inicio de la transcripcion y el
fragmento Lum2MD, obtenido a partir de los oligonucledtidos

Lum2MDs/Lum2MDa (Fig. 75):
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Resultados.-

L] 28 . 48

1 ttgacataagtagotattgaaagecaagattgacaaaaatgt-—-
B o o T b o S A S A A A R

Lum2M 42 =qctgtattcatoctataactttogttctaactttttttacatt
408 L 2a L]

408

. 28 .
1 ttacatttttttcoatecttgTCGCocaatatotacttatgtoa-
o B O Rl A

Lum2MD 41 ==tgtaaaaaaagttagaacAGCGgttatagatgaatacagtt
44 . 28 .

Fig. 75.- Fragmentos de ADN Lum2M y Lum2MD de la secuencia reguladora de PsTrx m/ utilizadas
como sonda en la reaccion de union con el factor DOF7. En verde se resalta el sitio de

reconocimiento de las proteinas DOF.

Las reacciones de union se llevaron a cabo en las mismas condiciones

descritas para Lum2M/DOF7, y el resultado se muestra en la siguiente

figura 76:

Sonda Poli dI/dC Sonda no marcada
Libre lug 3ug  5ug 100ng 300ng 500ng

LumrMD
Sonda LumrMD
+ DOF7

Sonda Libre

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fig. 76.- Reaccion de union entre el fragmento Lum2M con el factor DOF7: Calle 1: Sonda
libre, Calles 2-5: con competidor inespecifico poli dI/dC, Calles 6-8: con sonda especifica no marcada

radioactivamente. Sonda mutada, Calle 8: Sonda Lum2MD libre, Calle 9: Sonda Lum2MD + DOF7.
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La proteina DOF7 es capaz de reconocer el sitio de unién DOF en el
fragmento Lum2M ya que en las reacciones de union en presencia de poli
dI/dC se mantiene la sefal de retardo que, sin embargo, desaparece en
presencia de sonda Lum2M no marcada radioactivamente (Fig. 76), aunque
en la interaccion entre la proteina y la region de ADN en este caso
desaparece la sefial al utilizar la sonda mutada en el motivo DOF.

Estos datos indican que el reconocimiento del sitio de uniéon DOF por
parte del factor de transcripcion DOF7 es especifico y por lo tanto, en la
secuencia reguladora de PsTrx m/, como en el caso de PsTrx f, es posible la
union de este tipo de factor de transcripcion a cada secuencia promotora lo
que implicaria la regulacion de la expresion de las TRXs cloroplastidicas fy
ml de guisante por parte de estas proteinas. Este resultado, ademas,
involucrarian a las TRXs en multitud de procesos metabdlicos en los que los
factores DOF estan implicados (Chen, W., y cols. 1996; Vicente-Carbajosa,
J., y cols. 1997; Papi, M., y cols. 2000; Gualberti, G., y cols. 2002).
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V.- DISCUSION






Discusion.-

A.-  Localizacion de PsTRX fy PsTRX ml en

tejidos no fotosintéticos.

A.1.- PrTrxfl:GUS muestra sefial en tejido no heterotrofico.

Desde que se descubrio la presencia de TRXs cloroplastidicas en
tejidos no fotosintéticos, se han hecho numerosos esfuerzos en la busqueda
de proteinas diana con objeto de asignar una funcidén especifica a cada
proteina. Con el fin de entender mejor el papel potencial de las tiorredoxinas
cloroplastidicas, nos hemos centrado en primer lugar en el andlisis de la
distribucion espacial y temporal de estas proteinas mediante la fusion de las
secuencias reguladoras de PsTRX f y PsTRX ml al gen GUS (-
Glucuronidasa) e insertar esta construccion en plantas de A. thaliana con el
objetivo de perseguir la localizacion y estudiar el patrén de la expresion de
GUS bajo el control de cada una de las secuencias reguladoras de las TRXs
f'y ml. Los resultados obtenidos han dado informacion acerca de nuevos
lugares en los que estas proteinas actian, lo que implica, probablemente,
nuevos papeles metabolicos tanto para PsTRX f'como para PSTRX m .

Durante la germinacion de semillas de plantas transgénicas con la
construccion PrTrxfl::GUS, el patron de expresion de GUS mostré que
PsTRX f'se localiza en regiones de una intensa division celular ademas de
confirmar estudios previos en los que encontraron ARNm de PsTrx f en
raices (Pagano, E.A., y cols. 2000). Este resultado sugiere que PsTrx f
podria estar implicada en la proliferacion celular. A medida que las plantas
transgénicas de A. thaliana crecian, se observd una disminucion de la

expresion de GUS paralela al inicio del proceso de senescencia de la planta.
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Por el contrario, Laloi y colaboradores (Laloi, C., y cols. 2004) han
encontrado que AtTRX 45 se sobreexpresa en hojas viejas, estos autores
relacionan la actividad de esta enzima con la senescencia mas que con el
proceso de division celular. Igualmente, hemos detectado expresion de GUS
bajo el control de la secuencia reguladora de PsTrx fen las células guarda
de los estomas. Entre las numerosas enzimas con un papel relevante dentro
de estas células se encuentra la enzima ADP-glucosa-pirofosforilasa
(AGPasa) que es regulada via redox a través de la TRX f'(Ballicora, M.A., y
cols. 2000). Ademas de estos resultados, sorprendentemente se ha detectado
sefal de la construccion PrTrxf1::GUS en estigma y granos de polen en los
tejidos florales de las plantas transgénicas. Las tiorredoxinas citosélicas han
sido aisladas de polen y se ha descrito que forman parte de los procesos de
auto-incompatibilidad en el proceso de reconocimiento polen-pistilo en
Brassica oleracea (Bower, M.S., y cols. 1996; Cabrillac, D., y cols. 2001),
sin embargo el papel de AtTRX % en el polen es aun poco conocido en
Arabidopsis thaliana, especie en la que no sucede el proceso de
autoincompatibilidad. Algunos autores han mostrado que la respuesta
alérgica a los granos de polen de la hierba estd relacionada a las
tiorredoxinas tipo 4, formando parte, asi, de la familia de alergenos que
podrian contribuir a los sintomas del asma del panadero (Weichel, M., y
cols. 2006).

Contrariamente a las TRXs /4, ningun estudio previo relaciona la
TRXs cloroplastidicas con las alergias. Por otra parte, a excepcion de la
presencia de la TRX cloroplastidica AtTRX y/ (Collin, V., y cols. 2004) y
AtTRX m3 (Mestres-Ortega, D. and Meyer, Y. 1999) descritas en el botén
floral, ningiin estudio anterior ha relatado la existencia de TRX f en los

organos reproductores.
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En el andlisis de la secuencia reguladora de PsTrx f aislada se han
identificado  tres  elementos reguladores  especificos de raiz
ROOTMOTIFTAPOXI1 (ATATT) (Elmayan, T. and Tepfer, M. 1995), y al
menos, otros cinco motivos relacionados con la regulacion por luz que son
importantes para la expresion durante el desarrollo normal de la planta.
Todos estos elementos se han encontrado en la region comprendida entre
-444 pb y -150 pb desde el inicio de la traduccion de la proteina. De acuerdo
con el papel regulador de estos elementos, los resultados de la tincion
histoquimica de la actividad GUS desaparece en las plantas transgénicas de
A. thaliana cuando la construccion delecionada de 149 pb del promotor de
PsTrx f.

Al igual que ocurre con la construccion PrTrxfl::GUS, en las
plantulas y plantas A. thaliana de 15 dias, la construccion PrTrxmli::GUS,
conduce a una elevada actividad GUS en regiones con una alta actividad de
division celular como son los cotiledones y el meristemo apical de la hoja.
En la planta completamente desarrollada, la actividad GUS decae a medida
que la senescencia aparece en la planta, no obstante, la tincion GUS se
vuelve mas intensa en el meristemo apical de las raices, en los extremos de

las silicuas y en las flores, en los granos de polen y en las semillas..

A.2.- PrTrxml::GUS muestra senal en tejidos heterotroficos.

Al igual que PsTRX f, la actividad de PsTRX ml/ podria estar
directamente relacionada con los procesos de regulacion redox que tienen
lugar en los tejidos con células en procesos de division celular. Deleciones

seriadas en 5’ del fragmento de la secuencia reguladora de PsTrx m/
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muestra que la construccion PsTrxm4::GUS, con la region de 259 pb
proxima al coddn de inicio, es suficiente para conferir el mismo patron de
expresion espacial que las plantas transgénicas de A. thaliana que contienen
la construccion PsTrxml::GUS. Por otra parte, las plantas transgénicas con
la construccion PsTRXm5::GUS, con 97 bp de la secuencia reguladora y que
contiene la posible caja TATA box y dos elementos dependientes de luz,
muestran una sefial GUS ampliamente reprimido en las plantas transgénicas.

En contraste a los resultados obtenidos con las plantas transgénicas
que llevan la construccion PrTrxml::GUS, las plantas que contienen las
construcciones PrTrxm2::GUS y PrTrxm3::GUS (que carecen de las
regiones, -1874 hasta -1521, y -1874 hasta -503, respectivamente) presentan
coloracién en el hipocotilo y en los coltiledones, indicando la existencia de
algtin elemento regulador en la region comprendida entre -1874 y -503 de la
secuencia promotora que reprime la expresion del gen GUS en el hipocotilo.
Este hecho revela un mecanismo de control en la expresion de PsSTRX m/
dependiente del tejido. La eliminacién de esta region induce un aumento en
la expresion de GUS en plantas con las construcciones PrTrxm2::GUS y
PrTrxm3::GUS en comparacion con las plantas de A. thaliana con
PrTrxml1::GUS. Ambos resultados indicarian que la region entre -1874 y -
503 contiene elementos reguladores positivos y negativos que coordinarian
la expresion especifica de tejido como los niveles de expresion de PsTrx m 1.
Cuando se elimina la region promotora entre -503 y -138, obteniendo la
construccion PrTrxm4::GUS, la expresion de GUS se detectdé en el
hipocotilo y los cotiledones junto con un aumento en la intensidad en la

expresion de GUS.
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A.3.- Las TRXs cloroplastidicas de gcuisante pueden participar

de otros procesos metabolicos no relacionados con el

metabolismo del carbono.

Es probable que las TRXs cloroplastidicas estén reguladas no sélo
por la luz sino por otros factores nutricionales u hormonales que pueden
influenciar el patron de expresion de ambas proteinas cloroplastidicas. Estos
factores podrian explicar porqué la expresion de ambas proteinas no se
perdi6 completamente por efecto de la luz. Dado que las TRXs
cloroplastidicas regulan la actividad de enzimas que participan en el
metabolismo de fijacion del carbono, es probable que los azlicares sean un
factor esencial que controlan la transcripcion de PsTrx f'como de PsTrx m/.
Un andlisis de las construcciones de los promotores fusionados al gen GUS
ha revelado que los factores ambientales y el control especifico del tejido en
la expresion de los genes de las TRXs necesitan de una compleja
integraciéon de varios elementos reguladores con sus correspondientes
factores de transcripcion.

Ambas tiorredoxinas, PSTRX f'y PsTRX ml, se han encontrado en
tejidos heterotroficos, y al igual que otras TRXs citosoélicas, las TRXs
cloroplastidicas podrian estar involucradas en la regulacion redox de la
proliferacion celular durante el desarrollo de la planta, como se ha
observado en tabaco con la proteina TRX 4/ (Brugidou, C., y cols. 1993;
Reichheld, J.P., y cols. 1999) aunque aun no se ha establecido un papel
especifico en este proceso fisioldgico. Sin embargo, recientemente, un
numero creciente de proteinas dianas relacionadas con una regulacion redox

via TRX han sido identificadas, lo que esta ayudado a esclarecer sus
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funciones dentro del cloroplasto (Motohashi, K., y cols. 2001; Balmer, Y., y
cols. 2003; Motohashi, K., y cols. 2003). Entre las proteinas diana aisladas,
se han descrito proteinas implicadas en el metabolismo del nitrogeno, en el
ciclo de las plantas C4, en el proceso de traduccion, en la biosintesis de
acidos grasos, y el mecanismo de defensa frente a estrés mediado por
peroxirredoxina tipo 2-Cys. Las proteinas que podrian estar implicadas con
la expresion especifica de las TRXs f'y m/l en regiones con alta division
celular han sido agrupadas junto a proteinas involucradas en el plegamiento
y ensamblaje (relacionadas con las proteinas HSP-70), en la divisién del
cloroplasto, tal como la proteina FtsZ, una proteina estructural semejante a
la tubulina cuya aglomeracion esta relacionada con la division celular en
bacterias (Lowe, J. and Amos, L.a. 1998), en la division del cloroplasto de
plantas (Fujiwara, M. and Yoshida, S. 2001), y con proteinas que juegan un
papel en la replicacion y transcripcion del ADN (ADN helicasa dependiente
de ATP) (Balmer, Y., y cols. 2003).

A.4.- Expresion de las TRXs cloroplastidicas en los haces

vasculares de raices.

El hecho de encontrar una presencia significativa de TRXs
cloroplastidicas en raices y flores, nos llevo a estudiar en mayor detalle el
patron de expresion en estos tejidos. Asi, los experimentos de hibridacion in
situ pudimos comprobar, como se esperaba, la existencia de transcritos de
PsTrx f'y PsTrx ml en las células del mesofilo de las hojas y alrededor de
los tejidos vasculares. Estos mismos experimentos también confirmaron que

tanto PsTrx f como PsTrx ml estan en las raices, expresandose de forma
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intensa en torno al xilema y floema. Debido a que los nutrientes, iones,
lipidos, hormonas y otras sustancias resultantes de diversos metabolismos
son transportadas a través de estos conductos, es dificil identificar a priori
una proteina diana especifica para las TRXs cloroplastidicas en estos
tejidos. No obstante, el papel de las TRXs parece que estaria relacionado
con el complejo sistema de transporte existente en los tejidos vasculares,
dénde estas proteinas podrian estar implicadas en la regulacion redox de
algunos transportadores de membrana. Apoyando esta hipotesis, y gracias al
uso de técnicas de protedmica, se ha encontrado que el transportador ADP-
glucosa de plastidios (proteina Brittle-1) ha sido identificada como posible

proteina diana de TRX m en espinaca (Balmer, Y., y cols. 2006a).

A.5.- Expresion de las TRXs cloroplastidicas en plastidios.

La expresion de las tiorredoxinas durante el desarrollo de los granos
de polen y de los embriones parece responder tanto a un requerimiento de
desarrollo como al estatus nutricional. Dentro del grano de polen, PsTrx m/
fue detectado en forma de dos sefiales, probablemente situadas en las células
vegetativas y generativas de los granos de polen. Estas células, llevan varias
organelas, el reticulo endoplasmatico y los plastidios que contienen
almidon, que es posteriormente utilizado para la formacién del tubo polinico
y para la sintesis de maccromoléculas tales como los lipidos, proteinas y
vitaminas. Sin embargo, la funcion exacta de las tiorredoxinas en los
organos florales todavia no estd clara, aunque parece evidente que las
tiorredoxinas cloroplastidicas estan implicadas en la regulacion redox de

algunos de los procesos relacionados con la maduracion del grano de polen
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y del 6vulo, la fertilizacion y la formacioén y desarrollo del embrion. El
hecho de que ambas tiorredoxinas participen en el desarrollo del embrion
sugiere que estdn probablemente relacionadas con el proceso de division
celular que tiene lugar durante la formacion de la semilla. En este sentido,
Montrichard y colaboradores (Montrichard, F., y cols. 2003) han mostraron
un patron de expresion diferente de las tiorredoxinas citosolicas PSTRX 43 y
PsTRX /4 en plantulas y en semillas de Arabidopsis sugiriendo que estas
proteinas estan directamente relacionadas con la germinacion. Al igual que
ocurre con otros subtipos de las TRXs 4, las TRXs cloroplastidicas podrian
tener un papel en la activacion de enzimas implicadas en la movilizacion de
proteinas de reserva durante el crecimiento de las plantulas asi como en el
metabolismo del carbono.

Con objeto de confirmar las nuevas localizaciones de las TRXs, se
llevo a cabo un estudio inmunoldgico usando anticuerpos policlonales frente
a PsTRX fy PsTRX mI. Mediante esta técnica se detectd proteina de ambas
en hojas, raices, vainas, semillas y flores, donde la cantidad de proteina se
corresponde con los niveles de expresion de ARNm en cada uno de los
tejidos (Fig. 36 y Fig. 37). Recientemente, la TRX m/ fue detectada con
anticuerpos anti-TRX m de espinaca en los amiloplastos del endospermo de
semillas de trigo (Balmer, Y., y cols. 2006a).

La pregunta que se plantea radica en saber si el papel de las TRXs
cloroplastidias expresadas en los oOrganos reproductores y en raices es
similar al de las proteinas que participan en la regulacion de enzimas del
ciclo de Calvin en los tejidos verdes o en la movilizacion de proteinas de
reserva durante la germinacion de la semilla (Kobrehel, K., y cols. 1992;
Besse, 1., y cols. 1996; Wong, J.H., y cols. 2002; Marx, C., y cols. 2003) o si

la sefial de TRX que hemos observado estd involucrada en el control de
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auto-incompatibilidad en el reconocimiento polen-pistilo (Bower, M.S., y
cols. 1996, Cabrillac, D., y cols. 2001), como ha sido observado para la
TRX h. Aunque nuestros resultados son insuficientes para explicar el papel
concreto de las TRXs cloroplastidicas en raices y flores, no obstante ofrecen
una interesante informacion de cuales podrian ser las posibles funciones de
estas proteinas. En relacion con el papel de las TRXs en los plastidios de
tejidos heterotroficos durante el metabolismo del carbono, estudios previos
mostraron bajos niveles de transcritos de ARNm y proteinas de FBPasa y
malato deshidrogenasa en semillas y raices, aunque no se detect6 actividad
enzimatica alguna en dichos 6rganos (Pagano, E.A., y cols. 2000). Sin
embargo, el hecho de que las raices, granos de polen, las semillas y los
ovarios contengan plastidios y amiloplastos, donde almacenan almidén y
otros compuestos de reserva, sugiere que el papel de las TRX fy TRX m/
en raices y en los drganos florares podria estar enfocado en la regulacion de
enzimas involucradas en el metabolismo del almidén y carbohidratos
solubles asi como en la regulacion de los haces vasculares de las raices y en
la germinacion y maduracion de la semilla en las flores. Apoyando esta
hipodtesis sobre el papel de las TRX plastidicas en tejidos no fotosintéticos
estan los trabajos obtenidos a partir del tubérculo de patata, donde la enzima
ADP-glucosa pirofosforilasa es activada en mayor medida por la enzima
TRX fy por TRX m de espinaca como mecanismo de regulacion en la
sintesis de almidén en respuesta al contenido de carbono de la planta
(Ballicora, M.A., y cols. 2000). Ademas, Sparla y colaboradores (Sparla, F.,
vy cols. 2006) han encontrado transcritos de P-amilasa en hojas, raices,
flores, polen y semillas, una enzima regulada por tiorredoxina. Todos estos
datos sugieren que la regulacion redox por parte de las tiorredoxinas no es

un mecanismo exclusivo de los tejidos fotosintéticos, sino que es un sistema

Pag. 231



que se puede desarrollar en los plastidios de toda la plantas, regulando
procesos de casi todas las etapas del desarrollo (Tiessen, A., y cols. 2002;
Tiessen, A., y cols. 2003; Geigenberger, P., y cols. 2005). En los érganos no
fotosintéticos, la tiorredoxinas podrian no ser reducidas por la luz a través
del sistema ferredoxina/FTR, como sucede en los cloroplastos, pero en
estudios que han wusado técnicas actuales y mejorados, Balmer y
colaboradores  ha identificado un sistema completo de
ferredoxina/tiorredoxina en los amiloplastos del endosperma de trigo que
incluye a la ferredoxina, ferredoxina-NADP reductasa y ferredoxina-
tiorredoxina-reductasa (FTR). Como mecanismo de regulacion, estos
autores, sugieren que la luz podria ser reconocida como una seal tiol en el
cloroplasto, donde permite la sintesis de azicares durante el proceso de la
fotosintesis. Balmer y colaboradores, proponen ademés que los azucares
sintetizados son transportados a los 6érganos sumidero, como por ejemplo las
semillas, donde son hidrolizados por las enzimas glucosa-6P deshidrogenasa
y 6-fosfogluconato deshidrogenasa para generar el poder reductor en forma
de NADPH, una sefial tiol para reducir los grupos tioles de la ferredoxina a
través de accion de la enzima ferredoxina-NADP reductasa en el
amiloplasto (Balmer, Y., y cols. 2006a). Asi, las reacciones que tienen lugar
en el amiloplasto podrian estar, indirectamente controladas por la
fotosintesis y el metabolismo del ciclo de Calvin.

Debido a que las raices y los organos florales también contienen
amiloplastos y almidon, nosotros proponemos que estos organos podrian
estar también equipados con un sistema ferredoxina/FTR/tiorredoxina
completo. Hemos detectado la presencia de transcritos ARNm de PsFTR
junto con PSTRX f'y PSTRX m/ en hojas, tallos, raices, flores y semillas, y

sugerimos que en tejidos no fotosintéticos, la FTR es probablemente la
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enzima que reduce las TRXs plastidicas. Sin embargo, serd necesario
identificar otros componentes del sistema ferredoxina-tiorredoxina en raices
y flores antes de confirmar el mecanismo de reduccion de las TRXs en los
plastidios de los tejidos heterotréficos de plantas.

En relacion con las funciones de las TRXs plastidicas, la
identificacion de potenciales proteinas diana en los amiloplastos del
endospermo de trigo ha ayudado a determinar las posibles funciones de las
proteinas disulfuro en los oOrganos heterotroficos. Estas proteinas estan
clasificadas en funcién del proceso en los que estan implicados (Balmer, Y.,
y cols. 2006b). De las 289 proteinas aisladas, se han encontrado proteinas
implicadas en el metabolismo de los carbohidratos y del almidon, en la
biosintesis de lipidos y aminoacidos, en el metabolismo de los aminoacidos
y en el plegamiento y ensamblaje de las proteinas. Ademéas de la enzima
AGPasa, otras proteinas diana han sido bioquimicamente relacionadas a las
TRXs, como es el caso de la enzima acetil-CoA carboxilasa (Sasaki, Y., y
cols. 1997), ciclofilinas (Motohashi, K., y cols. 2003), peroxirredoxina
BASI (Konig, J., y cols. 2003), protein-disulfuro isomerasa (Danon, a. and
Mayfield, S.P. 1994; Kim, J. and Mayfield, S.P. 2002) y tiosulfato
sulfotransferasa (Ray, W.K., y cols. 2000). En los tejidos no fotosintéticos,
las tiorredoxinas cloroplastidicas aparecen estar relacionadas con el
metabolismo de los carbohidratos y los lipidos, con la biosintesis de
aminoacidos, y en la replicacion y trascripcion del ADN, en el plegamiento
de las proteinas y en la movilizacién de las proteinas de reserva, en vez de
en la fotosintesis.

En conclusion, este trabajo muestra evidencias sélidas de que las
enzima PSTRX f'y PsSTRX ml se localizan en raices, tejidos vasculares,

semillas, granos de polen, embriones y o6rganos reproductores, ademas de en
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hojas, y parece que participan en casi todas las fases del desarrollo de las
plantas. Ademas, nuestros resultados sugieren que las tiorredoxinas
cloroplastidicas /'y ml estan implicadas en la division celular y en la

reproduccién de las plantas.

B.-  Regulacion de PsSTRX f y PSTRX ml por

luz.

B.1.- Efecto de la luz en la expresion de PsTRX [y PsTRX ml.

La luz es capaz de inducir una respuesta en los diferentes procesos del
desarrollo de la planta tales como la germinacion de las semillas (Casal, J.J.
and Sanchez, R.A. 1998), el movimiento de los cloroplastos junto con la
apertura y cierre de los estomas (Briggs, W.R. and Christie, J.M. 2002;
Kasahara, M., y cols. 2002), el fototropismo (Liscum, E. and Stowe-Evans,
E.L. 2000), el gravitropismo (Myers, a.B. y cols. 1994), Ila
fotomorfogénesis (Nemhauser, J. and Chory, J. 2002), la huida de la sombra
(Smith, H. and Whitelam, G.C. 1997), el ciclo circadiano (Devlin, P.F.
2002) y la induccion de la floracion (Guo, H-W., y cols. 1998).

El efecto indirecto de la luz mejor descrito es la activacion de la
fotosintesis que produce la energia necesaria para que ocurran la mayoria de
los procesos metabolicos y de desarrollo. La asimilacion del CO; a través
del ciclo de Calvin sufrird modificaciones que son dependientes de la luz a
través de la activacion de la expresion de genes que conducen a cambios de

los metabolitos intermediarios del metabolismo carbonado. En general el
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fitocromo es el fotorreceptor implicado en la regulacion transcripcional del
metabolismo del carbono. El sistema ferredoxina-tiorredoxina es uno de los
mecanismos dependientes de la luz mas interesantes que ocurren durante la
fotosintesis. Este sistema es capaz de llevar equivalentes de reduccion desde
la ferredoxina reducida por la cadena de transporte electronica durante la
fotosintesis, hasta las enzimas fotomoduladas del ciclo de Calvin y procesos
afines, convirtiéndolas en sus formas reducidas y activas (Buchanan, B.B.
1980).

El estudio de las TRXs cloroplastidicas f'y m/ en plantas de guisante
mostrd que son sensibles a la luz, observandose un aumento continuo de la
expresion de sus genes, alcanzando un méaximo hacia la mitad de la fase
luminosa del fotoperiodo, para descender hasta una cantidad de ARNm
minima en la mitad de la fase de oscuridad. Sus proteinas correspondientes
siguieron un patréon similar, por lo que se pudo deducir que la expresion
génica y la biosintesis de ambas TRXs es inducida por la luz. Asimismo,
estudios anteriores realizados en nuestro grupo detectaron que plantulas de
espinacas crecidas en la oscuridad e iluminadas durante 3h y 36h, mostraron
un aumento de la TRX f'de 3 y 10 veces el nivel de expresion obtenido en la
oscuridad, respectivamente (Carrasco y col., 1992).

Ademas de la luz, el reloj circadiano puede controlar numerosos
procesos de desarrollo a través del ciclo de vida de la planta. Algunos de
estos procesos ocurren diariamente y son controlados por el reloj circadiano.
Otros ocurren anualmente y son controlados por cambios en el fotoperiodo
que son detectados por el sistema circadiano (Fakir et al., 2007). En algunas
especies de plantas el sistema circadiano regula la germinaciéon de las
semillas (Densmore, 1997; Zhong y col., 1998) en las primeras etapas del

desarrollo. En Arabidopsis y tomate tras la germinacion, el sistema
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circadiano regula la elongacion de los hipocotilos y el crecimiento es mayor
de noche y minimo en la manana (Dowson-Day, M.J. and Millar, A.J.
1999). La formacion de los cotiledones, el movimiento de las hojas, la
diferenciacion celular y la huida de la sombra son respuestas que estan bajo
la regulacién del reloj circadiano (Webb, 2003; Salter y col., 2003).
Especialmente interesante es el ritmo circadiano observado en la apertura de
los estomas (Briggs, W.R. and Christie, J.M. 2002). Por ejemplo, en
Arabidopsis, la conductancia estomatica es mayor durante el dia que durante
la noche (Somers, D.E., y cols. 1998), mientras que las plantas CAM
(Crassulacean Acid Metabolism) la apertura de los estomas tiene una fase
opuesta (Timan y col., 1992).

En otro sentido, la transicion de la fase de desarrollo vegetativo a la
reproductiva a través de fotoperiodo ha sido el proceso regulado por el reloj
circadiano mejor caracterizado. También lo han sido la fotosintesis y el
metabolismo carbonado que son dos de los numerosos procesos celulares
importantes que ocurren en un tiempo fijo del dia. Los genes Lhca y Lhcb (6
genes CAB), que codifican los polipéptidos que se unen a la clorofila a/b del
fotosistema I y II, la pequefia subunidad de la rubisco (RUBISCO) y la
rubisco activasa (RCA) que participan en la fijacion del carbono estan
controlados por el reloj interno de la planta (Pilgrim, M.L. and McClung,
C.R. 1993; Harmer, S.L., y cols. 2000; Schaffer, R., y cols. 2001). Los
ritmos de expresion de los genes fotosintéticos se correlacionan con los
ritmos circadianos observados en la apertura de los estomas y la asimilacion
del CO; (Salome, P.A., y cols. 2002).Las modificacion posttranslacionales
de los componentes fotosintéticos tal como la proteina D1 de la planta de
lenteja (Spirodela oligorrhiza) pueden ser regulados por el sistema

circadiano (Booij y col.,, 2002). Otros genes que codifican proteinas
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implicadas en la fotorespiracion, el metabolismo y transporte de los
azucares estan también bajo el control circadiano (McClung, C.R., y cols.
2000). Aun mas complejo es saber que distintos 6rganos pueden mantener la
expresion ritmica de genes con diferentes fases, ademds algunos genes
tienen ciclos con periodos variados en diferentes células (Thain, S.C., y cols.
2000; Thain, S.C., y cols. 2002).

Los analisis desarrollados por Harmer y sus colaboradores utilizando
microarrays de oligonucledtidos de alta densidad para examinar la expresion
génica de Arabidopsis thaliana, desvelaron que el 6% de mas de 8000 genes
en el array exhibieron cambios circadianos en el contenido de los ARN
mensajeros, y cuyos picos de expresion se encuentran a diferentes tiempos
del reloj de 24 horas. Estos genes se pueden dividir en 6 grupos basados en
la hora a la que se observa el pico de expresion (Harmer, S.L., y cols. 2000).
Los transcritos muestran picos de abundancia en todas las fases dia y noche
del ciclo circadiano, sugiriendo que los factores de transcripcion utilizan una
red compleja para generar esta variedad de fases. Entre los genes regulados
por el reloj circadiano se han descrito al menos 22 genes implicados en la
captacion de la luz y la transferencia electronica; al igual que genes que
codifican los fotorreceptores fitocromo, criptocromo y fototropina;
pigmentos fotoprotectores; y enzimas implicadas en la modificacion de los
lipidos (Rikin, A., y cols. 1993). También se detectaron genes implicados en
la fotosintesis, metabolismo del carbono, producciéon y transporte de
azlicares y enzimas que participan en la regulacion del metabolismo
carbonado de plantas superiores (Goddjin y van Dun, 1999). La
coordinacion de los metabolismos del carbono, nitrogeno y azufre estan
mediados por el reloj y presentan, en general, un maximo de expresion cerca

del final de la noche sujetiva. El hecho de que distintos genes presenten los
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maximos niveles de expresion cerca del final de la noche sujetiva sugiere
que el reloj podria estar jugando un papel importante destinando los
azucares asimilados hacia procesos diferentes 6 para ser almacenados en el
cloroplasto. El reloj circadiano juega un papel en la distribucion del carbono
fijado hacia en funcién de las necesidades metabdlicas, transporte y
almacenamiento y parece que la regulacion circadiana del metabolismo de
los aztcares puede proporcionar un mecanismo para la homeostasis del
carbono (Chatterton, N.J. and Silvius, J.E. 1979).

El hecho de que en Arabidopsis thaliana, alrededor del 20 % de sus
genes estan bajo la regulacion del ciclo circadiano incluidos numerosos
pertenecientes al metabolismo carbonado (Harmer, S.L., y cols. 2000; Jiao,
Y., y cols. 2005; Edwards, K.D., y cols. 2006), nos llevo a preguntarnos si
las Trxs cloroplastidicas eran inducidas por la luz de forma directa o bien lo
eran a través de un reloj interno de la propia planta. Las TRXs
cloroplastidicas activan varias enzimas del ciclo de Calvin durante el
metabolismo del carbono, y muy probablemente estén implicadas en la
regulaciéon del metabolismo del nitrégeno, biosintesis de lipidos, en
procesos de division celular, reproduccion y transporte, todos susceptibles
de estar controlados a través del sistema circadiano.

En plantas de guisante mantenidas en luz continua durante 24 horas,
se comprobd que los niveles de expresion del gen CAB mantiene la
periodicidad al igual que ocurre con numerosos genes regulados por el ciclo
circadiano (Tavladoraki, P., y cols. 1989; Millar, A.J. and Kay, S.A. 1991;
Kellmann, J.W., y cols. 1993) alcanzando el maximo en la mitad del periodo
de luz. En plantas de haba o tabaco el maximo de expresion del gen CAB
puede aparecer en las primeras 4 horas del periodo de luz (Tavladoraki, P., y

cols. 1989; Wehmeyer, B., y cols. 1990). En hojas de guisante sometidas al
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mismo tratamiento de luz continua durante 24 horas, los niveles de ARNm
como de proteina de PsTrx f y PsTrx ml oscilaron manteniendo la
ritmicidad, y mostraron un pico maximo de su expresion hacia la mitad del
periodo de luz (6 horas). Durante la noche sujetiva, la expresion disminuye,
indicando que ambas Trxs responden a un control interno ritmico. La
regulacion de la expresion de estos dos genes por el reloj circadiano esta en
consonancia con la descrita para genes implicados en la fotosintesis como la
subunidad pequefia de la rubisco (Pilgrim, M.L. and McClung, C.R. 1993),
la proteina Lhc a/b (CAB) (Tavladoraki, P., y cols. 1989; Millar, A.J. and
Kay, S.A. 1991; Kellmann, J.W., y cols. 1993). Ademas, estos resultados, se
ven reforzados por los datos obtenidos por Harmer y colaboradores
(Harmer, S.L., y cols. 2000) en su estudio de respuesta de genes de
Arabidopsis al ritmo circadiano en el que describen que la expresion del
ARN mensajero de AtTrx /2 (AAD 35004), de AtTrx-Like5 (AAD 35003) y
AtTrx-Likel (AAC 14032) mantienen un ritmo oscilatorio de expresion
idéntico al que se ha descrito para ambas TRxs cloroplastidicas f'y m de
guisante en esta Tesis Doctoral.

Otros estudios complementarios han descrito que la expresion de Trx
m de Chlamydomonas reinhardtii (CrTrx m) sigue un ritmo sinusoidal a lo
largo de un periodo de luz/oscuridad que se mantiene durante otro periodo
con luz continua. El uso del DCMU y DBMIB, inhibidores de la cadena
transportadora de electrones, afectd negativamente la expresion de CrTrx m
aunque no logro la inhibicion completa de la expresion de dicho gen lo que
sugiere que existen varias rutas de transduccion de la sefial de luz
implicadas en la regulacion de la expresion de CrTRX m, sin embargo dado
que ambos inhibidores afectan por igual a la expresion de la proteina, el

estado redox de las plastoquinonas no estaria implicado en dicha regulacion
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(Lemaire, S.D., y cols. 2002) como sucede en el caso de otros genes de
expresion nuclear (Escoubas, .M., y cols. 1995; Karpinski, S., y cols. 1997).

Los maéaximos de acumulacion de ARNm de las tiorredoxinas
cloroplastidicas PsTrxs f'y PsTrx m/ de hojas de guisante en las primeras
horas del periodo de luz, sugieren que estarian participando activamente en
el inicio del metabolismo carbonado en el ciclo de Calvin al igual que
ocurre con genes que codifican para proteinas del aparato fotosintético
PONER LAS QUE PARTICIPAN ADEMAS DEL METABOLISMO DEL
CARBONO (Harmer, S.L., y cols. 2000).

Este tipo de regulacion por parte de las TRXs cloroplastidicas,
concuerda con la regulacion de sus proteinas diana mas conocidas, la
FBPasa cloroplastidica, SBPasa, PRKasa y MDH-NADP que son enzimas
cuya expresion y actividad metabdlica estan relacionadas con la de la luz
(Johnson, H.S. and Hatch, M.D. 1970; Chueca, A., y cols. 1984; Raines,
C.A., y cols. 1988; Khayat, E., y cols. 1993). La actividad de estas enzimas
dara origen a la sintesis del almidén en el cloroplasto y sacarosa en el
citosol cuya cantidad van aumentando a lo largo del periodo de luz, para
disminuir en los tejidos fuente durante el periodo de oscuridad (Gerhardt,
R., y cols. 1987).Ademas, se sabe que el gen GBSSI de distintas plantas,
responsable de la biosintesis de la amilosa del almidon transitorio en hojas,
es también regulado por el reloj circadiano (Merida, A., y cols. 1999; Dian,
W., ¥ cols. 2003; Tenorio, G., y cols. 2003).La sintesis de estas proteinas
deben estar coordinadas con la fotosintesis de la que obtienen los
precursores y la energia necesarias para la sintesis de los azucares. Nassoury
y colaboradores (Nassoury, N., y cols. 2001) muestran en estudio llevado a
cabo en el alga marina Dinoflagellate, que la fijacion de CO, por Rubisco y

la liberacion de O, siguen un ritmo circadiano con un desfase de 6 horas
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ente ellas. Estos autores proponen que la distribucion ritmica de la Rubisco
dentro de la célula estd casualmente relacionada con el ritmo de fijacion del
carbono y sugieren varios mecanismos implicando la captacion de la enzima
que podria afectar el incremento de la eficiencia de la fijacioén del carbono.

Todos estos datos indican la incidencia directa de la luz sobre varios
procesos que van desde la captacion de la luz y la transformacidon quimica
de ésta en poder reductor y energia hasta la sintesis de azucares. En este
ultimo proceso, las Trxs cloroplastidicas juegan un papel fundamental
modulando la actividad de varias enzimas cloroplastidicas implicadas en el
metabolismo del carbono a lo largo del periodo dia/noche. De esta forma se
puede sugerir que el reloj circadiano enddgeno puede regular la sintesis de
sacarosa y almidon en hojas de forma coordinada con la actividad
fotosintética.

Habria igualmente que destacar la relacion de las TRXs
cloroplastidicas con otros procesos metabolicos relacionados con la luz, asi,
durante la sintesis de lipidos existe una la interaccion de la Trx f con la
enzima acetilCoA carboxilasa (Sakai, T., y cols. 2001; Balmer, Y., y cols.
2004) que es la enzima que regula la velocidad de sintesis de los acidos
grasos en animales, levaduras E. coli y en plantas (Wakil, S.J., y cols. 1983).
que es regulada por la luz (Sauer, A. and Heise, K.P. 1983). Las TRXs
también son capaces de regular la actividad de la enzima glutamina sintetasa
(Balmer, Y., y cols. 2004), enzima clave del metabolismo del nitrogeno.
Esto indicaria, que la luz es capaz de modular la actividad de las enzimas
acetil CoA carboxilasa y glutamina sintetasa a través de la regulacion de la
expresion de las TRXs cloroplastidicas, y por lo tanto regular la sintesis de

acidos grasos y la asimilacion del amonio y sintesis de aminoacidos.
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Las TRXs pueden convertirse en unos de los instrumentos por medio
del cual la luz regula y sincroniza las diferentes rutas anabolicas de la
sintesis de glacidos, acidos grasos y proteinas en plantas. Asi, en
condiciones normales, las TRXs cloroplastidicas PsSTRX f y PSTRX m/
responden de forma positiva a la luz, ambas presentan unos niveles de
expresion que se sincronizan con respecto al reloj interno de la planta de
guisante. Esto indicaria que PsTRX f'y PsTRX m/ forman parte de la
maquinaria basica de asimilacion del carbono en el ciclo de Calvin, regulan
la ruta principal de sintesis de acidos grasos y asimilacion de amonio
favoreciendo el desarrollo y el crecimiento de la planta y finalmente
contribuyendo al proceso de aclimatacion y adaptacion del metabolismo de

la planta a los cambios estacionales (Yanovsky, M.J. and Kay, S.A. 2002).

B.2.- Funcionalidad de los elementos reguladores presentes en

los promotores de PsTrx [ v PsTrx ml.

La regulacion en la expresion por la luz de ambas TRXs f'y m/ se
puede explicar por mecanismos transcripcionales ya que se han encontrado
en su secuencia varios elementos cis regulados por la luz.

El andlisis y comparacion de los promotores de PsSTRX fy PSTRX m/
con los elementos reguladores presentes en las bases de datos PLACE y
PlantCARE (Higo, K., y cols. 1999; Rombauts, S., y cols. 1999) ha
destacado un grupo de elementos, GATA, GTICONSENSUS e Ibox (Fig.
20A y 20B) (Lam, E. and Chua, N.H. 1989; Gilmartin, P.M., y cols. 1990),
descritos en el capitulo de resultados y que estan relacionados con la

regulacion por luz. Esta informacion apoya los datos de induccion por la luz
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de la expresion génica y biosintesis de las proteinas TRXs f'y m/, ambas
implicadas en el metabolismo del carbono, proceso igualmente dependiente
de la luz (Jacquot, J.P., y cols. 1976; Schiirmann, P., y cols. 1976; Jacquot,
JP., y cols. 1978). Ademés, cabe la posibilidad de que las TRXs
cloroplastidicas formen parte del 20 % del genoma de plantas regulado por
la iluminaciéon (Harmer, S.L., y cols. 2000; Jiao, Y., y cols. 2005; Edwards,
K.D., y cols. 2006).

El analisis filogenético realizado a partir de las secuencias proteicas de
las TRXs cloroplastidicas de Arabidopsis thaliana y Pisum sativum hasta
ahora conocidas, indica que estan relacionadas entre si. Las distintas
isoformas (f, m, x e y) forman distintos grupos y su funcionalidad se
asemeja. Sin embargo, en Arabidopsis thaliana, las proteinas de un mismo
tipo se han diversificado y su especificidad esta siendo estudiada. Por otra
parte, el estudio comparativo entre las secuencias reguladoras de las TRX f
y ml de ambas especies han mostrado varios elementos cis similares, siendo
los més importantes identificados, los elementos implicados en el control de
la expresion tisular, los elementos implicados en la regulacion por luz y los
relacionados con el metabolismo del carbono. La proximidad filogenética
entre las TRXs cloroplastidicas de ambas especies de plantas tanto a nivel
proteico como de las secuencias promotoras entre las isoformas de las
distintas especies de plantas sugiere que no deben ocurrir
incompatibilidades entre las dos especies durante la expresion heterdloga y
confirman la funcionalidad de las secuencias reguladoras de Trx /'y Trx m/
de guisante fusionados al gen GUS en plantas transgénicas de A. thaliana.
Este hecho queda demostrado con los resultados de localizacion tisular
obtenidos en los estudios histoquimicos de expresion de GUS bajo el control

de los promotores la TRX f'y m/ en plantas transgénicas de Arabidopsis que
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concuerdan con los resultados obtenidos por hibridacion in situ en tejidos de
guisante .

En este sentido, los estudios de expresion de GUS en las plantas
transgénicas de Arabidopsis thaliana que contienen las construcciones
preparadas con el promotor entero o con deleciones seriadas del mismo han
revelado la participacion directa tanto de elementos positivos como
negativos en el proceso de activacion e inhibicioén por luz de la expresion
del gen GUS, a lo largo de un fotoperiodo de 12h luz/12h oscuridad.

Los niveles de expresion GUS bajo el control de PrTrxfl, en plantas
de Arabidopsis thaliana con la construccion f1::GUS, oscilan de forma
idéntica a como lo hacen los transcritos del gen PsTrx f'en hojas de guisante,
siendo el nivel maximo de expresion de GUS en mitad del periodo de luz (6
horas) durante el dia, perdiéndose durante el periodo de oscuridad y
manteniéndose dicha oscilacion durante el segundo dia y durante la noche
sujetiva (luz continua). En plantas transgénicas de 4. thaliana que expresan
la construccion PrTrxf2::GUS se observa una drastrica reduccion de la
expresion hasta niveles basales comparables a las plantas transgénicas con
la construccion pBI101::GUS. Esto indica que los elementos relacionados
con la luz (GATABOX y GTICONSENSUS y Evening Element)
eliminados son esenciales para dirigir la expresion GUS dependiente de la
luz y de los osciladores internos de Arabidopsis thaliana.

Las plantas transgénicas que contienen las diferentes construcciones
con las secuencias reguladoras, bien entera o truncadas, de PsTrx m/
fusionadas al gen GUS han mostrado un comportamiento diferente al
descrito con el promotor de la PsTrx f. Probablemente, debido a la
diferencia de tamafio y a la distribucién de los diferentes elementos cis

relacionados con la expresion por luz o a una mayor complejidad en la
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regulacién por parte de la luz. La construccion PrTrxml::GUS mantiene
unos niveles inferiores a los mostrados por las plantas transgénicas con la
construccion PrTrxf1::GUS, indicando que existe una diferencia de
amplitud en la oscilacion durante el fotoperiodo. Pero al igual que las
plantas de esta construccion, mantiene la oscilacion debida a la transicion
luz/oscuridad, con un maximo de acumulacion de ARNm a las 6 horas del
periodo de luz. Este mismo patron de expresion se observa en las plantas
transgénicas con la construccion PrTrxmZ2::GUS, no obstante tanto en el
periodo de luz como en el periodo de oscuridad, los niveles de transcritos de
GUS son mayores que con la construccion PrTrxml::GUS.
Sorprendentemente, a medida que se disminuye el tamafio de la secuencia
promotora en las construcciones PrTrxm3::GUS y PrTrxm4::GUS los
niveles de expresion aumentan de forma significativa, asi mismo se pierde
la oscilacion en los periodos luz/oscuridad, con PrTrxm5::GUS se pierde
totalmente la expresion.

Aunque se esperaba que con la eliminacion de elementos reguladores
relacionados con la luz se produjeran unos niveles de expresion menores de
GUS en las plantas transgénicas que portaran construcciones con regiones
promotoras mas cortas cuando eran sometidas a iluminacion, las deleciones
seriadas de los fragmentos 5° del promotor de PsTRX ml/ llevd a un
incremento de los niveles d¢ ARNm de GUS dependientes de la luz. Asi, en
el caso hemos comprobado que las plantas de A. thaliana con la
construccion PrTrxm4::GUS presentan unos niveles de ARNm de GUS
hasta cinco veces mayores que las plantas con la construccion
PrTrxm1::GUS, mientras que las plantas con la construccion PrTrxm2::GUS
presentan unos niveles de trascritos de GUS doble con respecto a las plantas

transgénicas con la construccion PrTrxml::GUS. Aun mas interesante es el
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hecho que a medida que se va a acortando la secuencia reguladora fusionada
al gen GUS, los niveles de trascritos para este gen no muestra pérdida de
expresion en la transicion luz/oscuridad. Asi pues, la pérdida de la
regulacion por luz en las diferentes deleciones de la region reguladora de
PsTRX ml sugiere que el fragmento entre -1521 pb y -138 pb, que
contienen ocho elementos reguladores relacionados con la luz, son
necesarios para oscilacion de la expresion de dicha proteina en los procesos
de transicion en las fase luz/oscuridad.

Esto es indicativo de que todos los elementos relacionados con la
expresion por luz encontrados en la secuencia reguladora de PsTrx m/ son
necesarios, en su totalidad, para mantener la induccion de la expresion del
gen y la respuesta ajustada durante los periodos de dia/noche. El incremento
paralelo de la expresion al reducir el tamafio de los promotores indicaria
igualmente la presencia de elementos cis reguladores negativos y positivos
que adecuarian la respuesta modulada durante la iluminacion.

Mientras que en el caso del promotor de PsTrx f las regiones
relacionadas con la expresion por luz localizadas por comparacion con los
elementos que se encuentran en la base de datos PLACE y PlantCARE se
encuentran en una region de 100 pb préximos entre si, y varios de ellos en
tandem, en la secuencia promotora de PsTrx m/, los elementos implicados
en la regulacién por luz de PsTrx m/ se encuentran situados de forma
dispersa a lo largo de toda la secuencia.

El elemento GTICONSENSUS esta presente en genes regulados por
la luz en un amplio rango de especies de plantas tales como Nicotiana
tabacum, Spinacia oleracea, Avena sativa, Oryza sativa, Arabidopsis
thaliana y también Pisum sativum (Zhou, D.X. 1999), mientras que los

elementos GATABOX estan presentes en los genes CAB (Lhcll) cuya
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expresion estd relacionada con la luz y con el reloj interno de las plantas
(Anderson, S.L., y cols. 1994; Jeong, M.J. and Shih, M.C. 2003). Ambos
elementos no son suficientes para inducir por si solos la expresion de los
genes por la luz aunque si necesarios ya que la combinacion entre los
diferentes elementos relacionados con luz, LRE (Light Responsive Element)
serian los responsables de la respuesta a la luz (Puente, P., y cols. 1996;
Chattopadhyay, S., y cols. 1998). ESTE PARRAFO IRIA MEJOR EN EL
APARTADO DE COMENTAR LOS ELEMENTOS REGULADORES
Varios estudios han demostrado que es necesaria la interaccion
combinada entre los distintos elementos de luz (LREs) para una respuesta
correcta de los promotores a la luz (Degenhardt, J. and Tobin, E.M. 1996;
Puente, P., y cols. 1996; Feldbrugge, M., y cols. 1997). Los promotores que
contienen estos multiples elementos de luz no sélo tienen la habilidad de
conferir una actividad intensa de expresion en plantas crecidas a la luz en
relacion a las que lo hacen en la oscuridad, sino también son capaces de
responder a los pulsos de luz mediados por el fitocromo como ocurre en la
especificidad de tejido y el desarrollo del cloroplasto. Aunque existen
promotores con un s6lo elemento de luz, tal como G box o motivo GATA,
que pueden responder a luz continua de alta intensidad y a la diferenciacion
cloroplastidica, son incapaces de responder a la luz de baja intensidad
mediada por el fitocromo, y su funcion depende del contexto del promotor
(Puente, P., y cols. 1996). Se han realizado numerosos progresos en el
analisis de la actuacion de los multiples elementos de luz, de la sefializacion
de los componentes y a distintos niveles de la transduccion de la sefal, sin
embargo aun queda mucho por desvelar acerca del entendimiento del
proceso de transduccion de la sefial que se une a la fotopercepcion y a la

regulacion de la transcripcion. La contribucion combinada de los elementos
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de luz GATA, Gbox 6 GTI presentes en las secuencias reguladoras de
TRXs f'y ml de guisante sugieren que la expresion en respuesta a la luz se
hara adecuadamente durante los periodos de luz/oscuridad. Es probable que
participen elementos reguladores adicionales durante el proceso oscilatorio

y que permite que se mantenga incluso en luz continua.

B.3.- El factor de transcripcion CCAl interactua in vitro con

elementos presentes en los promotores de PsTRX v PsTRX

ml.

Los factores de transcripcion CCA1 y LHY (Late Elongated Hypocoty)
pertenecen a la familia Myb y forman parte esencial en el modelo de
regulacion del ciclo circadiano propuesto para las plantas (Wang, Z.Y. and
Tobin, E.M. 1998; Green, R.M. and Tobin, E.M. 1999; Alabadi, D., y cols.
2001). El modelo de circuito de retroalimentacién negativa del oscilador
central de Arabidopsis incluye la expresion de CCAl y LHY que son
activados por la luz mediante PIF3. CCA1 y LHY suprimen directamente la
expresion de TOCI1, que a su vez es el activador de los mismos. CCAl y
LHY también activan genes con expresion por la mafiana reconociendo en
sus promotores los sitios de union a CCA1 (CCA1 Binding Site, CBS), y
reprimen los genes de expresion por la tarde al interaccionar con los
elementos EE (Evening Element). Cuando los niveles de proteinas de CCA1
y LHY decaen, los de TOCI incrementan, interactuando TOC1 con PIF3 y
comenzando un nuevo ciclo.

Harmer y sus colaboradores encontraron que cinco genes responsables

del tiempo de floracion, incluidos los factores Myb CCAl y LHY1, eran
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regulados de forma circadiana. El factor CCAl, se une en la secuencia
reguladora de TOCI1 (Timing of CAB Expresion 1) al sitio CBS
-AAAAATCT- o al amanecer a una region Evening Element (EE)
-AAATATCT-, cuyas secuencias solo difieren en un nucleotido. Tanto
CCA1 como EE son conocidos elementos del reloj circadiano (Wang, Z.Y.,
y cols. 1997; Harmer, S.L., y cols. 2000; Alabadi, D., y cols. 2001) y se sabe
que varias posiciones de estos elementos son sensibles a las mutaciones o
cambios resultando en una perdida de la ritmicidad. De esta forma CCAl y
EE regulan la expresion de genes que van a alcanzar su maximo de
expresion hacia el inicio o el final del periodo de luz dependiendo de la
unioén del factor de transcripcion CCALl al elemento CBS o EE (Wang, Z.Y .,
v cols. 1997; Michael, T.P. and McClung, C.R. 2002). CCA1 es capaz de
unirse indistintamente a ambos elementos aunque el nucleotido de
diferencia entre EE y CBS es suficiente para diferenciar de forma especifica
en que momento del dia ocurre la transcripcion en el gen CATALASA3. Sin
embargo es necesaria una informacion adicional que se encuentra alrededor
del sitio especifico de unién del promotor para una completa regulacion
circadiana del CBS (Michael, T.P. and McClung, C.R. 2002).

CCAI1l puede también inducir los “Morning Elements” (ME) que
tienen un pico de expresion al amanecer, mientras que reprime los EE cuyo
pico se sitia al atardecer. Parece que cuando CCAI1 se une al amanecer al
motivo EE de TOCI1, se produce una represion de éste. Los niveles de
transcrito de TOC1 aumentan al final del dia y se cree que directa o
indirectamente incrementan la expresion de CCA1 y LHY. Los sitios CBS,
EE y ME estarian compitiendo por la union con CCAl. A pesar de la
numerosa informacion que se tiene, esta sigue siendo insuficiente para

establecer un modelo detallado del proceso, aunque si permiten sugerir que
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estos factores actian conjuntamente en un complejo circuito de
retroalimentacién negativa del oscilador central dependientes entre si para
controlar los ritmos en Arabidopsis (Salome, P.A. and McClung, C.R.
2004).

El analisis bioinformatico de las regiones reguladoras, han
identificado un elemento EE en la posicion -275 y -823 en PsTrx f'y PsTrx
ml respectivamente; en ambas secuencias reguladoras la secuencia de EE se
encuentra en antisentido. EE puede ser uno de los elementos responsables
de la regulacion de la expresion de PsTrx f'y PsTrx ml bajo el ciclo
circadiano y aunque no es imprescindible, el EE se ha encontrado en
secuencias reguladoras de genes que responden al control del ciclo
circadiano (Harmer, S.L., y cols. 2000; Xu, Y. and Johnson, C.H. 2001;
Michael, T.P. and McClung, C.R. 2002). Asimismo, en la regulacion de los
genes cuya expresion oscila regulado por el reloj circadiano a través del
factor CCAL1 estarian igualmente implicadas las secuencias reguladoras que
flanquean la caja EE (Michael, T.P. and McClung, C.R. 2002; Muiioz, E., y
cols. 2002).

En las secuencias promotoras de las Trxs cloroplastidicas /'y ml, EE
esta flanqueado por dos elementos relacionados con la expresion por luz,
GATABOX y GTICONSENSUS (Lam, E. and Chua, N.H. 1989;
Anderson, S.L., y cols. 1994; Zhou, D.X. 1999). Este hecho favorece que la
region promotora de -353 hasta -317 de la secuencia reguladora de PsTrx f,
que contiene varios elementos de luz, sean en su conjunto responsable de la
regulacion que la luz ejerce en los niveles de transcritos de ARNm de este
gen y de su proteina. La situacion es similar para el PsTrx m 1, y el elemento
EE se encuentra entre un elemento GATABOX en posicion -822 y un

elemento GTICONSENSUS en -798. La presencia de varios LRE préximos
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entre si puede ser indicativo de que estas regiones la respuesta, al menos en
parte, la expresion de ambos genes por la luz, y su regulacion por el reloj
circadiano (Puente, P., y cols. 1996; Chattopadhyay, S., y cols. 1998).

La secuencia EE encontrada en la secuencia reguladora de PsTrx f
conserva siete nucledtidos (marcados en negrita) de los nueve nucleétidos
que se han descrito ~AAAATATCT- para dicho elemento regulador en
Arabidopsis por Harmer y colaboradores. Sin embargo se ha comprobado
que estos siete nucleotidos son la parte central de EE y son suficientes para
la union con el factor CCA1 (Xu, Y. and Johnson, C.H. 2001; Rawat, R., y
cols. 2005). Igualmente, el elemento EE presente en la secuencia reguladora
aislada de PsTrx ml, contiene una secuencia que mantiene los siete
nucleotidos centrales de EE. En el caso de la especie de guisante la
secuencia consenso que se describe en este trabajo es -ATATCT-, y
conserva el elemento central y méas importante en la interaccion del factor
CCA1 en la regulacion por ciclo circadiano con la secuencia EE (Xu, Y. and
Johnson, C.H. 2001) y que es completamente funcional en la proteina ZGT
de tabaco (Nicotiana tabacum).

Por otra parte, en la secuencia reguladora de PsTrx ml, se han
localizado 4 elementos CBS en las posiciones -1131, -809, -710 junto a un
elemento GATABOX, un elemento GTICONSENSUS y un EE, y
finalmente otro elemento CBS en la posicion -473. La presencia en las
secuencias promotoras de Trx 'y ml de guisante de varios elementos
relacionados con la luz, junto con EE, apoya en parte los resultados de la
expresion inducida por la luz de los ARNm de ambas proteinas
cloroplastidicas bajo la regulacion del reloj circadiano.

Se han llevado a cabo experimentos de union in vitro para confirmar

la funcionalidad de las regiones LumF y LumM de la secuencia reguladora
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de PsTrx f'y PsTrx ml, que contienen dos elementos reguladores por luz
(GATABOX y GT1ICONSENSUS) en tandem junto con un EE. Hemos
podido comprobar que existe una unién entre el factor de transcripcion
CCA1l vy las secuencias LumF y LumM. Esto indicaria que efectivamente
CCAI1 se uniria directamente al motivo EE in vitro (Alabadi, D., y cols.
2001). Ademas la especificidad en la union se comprobd mediante estudios
de competicion con sondas LumF/Lum M no marcado radioactivamente. Al
igual que ocurre con otros genes, CCA1 se une a EE que se encuentra en la
region promotora de las Trxs f'y m/. Cuando se sustituyo en la secuencia de
los oligonucledtido LumF/LumM una base nucleotidica, la interaccion
especifica entre LumF/LumM y CCA1 desaparece, pudiendo concluir que el
nucleotido “T*” en la secuencia EE -AATAT*CT- es clave en la union de
este elemento con el factor de transcripcion CCA1 en guisante. Harmer y
Kay (Harmer, S.L. and Kay, S.A. 2005) observaron que se perdia la union
de CCA1 a una secuencia alterada en las 4 ultimas bases del motivo EE del
promotor PRR9. Asimismo, al hacer el rastreo de mutagenesis de dicho
fragmento sugirieron que tanto factores negativos como positivos regulaban
los EE, y que los factores negativos eran probablemente los factores Myb
CCAl y LHY (Alabadi, D., y cols. 2001) ya que la expresion génica
mediada por EE era antifasica a la de CCA1 y LHY, y se reducia cuando
cualquiera de estos genes estaba sobreexpresado. También mostraron al
utilizar extractos nucleares de Arabidopsis, que otros factores ademas de
CCAl y LHY se unian al EE y podian jugar un papel en su regulacion.
Varios estudios sugieren que las plantas utilizan un mecanismo similar al
empleado por moscas y mamiferos, para la regulacion la expresion de sus
genes a través del EE (Harmer, S.L. and Kay, S.A. 2005). Utilizarian tanto

factores negativos como positivos para formar el circuito de
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retroalimentacion secundaria que aumenta la precision y la estabilidad del
primer lazo de retroalimentacion que dirige la funcion del reloj. Ademas,
estos autores han mostrado que el EE es necesario y suficiente para conferir
los ritmos durante la fase de noche, inciden igualmente en que las
secuencias proximas pueden modular su funcion, afectando la ritmicidad, la
fase, la amplitud y el nivel de expresion. Algunos datos sugieren que otros
motivos del promotor podrian modificar la actividad del EE para producir
fases diferentes. Sin embargo, el analisis de promotores que contienen EE
no ha revelado ninguna secuencia consenso a parte del EE, por lo que tanto
la identidad del activador putativo como otras importantes secuencias para
la unién permanecen desconocidas.

Los picos de acumulacion de ARNm obtenidos tanto para la Trx f
como la Trx m1 se encuentran en la mitad del periodo de luz en lugar de
hacia el atardecer, indicando que posiblemente otros elementos reguladores
de los promotores y dependientes de la luz estarian interviniendo en una
regulacion mas ajustada de las Trxs cloroplastidicas para que que su
expresion génica sea maxima en mitad del periodo de luz. Podriamos
sugerir que los EE, junto con los demas elementos de luz (LRE) que se
encuentran en las secuencias estarian formando parte de un circuito
secundario dentro de la red de oscilacion ajustando los niveles de expresion
a las necesidades de la célula.

En conclusion, se puede observar como ambas tiorredoxinas
cloroplastidicas son reguladas por la luz bajo el control del reloj circadiano,
con el objetivo de aumentar el rendimiento durante la asimilacion de
carbono durante la fotosintesis en la planta mediante la regulacion de
enzimas claves del metabolismo del ciclo de Calvin sincronizando esta

regulacién en funcion de los periodos de luz y oscuridad. Parece que la

Pag. 253



regulacion de la expresion dependiente del reloj de las Trxs se haria a través
de los EE. Sin embargo, este motivo junto con los dependientes de la luz no
son suficientes para explicar la regulacion de estos genes, y serian
necesarios estudios adicionales para identificar nuevos elementos que

permiten el funcionamiento periodico de los genes dependientes del reloj.

C.- Regulacion de PsTrx f y PsTrx ml por

azucares solubles.

C.1.- Efecto sobre la actividad fotosintética.

La fotosintesis es el proceso por el cual las plantas asimilan di6éxido de
carbono como aporte de energia y fuente de esqueletos carbonados en los
procesos anabolicos de la planta. En los estudios en los que se ha pretendido
relacionar la acumulacion de azlcares con los niveles de transcritos de
ARNm de PsTrx 'y PsTrx m1, se ha determinado cémo este efecto modifica
la actividad fotosintética de las plantas de guisante y se ha podido
comprobar como un aumento de la cantidad los azucares no estructurales
disminuyendo la capacidad de la planta por asimilar el carbono a favor de la
respiracion confirmando resultados previos (Avelange, M.H., y cols. 1990).
Este efecto puede ser debido a la capacidad que tienen los azlcares de
controlar la expresion de genes que participan en la fotosintesis (Koch, K.E.
1996; Yu, S.M. 1999; Ho, S., y cols. 2001), entre los que destaca la
represion en la expresion de la subunidad pequefia de la RUBISCO (Sinha,

A K., y cols. 2002; Araya, T., y cols. 2006) lo que seria la causa de la
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disminucién en la velocidad de captacion de CO, por parte de la planta de
guisante. Ademads, la determinacion del contenido de clorofila en las hojas
de guisante bajo las diferentes soluciones ha mostrado que la cantidad de
clorofilas han disminuido independientemente del tratamiento bajo el que se
han tratado las plantas lo que contribuiria al efecto de los azucares solubles
en la disminucion en el rendimiento de asimilacion de CO; por parte de las
hojas de guisante como resultado de los elevado niveles de azucares
intracelulares (Koch, K.E. 1996; Yu, S.M. 1999; Ho, S., y cols. 2001),
acompanado al mismo tiempo por un aumento en la expresion de genes que
codifican para proteinas que estan involucradas en la ruta de sintesis de
polisacaridos, almacenamiento de proteinas ademds de proteinas que
participan en el sistema de defensa y respiracion. Ademas los azlicares estan
implicados en la induccidon de la senescencia de las hojas que coincide con
un descenso en el contenido de la clorofila y de la actividad fotosintética
(Jiang, C.Z., y cols. 1993; Bleecker, A.B. and Patterson, S.E. 1997; Quirino,
B.F., y cols. 2000; Pourtau, N., y cols. 2006). La correlaciéon entre la
expresion de la hexoquinasa (HXK) y el proceso de senescencia en hojas
son indicativos de un papel importante de la sefalizacion por azucares
dependiente de HXK durante la senescencia de la hoja (Dai, N., y cols.

1999; Xiao, W., y cols. 2000; Moore, B., y cols. 2003).

C.2.- Modificacion del contenido de azucares solubles.

El tratamiento de las plantas de guisante con las diferentes soluciones
se ha descrito que es una manera de aumentar el contenido intracelular de

azucares solubles (Avelange, M.H., y cols. 1990). La determinacion del
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contenido de azucares nos ha confirmado que las plantulas de guisante,
tratadas en las diferentes soluciones azucaradas, han logrado incorporar los
diferentes azucares tanto a través de la raiz como a través del peciolo, lo que
se observa en el aumento del contenido intracelular de azucares en hojas.
Cuando las plantas de guisante han sido tratadas con la solucion de glucosa
y fructosa, el contenido intracelular de ambos se ha visto aumentado. En el
experimento en el que se ha aportado los diferentes azucares con la planta
de guisante completa, ademas de confirmarse el aporte entre los diferentes
azucares, se ha comprobado como parte de la glucosa incorporada es
metabolizada y transformada en fructosa y en sacarosa. En el mismo
sentido, el aporte de sacarosa incrementa el contenido en sacarosa de las
células vegetales ademas de aumentar el contenido de glucosa y fructosa
celular lo que implica que la sacarosa es metabolizada e hidrolizada en
fructosa y glucosa.

Tanto los tratamientos con las soluciones de sorbitol y de manitol han
modificado el contenido de los azucares en las hojas tratadas en respuesta al
metabolismo tras la asimilacion de ambas sustancias. El sorbitol es
sintetizado en los tejidos “fuente” a partir de la reduccion de la glucosa-6-
fosfato a sorbitol-6-fosfato por la enzima aldolasa-6-fosfato reductasa
(EC 1.1.1.200) también denominada sorbitol-6-fosfato deshidrogenada
(S6PDH) y transportada desde las hojas al fluoema con la sacarosa
(Bieleski, R.L. and Redgwell, R.J. 1985). Ademas se ha descrito la
existencia de transportadores para el sorbitol y el manitol (Noiraud, N., y
cols. 2001; Watari, J., y cols. 2004; Zhang, L.Y., y cols. 2004) en el
apoplasma y fluoema de manzana, cerezo y apio. La modificacién en la
cantidad de azlcares solubles en hoja es lo que causaria la modificacion en

los niveles de expresion de las TRXs durante el periodo de oscuridad como
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sucede con manitol y sorbitol en otros experimentos (Iida, M., y cols. 2004;
Teo, G., y cols. 2006). La causa de que el contenido de sacarosa sea menor
en el tratamiento con sorbitol pues este azucar favorece la sintesis de
almidon en las hojas de manzano (Cheng, L., y cols. 2005).

El efecto de DTT en el contenido de azucares puede ser debido a la
activacion de la enzima AGPasa de guisante que se ha comprobado su papel
regulador sobre esta enzima favoreciendo la sintesis de almidon, del cual la
sacarosa es sustrato, aunque este efecto en la sintesis de sacarosa/almidon
no se debe a fendmenos distintos como la respiracion (Tiessen, A., y cols.
2003). Sin embargo, aunque es capaz de modificar el estado redox de
proteinas dianas de las TRXs en el estroma del cloroplasto, no se ha
verificado cambios significativos en el contenido de los azucares mas

relevantes como son glucosa, sacarosa y fructosa (Kolbe, A., y cols. 2006).

C.3.- Efecto de los azucares sobre los niveles de TRXs [y ml.

La adiccion de aztcares en plantas de guisante ha logrado modificar el
contenido de aztcares en las células vegetales lo que ha conducido a una
regulacion en la expresion de genes que participan en rutas tales activando
la expresion de genes que participan en la sintesis de polisacaridos,
almacenamiento de proteinas ademds de genes asociados a la respiracion u
la defensa frente a agentes oxidantes, pero también tienen efectos contrarios
en las rutas metabdlicas que participan en la fotosintesis, en la movilizacion
de moléculas reserva como la degradacion del almidon, lipidos y proteinas
(Krapp, A., y cols. 1993; Graham, 1.A., y cols. 1994; Koch, K.E. 1996;
Pego, J.V., y cols. 2000; Rolland, F., y cols. 2002).
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En los estudios de expresion de ambas TRXs bajo los efectos de las
soluciones con azucar junto con la luz han mostrado que la glucosa es el
azucar que es capaz de estimular la expresion de ambas de TRXs a partir de
las cuatro horas de tratamiento en luz para el caso de la Trx f, mientras que
en el caso de la Trx ml este efecto se ve a partir de las ocho horas de
iniciarse el tratamiento.

Al comparar los efectos en la regulacion de la TRX f'y m/I por parte
de glucosa y sacarosa podemos sospechar que la regulacion que la glucosa
ejerce en la expresion de las tiorredoxinas cloroplastidicas estaria implicado
rutas de senalizacion diferentes, quizds mediante un transportador de
glucosa que difiere de los efectos que la glucosa procedente de la hidrolisis
de la sacarosa. Ese hecho explicaria que las hojas tratadas con sacarosa no
tengan los mismos efectos sobre la expresion de TRX f'y TRX ml, y
explicaria como a las cuatro horas de tratamiento en las hojas de guisante, la
glucosa activa la expresion de Trx f, mientras que la sacarosa no la afecta.
Otro fenomeno que puede explicar el distinto efecto de glucosa y sacarosa
en la regulacion es que la relacion NADPH/NADP' se incrementa en
presencia de glucosa y no por sacarosa lo que muestra otra via de
sefnalizacion distinta entre ambos azucares (Tiessen, A., y cols. 2003; Kolbe,
A., y cols. 2005).

Las pocas diferencias que existen entre los niveles de transcritos de
Trx f'y ml con respecto a los niveles de expresion de las proteinas, se puede
concluir que la expresion de ambas proteinas por parte de los azucares
solubles se debe a nivel de transcripcion lo que relacionaria este tipo de
regulacion directamente con el papel de estas proteinas en la regulacion
entre los tejidos “fuente” y “sumidero” y genes que codifican para proteinas

implicadas en la generacion mediante “feedback” por producto final
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(Rolland, F., y cols. 2006). La regulacion positiva para estas proteinas ha
sido descrita en estudios de hibridacion en “arrays” (Kolbe, A., y cols.
2006).

Dada la relacion entre los tejidos fuente y sumidero (raices y flores) a
través de los azucares, la regulacion positiva de las TRXs cloroplastidicas
por parte de los azlcares y la presencia de éstas proteinas en los haces
vasculares podria ser una respuesta a la movilizacion de los azucares desde
los tejidos “fuente” a los tejidos “sumidero” (Corbesier, L., y cols. 1998).

Una posible explicacion de la regulacion positiva de las TRXs por
parte de los azucares puede ser la relacion que la glucosa tiene con la
defensa frente a estrés oxidativo (Couée, 1., y cols. 2006) dado que aumenta
los equivalentes de poder reductor en forma de NADH o NADPH a través
de la ruta de la glicolisis y la ruta del ciclo Oxidativo de las Pentosas
Fosfato, respectivamente (Averill-Bates, D.A. and Przybytkowski, E. 1994;
Zhang, Y.M., y cols. 2000; Ryu, J.Y., y cols. 2004). Asi, la glucosa se ha
demostrado que aumenta las defensas celulares frente a la citotoxicidad por
peroxido de hidrogeno en células animales (Averill-Bates, D.A. and
Przybytkowski, E. 1994). Ademas, la glucosa es el precursor de
carotenoides en la oscuridad (Pallett, K.E. and Young, A.J. 1993) y
ascorbato (Foyer, C. 1993; Smirnoff, N., y cols. 2001), y de aminoacidos
como son cisteina, acido glutamico y glicina que son los aminoacidos que
forman el glutation (Noctor, G. and Foyer, C.H. 1998). Todos estos
elementos forman parte en la desfesa frente agenestos oxidcantes a través
del ciclo de ascorbato y glutation implicados en la homeostasis redox y la
destoxificacion de peroxido y proteccion frente al oxigeno singlete. Asi, el
aumento observado en la cantidad de transcritos y proteina de PsTrx f'y

PsTrx m1 podria apoyar este fendmeno frente a estrés dado que es conocido
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la regulacion de las TRXs con proteinas protectoras como son la 2-cis
peroxiredoxina, proxirredoxina tipo Q y la enzima superoxido dismutasa
(Motohashi, K., y cols. 2001; Balmer, Y., y cols. 2003; Maeda, K., y cols.
2004; Wong, J.H., y cols. 2004; Lemaire, S.D., y cols. 2005). Ademas se
sabe que las TRXs son capaces de restaurar el fenotipo mutante de
levaduras EMY63, que carecen de la expresion de sus propias TRXs
(Verdoucq, L., y cols. 1999), y hacen posible que crezcan en medios de
cultivo en presencia de agentes oxidantes como terc-butil hidroperoxido y

peroxido de hidrogeno (Traverso, J.A., y cols. 2007).

C.4.- El factor de transcripcion DOF7 interactua in vitro con

elementos presentes en los promotores de PsTRX v PsTRX

ml.

Las proteinas tipo DOF son factores de transcripcion que son
reguladores transcripcionales con un papel relevante en el crecimiento y
desarrollo en las plantas. Es una proteina de union a ADN a través de un
dominio de unidén denominado DOF de 52 aminoacidos en los que cuatro
cisteinas estan conservados en un grupo 2Cys/2Cys formando un enlace
dedos de zinc donde las cisteinas se coordinan con en la union al ADN
(Yanagisawa, S. 1995). En su estructura, se distinguen dos partes, el
extremo amino, la parte mas conservada entre todos los elementos de esta
familia y es el sitio de unioén al ADN a través de los dedos de zinc, mientras
que el extremo carboxilo se presenta el dominio de regulacion
transcripcional y donde se encuentra la mayor variabilidad entre las

proteinas DOF (Yanagisawa, S. 2002). Esta proteina ha sido descrita en
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plantas superiores como son tabaco (Nicotiana tabacum) (De Paolis, A., y
cols. 1996; Baumann, K., y cols. 1999), patata (Solanum tuberosum)
(Plesch, G., y cols. 2001), cebada (Hordeum vulgare) y trigo (Triticum
aestivum) (Mena, M., y cols. 1998), arroz (Oryza sativa) (Washio, K. 2001)
y Arabidopsis thaliana (Zhang, B., y cols. 1995). Ademas de estar presentes
en la mayoria de las plantas superiores, regulan una gran variedad de
procesos metabolicos que va desde la germinacion, hasta la defensa de la
planta frente a un estrés oxidativo (Chen, W., y cols. 1996; Vicente-
Carbajosa, J., y cols. 1997; Papi, M., y cols. 2000; Gualberti, G., y cols.
2002). En maiz (Zea mays) se describieron estos factores por primera vez
(Yanagisawa, S. 1995) y se han relacionado con la regulacion especifica de
tejido y luz, describiéndose como ZmDOF1 es capaz de aumentar la
expresion de un gen mientras que ZmDOF2 elimina el efecto positivo de la
primera proteina en protoplastos del mesofilo (Yanagisawa, S. and Sheen, J.
1998). Ademas, estos dos factores tienen la capacidad de unirse a las
secuencias reguladores de genes que participan en el metabolismo del
carbono (Yanagisawa, S. 2000). Es este el motivo que ha justificado el
interés de relacionar el papel de estas proteinas en la regulacion de la
expresion de las TRX cloroplastidicas de guisante con estas proteinas, pues
en las secuencias reguladoras de ambas proteinas se encuentran varios sitios
de union DOFCORE -AAAG- que son las regiones del ADN reconocidas
por las proteinas DOF (Yanagisawa, S. and Schmidt, R.J. 1999). Estos datos
muestra que es un factor ampliamente presente en plantas superiores, y en
guisante se han descrito hasta 7 proteinas diferentes dentro de la familia
DOF (Nakamura, N. y cols. 2003). Asi hemos decidido estudiar la

interaccion de un factor DOF de guisante con las regiones promotoras
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aisladas de ambas TRXs para verificar la existencia in vitro de la interaccion
entre proteina-factor de transcripcion.

Aunque el dominio de unién entre todos los factores DOF se conserva
entre las 7 proteinas de la familia DOF de guisante, de entre los siete
factores de transcripcion, se ha expresado y trabajado con DOF7 dado que
es la proteina que filogenéticamente mas se aproxima a los factores DOF de
otras especies que se han descrito que participan en el desarrollo de las
plantas regulando genes implicados en el metabolismo del carbono y en el
proceso de germinacion de la semillas como son DAG1 y AtDOF4.1 (Papi,
M., y cols. 2000; Gualberti, G., y cols. 2002) (Fig. 77).

AtDOFS5.6

-PsDOF1

PsDOF2

AtDOF4.1

PsDOF7

DAG1

AtDOF4.7

PsDOF3

PsDOF4

PsDOF5S

AtDOF2.2

ZmDOF1

AtDOF3.3

AtDOF4.2

PsDOF6

AtDOF5.4

Fig. 77.- Arbol filogenético de los factores de transcripcién DOF agrupados segin
funcionalidad (Yanagisawa, S. 2002).
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Una vez que se ha obtenido un extracto de con DOF7, se ha realizado
los estudios de unién con los fragmentos LumF y LumM con el factor de
transcripcion se ha verificado que la union es especifica ya que al afiadir a la
mezcla de unidén cada una de las sondas no marcadas radioactivamente, la
sefnal que se obtiene con sonda marcada va desapareciendo lo que nos indica
que la union entre la proteina DOF7 con la secuencias LumF y LumM. Este
experimento nos muestra que los factores DOF de guisante son capaces de
reconocer las secuencias DOFCORE -AAAG- que estdn presentes en las
secuencias promotoras de PsTrx f'y PsTrx m/ lo que puede significar que la
gran diversidad en las funciones de los familia DOF se puede traspasar a las
TRXs participando en procesos tan diversos como la transmision de la senal
luminica e interaccién con fotorreceptores, respuesta a hormonas, defensa
frente a estreses y el desarrollo de las semillas y la germinacién (Mena, M.,
v cols. 1998; Baumann, K., y cols. 1999; Kang, H.G. and Singh, K.B. 2000;
Yanagisawa, S. 2000; Washio, K. 2001; Martinez, M., y cols. 2005; Ward,
I M., y cols. 2005).
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Conclusiones.-

CONCLUSIONES.

1-

La Trx f'y m de guisante han sido localizados en hojas, tallo, vaina,
semilla y en tejidos no fotosintéticos, raices y drganos reproductores.
Las TRXs f'y ml junto con la FTR formarian parte del mecanismo

activador de enzimas en estos tejidos heterotroficos.

Se ha aislado las secuencias reguladoras de la Trx f'y ml de
guisante. La expresion del gen GUS fusionado a estas secuencias en
plantas de Arabidopsis ha confirmado las localizaciones tisulares.
Deleciones seriadas de los promotores han revelado elementos
negativos y motivos que regularian la expresion de las Trxs por la

luz.

La expresion de los genes de la Trx f'y ml y la sintesis de sus
proteinas presentan un ritmo oscilatorio, mostrando que estan

reguladas por la luz a través del reloj circadiano.

El factor de transcripcion CCA1 componente del oscilador central
del reloj regula la expresion oscilatoria a través de su union al
motivo “Evening Element” que se encuentra en la secuencia

reguladora de las Trxs f'y m1.

El aporte de azucares solubles exdgenos disminuyen el contenido de
clorofila a y b e inhiben en parte la actividad fotosintética de plantas

de guisante.
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6-

De todos los azticares solubles ensayados la glucosa es el azlicar que
induce mayoritariamente la expresion de las Trxs f'y m/ a nivel
transcripcional, utilizando rutas de sefializacion distintas a la de
sacarosa. Las Trxs estarian activando proteinas de la ruta de la
sintesis de almidon dentro del cloroplasto en respuesta a un exceso

de glucosa.

El factor de transcripcion DOF7 al unirse al sitio AAAG de las
secuencias reguladoras de las Trxs f y ml estaria regulando la

expresion durante el metabolismo carbonado.
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Abreviaturas.-

Abreviaturas.

A. tumefaciens :
Agrobacterium tumefaciens
ABA : Acido abcisico

ADN : Acido
dexosirribonucleico

ADNCc : ADN complementario
ADP : Adenosina 5 difosfato
AGPasa : ADP glucosa
pirofosforilasa

AMPc : Adenosin 3°-5"-
monofosfato ciclico

ARN : Acido ribonucleico
ARNTt : ARN de transferencia
ATP : Adenosina trifosfato
BAP : 6-Bencilaminopurina
BCIP : 5-bromo-4-cloro-3-
indol fosfato

BSA : Albiimina de suero
bovino (Siglas del inglés)
CBS : CCAl Binding Site
(Siglas del Inglés)

cm” : Centrimetros cuadrados
cpm : Cuentas por minuto
c.s.p. : Cantidad Suficiente
Para

CTAB : Bromuro de
hexadecil-trimeti-amonio
DAPI : 4°,6-Diamidino-2-fenil
indol diclorhidrato

DBMIB : 2,5-dibromo-3-metil-
6-isopropil-p-benzoquinona
DCMU : 3-(3,4-diclorofenil)-
1,1-dimetil urea

ddH,O : Agua destilada
DEPC : Dietilpirocarbonato
DMSO : Dimetilsulfoxido

DNAsa : Deoxiribonucleasa de
moléculas de ADN

DO : Densidad 6ptica

DTT : Ditiotreitol

E. coli : Escherichia coli

EE : Evening Element (Siglas
del inglés)

EGTA : Acido etilen glicol-
bis(2-aminoetilen)-N,N,N,N’-
tetraacético

EMSA : Electrophoretic
Mobility Shift Assay, siglas del
inglés

EST : Expressed Sequence
Tags (Siglas del inglés)
EtOH : Etanol

FAD :

FBPasa : Enzima fructosa-1,6-
bifosfatasa

FTR : Enzima ferredoxina-
tiorredoxina-reductasa

6-dGlc : 6 deoxy-glucosa

gr : Gramos

GUS : 3-Glucuronidasa
GAPDH : Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa

GFP : Green Protein
Fluorescent (Siglas del inglés)
GK : Glucoquinasa (del inglés
glucokinase)

GRX : Glutarredoxina

h : Hora

HEPES : Acido 4-(2-hidroxy-
etil)piperacina-1-
etanosulfonico

HXK : Hexoquinasa (del
inglés hexokinase)
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IgG : Inmunoglobulina G
INV : Invertasa

IPTG : Isopropil tiogalactosido
J : Julios

KAc : Acetato potasico

KDa : Kilodaltons

Kmc : Kanamicina

1: Litro

LB (medio)/LBA : Medio
Laurie-Bertoni liquido/sélido
LRE : Light Responsive
Element, del inglés

M : Molar

mA : Miliamperios

Mgr : Miligramos

min. : Minutos

ml : Mililitros

mm : Milimetros

MES : Acido morfolino 2-N-
etanosulfonico

MOPS : Acido (3-Morfolino)
propan-sulfénico

MS (medio)/ : Medio
Murashige and Skoog

MTHEF : Metilen-
tetrahidrofolato

mYV : Milivoltios

MW : Molecular weight, del
inglés.

NADP" : Nicotinamida
adenina dinucleotido difosfato,
forma oxidada

NADPH : Nicotinamida
adenina dinucleotido difosfato,
forma reducida

NADP-MDH : Enzima NADP
malato deshidrogenasa

NBT : Nitroblue tetrazolium,
del inglés

ng : Microgramos
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nCi : Microcurios

nm : nanometros

ng : nanogramos

OREF : Open Reading Frame
(Siglas del inglés)

Pa : Pascales

PAPS : 3'-fosfoadenosil-5"-
fosfosulfato

PAR : Photosynthetically
Active Radiation (Siglas del
inglés)

Pb : Pares de bases

PCR : Reaccion en cadena de
la polimerasa (En inglés)
PDI : Protein-disulfuro oxidasa
PF : Peso fresco

PGI : Fosfoglucoisomerasa
PMSF : Fenil metil sulfonil
fluoruro

Prx : Peroxirredoxina

PSI : Unidad de presion del
sistema inglés equivalente a
144 Ibgem’

PVP : Polivinilpirrolidona
PVPP :
Polivinilpolipirrolidona

RE : Reticulo Endoplasmatico
RNAsa : Ribonucleasa

rpm : Revoluciones por
minuto

RRasa : Ribonucleotido
reductasa

RT-PCR : Reaccion
retritranscripcion seguida de
una PCR

ROS : Reactive Oxigen
Species (Siglas del inglés)
SDS : Dodecil sulfato sédico



Abreviaturas.-

SDS-PAGE : SDS- Poly- Trx /Trxs : Tiorredoxina
Acrilamide Gel Electrophoresis /Tiorredoxinas

(Siglas del inglés) U : Unidad (de actividad

seg : Segundos enzimatica)

SUS : Sacarosa sintasa UTR : Untranslated region
T6P : Trehalosa-6-fosfato (Siglas del ingles)

T* : Temperatura UV : Ultravioleta

TCA : Acido Tricarboxilico V : Voltios

(Siglas del inglés) X-GlcA : Acido 5-Bromo-4-
Tm : Temperature mealting cloro-3-indol-p-D-Glucurdnico
(Siglas del inglés)
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Relacion de cada una de las disoluciones en la solucion de riego para guisante.
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Tabla 6. pag. 83
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nucledtidos mutados para los experimentos de retardo.
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Tabla 10. pag. 194
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Tabla 11. pag. 205
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Fig. 1. pag 16

Arbol filogenético de las diferentes clases de TRXs presentes en Arabidopsis
thaliana agrupadas en citosolicas , cloroplastidicas y mitocondriales. Los nimeros
de accesos de las proteinas son: EcTRX A: AP 004016, HsSTRX: NP 003320,
AtTRX CXXC: NP 172620 AtTRX f71: NP 186922, AtTRX f2: NP 197144, ,
AtTRX hl: NP 190672, AtTRX /42: NP 198811, AtTRX A3: NP 199112, AtTRX
h4: NP 173403, AtTRX h5: NP 175128, AtTRX h7: NP 176182, AtTRX h8: NP
177146, AtTRX h9: NP 001078124, AtTRX ml: NP 849585, AtTRX m2: NP
192261, AtTRX m3: NP 188155, AtTRX m4: NP 188155, AtTRX ol: NP
001078006, AtTRX 02: NP 564371, AtTRX x NP 564566, AtTRX yI: NP 177802,
AtTRX y2: NP 175021.

Fig.2. pag 19
Estructura terciaria de la TRX reducida de £. Coli (1XOB) (Jeng, M.F., y cols.
1994). Se han sefalado los elementos secundarios tipicos de este tipo de

plegamiento y la situacion del centro activo.

Fig.3. pag 21
Esquema del mecanismo de reaccion de las TRXs. Los productos finales son la
TRX en estado oxidado, mientras que la reduccion de la proteina diana conduce

hacia la modificacion del centro activo o a un cambio conformacional.
Fig.4. pag 27

Esquema de los sistemas de reduccion de TRXs en plantas.

Fig.5. pag 33
Longitudes de ondas percibidas por las diferentes familias de fotorreceptores

descritos en plantas.
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Fig. 6. pag 45

Esquema de los elementos que participan en la regulacion del reloj circadiano. A)
En la parte superior se encuentran los elementos que participan de la transmision
de la sefial luminosa hacia la parte central, B) en la que se encuentra el reloj que va
a originar C) la ritmicidad de los diferentes procesos de la célula. En naranja, se
representan los procesos de represion a nivel transcripcional de la expresion de los

diferentes genes implicados.

Fig. 7. pag 49

Modelo simplificado de los principales flujos de carbono en las células
fotosintéticas y la formacion de moléculas sefial generadas por la fotosintesis, el
transporte y la hidrélisis de compuestos carbonados tanto durante la noche (parte
izquierda del esquema) como durante el dia (parte derecha del esquema). SPS:
sacarosa fosfato sintasa, SPP: sacarosa fosfato fosfatasa, AGPasa: ADP-glucosa
pirofosforilasa, UGPasa:, UDP-glucosa pirofosforilasa, INV: invertasa, SUS:

sacarosa sintasa.

Fig. 8. pag 50
Generacion y transporte de azucares sefial en células “sumidero”. SUS: sacarosa
sintasa, C-INV: invetasa citosolica, V-INV: invertasa vacuolar, PC-INV: invertasa

de la pared celular.
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Fig. 9. pag 59

Esquema de los elementos implicados en la sefializacion de azicares en las células
vegetales. Glc: glucosa, G6P: glucosa-6-fosfato, HXK: hexoquinasa, Sac: sacarosa,
TPS: trehalosa fosfato sintasa, TPP: trehalosa fosfato fosfatasa, T6P: trehalosa-6-

fosfato, Tre: trehalosa.

Fig. 10. pag 80
Mapa sitio clonaje del vector pGEM®-easy

Fig.11. pag 81
Mapa sitio clonaje del vector pBI101.

Fig.12. pag 82
Esquema del sitio de clonaje del vector de expresion pET28b

Fig.13. pag 83

Esquema de la situacion de los oligonucleotidos para amplificar los diferentes
fragmentos del promotor y la secuencia nucleotidica de PsTrx m/. Las flechas
indican la disposicion y orientacion del oligonucleétido. En azul se muestra la
region de la secuencia reguladora que ha sido utilizado en los estudios de unién con
los factores de transcripcion CCA1 y DOF7

Fig.14. pag 84

Esquema de la situacion de los oligonucleotidos para amplificar los diferentes
fragmentos del promotor y la secuencia nucleotidica de PsTrx f. Las flechas
indican la disposicion y orientacion del oligonucleétido. En azul se muestra la
region de la secuencia reguladora que ha sido utilizado en los estudios de union con
los factores de transcripcion CCA1 y DOF7
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Fig. 15. pagl13

Esquema del ensayo enzimatico en la medida de azucares solubles.

Fig. 16. pagl14

Esquema de la medicion de azicares.

Fig. 17. pag 125
Secuencia del adaptador. Las flechas indican las secuencias y la orientacion de los

oligonucledtidos AP-1y AP-2.

Fig. 18. pag 126

PCR-Walking sobre los diferentes bancos gendémicos. A) 1* PCR para cada uno de
los genes con las parejas de oligonucledtidos AP1/F1 (para PsTrx f) y AP1/Ml1
(para PsTrx m1). B) Segunda reaccion de PCR a partir de una dilucion 1:100 de la
1* PCR con la pareja de oligonucleotidos AP2/F2 (para PsTrx f). C) Segunda
reaccion de PCR a partir de una dilucion 1:100 de la 1 PCR con la pareja de
oligonucledtidos AP2/M2 (para PsTrx ml).

Fig. 19. pag 129

Secuencias reguladoras en 5" corriente arriba obtenidas por PCR-Walking para
PsTrx f'y PsTrx mi. En negrita se indica el codon que codifica para la metionina, el
primer aminoécido de la proteina. Entre paréntesis estd el numero de acceso a la
base de datos de Gene bank en el que se ha depositado cada una de las secuencias

reguladoras.
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Fig. 20. pag 131

Esquema de las secuencias reguladoras aisladas por PCR-Walking de PsTrx f'y
PsTrx ml. Los cuadros sefalan los principales elementos reguladores identificados
en las bases de datos PLACE y PlantCARE. Las flechas indican la localizacion y
orientacion de los oligonucledtidos utilizados para obtener los diferentes
fragmentos de los promotores, enteros y truncados. En la secuencia reguladora de

PsTrx ml se indica con “+1” el sitio de inicio de la transcripcion.

Fig. 21. pag 135

Arbol filogenético en el que se presentan las TRXs de 4. thaliana y las tres TRXs
cloroplastidicas descritas hasta la fecha en P. sativum. AtTRXfI (NP 186922),
AtTRXf2 (NP 197144), AtTRXAhI (NP 190672), AtTRXh2 (NP 198811),
AtTRXA3 (NP 199112), AtTRXA4 (NP 173403), AtTRXAS5 (NP 175128),
AtTRXA7 (NP 176182), AtTRXA8 (NP 177146), AtTRXh9 (NP 001078124),
AtTRXmiI (NP 849585), AtTRXm2 (NP 192261), AtTRXm3 (NP 179159),
AtTRXm4 NP (188155), AtTRXol (NP 001078006), AtTRXo2 (NP 564371),
AtTRXx (NP 564566), AtTRXy! (NP 177802), AtTRXy2 NP (175021),
AtTRXCXXC (NP 172620), PsTrxf (P29450), PsTRXm! (P48384), PsTRXm2
(CAC69854). Subrayadas se indican las proteinas de guisante.

Fig. 22. pag 136
Electroforesis en gel de agarosa al 1,2 % de los productos de PCR obtenidos para
cada uno de los fragmentos de los promotores enteros y delecionados. f1 (444 pb),

£2 (128 pb), m1 (1996 pb), m2 (1544 pb), m3 (546 pb), m4 (161 pb) y m5 (23 pb).
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Fig. 23. Pag 137

Esquema de las construcciones de los diferentes fragmentos de las secuencias
reguladoras fusionadas al gen GUS y sus tamafios: A) de PsTrx f'y B) de PsTrx m/.
Se indica la longitud de los fragmentos tomando como referencia el ATG del inicio
de la traduccién en el caso de PsTrx f. En el caso de la secuencia reguladora de
PsTrx ml se ha tomado como referencia el sitio de inicio de la transcripcion,

marcado con un tridngulo invertido negro.

Fig. 24. pag 140
PCR sobre 40 ngr ADN genomico de cada una de las lineas transgénicas utilizadas

en los estudios de expresion de esta tesis.

Fig. 25. pag 141

Tincion histoldgica de GUS durante el desarrollo de las lineas transgénicas de A.
thaliana. En la serie podemos ver el resultado de la coloracion de las lineas
f1::GUS en A) cotiledones, B) plantula desarrollada, C) raices, D) y E) estomas y
base de los tricomas, F) flores, G) vaina. Coloracion GUS en las lineas de plantas
transgénicas f2::GUS en H) plantula, I) roseta y J) flor. Coloraciéon GUS en plantas
transgénicas que contienen la construccion pBI101::GUS en K) roseta e L)

inflorescencias.

Fig. 26. pag 144

Tincion histologica de GUS en el desarrollo de las lineas transgénicas de A.
thaliana con la En la serie podemos ver el resultado de la coloracion de las lineas
ml1::GUS en A) cotiledones, B) plantulas, C) raices, D) flores y E) en vaina 'y
semillas; m2::GUS y m3::GUS representados por las imagenes en F) cotiledones,
G) plantulas, 1) roseta y J) raices. H) Coloracion en flores para las construcciones

m2::GUS, m3::GUS, m4::GUS. Tinciéon GUS en linea m4::GUS K) en plantula L)
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y en raices. Finalmente, coloracion histoquimica en m5::GUS M) en raices, N)
pléntula y O) flores. P) Coloracion histoquimica de GUS en plantas transgénicas de

A. thaliana transformadas con el vector pBI101 vacio.

Fig. 27. pag 146

Cortes semifinos de hojas de plantas transformadas (A y B) con la construccion
fl::GUS  (Cy D)y con la construccion m1::GUS mostrando la reaccion frente a
GUS. La barra de tamafio representa 50 um. Células del mesoéfilo (m), tejidos

vascular (tv), estomas (e) y espacio intercelular (ei).

Fig. 28. pag 148

Esquema de la insercién de A) PsTrx f'y B) PsTrx m/ dentro del vector pGEM-
T®easy en las construcciones F32 y M40 y la orientacién de cada secuencia dentro
del vector. Los cuadros sefalan las endonucleasas utilizadas para la sintesis de cada
sonda y las flechas indican la enzima ARN polimerasa utilizada en cada caso para

obtener una sonda en sentido o en antisentido.

Fig. 29. pag 149

Geles de agarosa al 1 % de concentracion. Se muestran las bandas que
corresponden con las sondas marcadas con digoxigenina, bien en sentido (s) o en
antisentido (a) tras el tratamiento con ADNasa. A) Para el caso de PsTrx f'y B)

para el caso de PsTrxm].

Fig. 30a. pag 151
Resultados de la hibridacion in situ utilizando como sonda el ARNm para PsTrx f

en diferentes tejidos de guisante: A y B) corte transversal de hoja, D y E) en raiz, G
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y H) en grano. El resto de las imagenes son el resultado de utilizar la sonda en
sentido para PsTrx fen diferentes tejidos de guisante C) hojas, F) raiz, I) grano. Las

barras indican 100 um.

Fig. 30b. pag 152

Resultados de la hibridacion in situ utilizando como sonda el ARNm para PsTrx f
en diferentes tejidos de guisante: J, K, L y M) diferentes secciones de la flor en
desarrollo, y resultado de la hibridacion con la sonda Fs en N) embriones y O)
sacos polinicos. Colenquima (co); floema (f); xilema, (x); envoltura de la semilla
(es); radicula (r); ovario (ov); saco embrionario (se); polen (po). Las barras indican

100 wm.

Fig. 31. pag 154

Resultados hibridacion in situ utilizando como sonda Ma para PsTrx ml/ en
diferentes tejidos de guisante: A y B) hoja, D y E) raiz, G) inflorescencia, H) sacos
polinicos, 1) tejido vascular, K, L y M) saco embrionario. C) hoja, F) raiz y J)
inflorescencia tras hibridar con el control negativo para PsTrx m/ Ms. Las barras
indican 100 um. Anteras (an), colénquima (co), epidermis (e), mesofilo (me),

ovario (ov), parénquima (p), polen (po), saco embrionario (se), tejido vascular (tv).

Fig. 32. pag 157

Alineamiento de las secuencias con ayuda del programa informatico CLUSTAL de
PsTrx f(X63537), PsTrx m1(X76262) y PsTrx m2 (AJ316577). En rojo se resalta
la pareja de oligonucleétidos utilizados en el caso de PsTrx mi, mientras que en
azul se indican las secuencia de oligonucledtidos de PsTrx f. En minuscula, estd la

secuencia 3'UTR de cada secuencia.
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Fig. 33. pag 159

Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de la subunidad catalitica de Ftr de
leguminosas: Glicina max (GB Y15076), Medicago truncatula (GB AC157489) y
Lotus japonicus (GB BG662387). En se resalta las regiones seleccionadas
para el disefio de los oligonucleétidos utilizados para aislar la secuencia de FTR de

guisante.

Fig. 34. pag 160
Alineamiento que compara la secuencia nucleotidica obtenida para Ftr de guisante

frente a la secuencia de Glicina max.

Fig. 35. pag 160
Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de FTR de Glicina max y FTR de

Pisum sativum.

Fig. 36. pag 161

Estudio de expresion por RT-PCR en diferentes tejidos de guisante: hojas (H), tallo
(T), raices (R), semilla (S), y flores (F) para los genes PsTrx f, PsTrx ml, PsFtry
PsAct.

Fig. 37. pag 163
Western blot mostrando las diferencias en la deteccion entre el suero policlonal y el
suero preinmune: A) en el caso de la PSTRX f'y B) en el caso de PsSTRX m!. En la

parte superior de cada dibujo se presenta la dilucion utilizada del anticuerpo.
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Fig. 38. pag 164
Especificidad de cada uno de los anticuerpos de cada TRXs cloroplastidica hacia el
resto de las TRXs cloroplastidicas y citosolicas de guisante. La dilucion utilizada

de cada anticuerpo ha sido 1:3000 para cada anticuerpo.

Fig. 39. pag 165
Deteccion de las proteinas PSTRX f'y PSTRX m/ en diferentes tejidos de planta de
guisante, semilla (S), flor (F), hojas (H), raices (R) y vaina (V).

Fig. 40. pag 167
Esquema de la toma de muestras en el estudio de expresion por ciclo circadiano de

las Trxs cloroplastidicas de guisante.

Fig. 41. pag 168
Se muestra el resultado de la purificacion en gel de agarosa al 1,2 % de los
fragmentos de PsTrx f; PsTrx mi y PsCab, tras amplificacion por PCR, que han

sido utilizados para la sintesis de las sondas en los experimentos de Northern Blot.

Fig. 42. pag 168
Resultado del estudio mediante Northern Blot de la expresion de los genes PsTrx f,
PsTrx ml y PsCab a lo largo del experimento. Las bandas de 18s indican la

cantidad cargada en el gel de cada muestra.
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Fig. 43. pag 169
Esquema que representa la oscilacion a lo largo del experimento del gen PsCab. En
la parte superior se indica el resultado del Northern Blot, mientras que en la parte

inferior se representa con colores las condiciones de iluminacion

Fig. 44. pag 171

Figura que representa los niveles A) de transcritos de PsTrx /'y B) de proteina de
PsTRX f durante el experimento de ciclo circadiano. En la parte superior de cada
figura se expone la sefial obtenida para cada muestra en el experimento de
Northern Blot y Western Blot, respectivamente. En la parte inferior de las figuras,
se representa con color las condiciones de iluminacion de cada periodo del

experimento.

Fig. 45. pag 173

Figura que representa los niveles A) de transcritos y B) de proteinas de PsTrx m/
durante el experimento de ciclo circadiano. En la parte superior de cada esquema se
presenta la sefial obtenida para cada muestra en el experimento de Northern Blot 'y
Western Blot, respectivamente. En la parte inferior de los esquemas, se representa

con color las condiciones de iluminacion de cada punto del experimento.

Fig. 46. pag 175

Secuencia promotora aislada para PsTrx f. Las cajas en color azul resaltan los
elementos reguladores relacionados con la luz segun la base de datos PLACE y
PlantCARE. En negrita y subrayado se resalta el elemento “Evening Element”

relacionado con el ciclo circadiano encontrado en el promotor de PsTrx f. Las
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flechas indican la posicion de los oligonucleotidos utilizados en la obtencion del

fragmento entero y truncado del promotor de PsTrx f'.

Fig. 47. pag 176

Secuencia promotora aislada para PsTrx m/ . Las cajas en color azul resaltan los
elementos reguladores relacionados con la luz segun la base de datos PLACE y
PlantCARE. En negrita y subrayado se resaltan los elementos “Evening Element”
y CBS (en las posiciones -1131 pb, -809 pb, -710 pb y -473 pb) relacionados con el
ciclo circadiano encontrado en el promotor de PsTrx m/. Las flechas indican la
posicion de los oligonucleotidos utilizados en la obtencion del fragmento entero y

truncado del promotor de PsTrx m.

Fig. 48. pag 177

El esquema muestra, con flechas, las horas, a lo largo del experimento, en las que
se han recolectado las muestras de las plantas transgénicas de A. thaliana que
contienen las diferentes construcciones de las secuencias de los promotores,

enteros o truncadas, fusionados al gen GUS.

Fig. 49. pag 178
Cuantificacion de la reaccion de RT-PCR sobre las diferentes lineas transgénicas

en relacion a la secuencia promotora de PsTrx f.
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Fig. 50. pag 179
Cuantificacion de la reaccion de RT-PCR sobre las diferentes lineas transgénicas

en relacion a la secuencia promotora de PsTrx m/.

Fig. 51. pag 181

Figura que muestra la secuencia del LumrF, enmarcada en rojo, sintetizada a partir
de los oligonucleotidos LumFa/LumFs y escogida para llevar a cabo el analisis de
unién in vitro con el factor CCAIl. La region contiene un elemento

“GT1Consensus”, una caja GATA y un elemento “Evening Element” marcado en

negrita y subrayado.

Fig. 52. pag 182

Se muestra el resultado del experimento de unién utilizando el fragmento LumrF
con el factor CCA1 A): Callel: Sonda libre, Calles 2-5: con sonda no marcada
radioactivamente, Calles 6-8: con competidores inespecifico poli dI/dC. B) Sonda
mutada, Calle 1: Sonda LumrF sin CCA1, Calle 2: Sonda LumrF + CCA1, Calle 3:
Sonda LumrF-mut sin CCA1, Calle 4: Sonda LumF-mut + CCAL.

Fig. 53. pag 183

Figura que muestra las sondas utilizadas en las reacciones de union con CCAI.
LumrF se ha obtenido a partir de la hibridacion de los oligonucleétidos
LumrFa/LumrFs, mientras que LumF-mut se ha obtenido con los oligonucleétidos
LumGa/LumGs. Los cuadros en color azul representan los nucleotidos que forman
parte de EE, mientras que en color rojo se ha sefialado la mutacion en EE relevante

para la union.
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Fig. 54. pag 184

Figura que representa parte de la secuencia reguladora aislada para PsTrx m/. En
ella se ha sefialado los elementos “GATAbox” y “GT1Consensus” regulados por la
luz, ademas, segun las bases de datos PLACE y PlantCARE. En negrita y
subrayada esta la secuencia de EE y CBS. En rojo se muestra la secuencia de ADN
LumM, sintetizada con los oligonucledtidos Lum2Ma/Lum2Ms, para llevar a cabo

la reaccion, in vitro, de union al factor CCALl.

Fig. 55. pag 185

Se muestra el resultado del experimento de unién A) utilizando el fragmento
Lum2M con el factor CCAl; Calle 1: Sonda libre, Calles 2-4: con competidor
inespecifico poli dI/dC, Calles 6-8: con sonda no marcada radioactivamente. B)
Sonda mutada, Calle 1: Sonda Lum2MC sin CCA1, Calle 2: Sonda Lum2MC +
CCAL.

Fig. 56. pag 186

Figura que muestra las sondas utilizadas en las reacciones de union con CCAI.
Lum2M se ha obtenido a partir de la hibridacion de los oligonucledtidos
Lum2Ma/Lum2Ms, mientras que Lum2MC se ha obtenido con los
oligonucledtidos Lum2MCa/Lum2MCs. Los cuadros en color azul representan los
nucleotidos que forman parte de EE y CBS, mientras que en color rojo se ha

sefialado la mutacion en EE relevante para la union.
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Fig. 57. pag 188
Grafica que muestra el resultado de las mediciones de la actividad fotosintética a
1000 PAR a lo largo del experimento tratando las plantas de guisante con

diferentes soluciones de azlicares a una concentracion 0,1 M.

Fig. 58. pag 190
Esquema en el que se muestra el contenido de glucosa en las hojas a lo largo del
experimento con cada uno de los tratamientos de azicares. La barra superior indica

la fase de iluminacion y de oscuridad del fotoperiodo.

Fig. 59. pag 191
Esquema en el que se muestra el contenido de fructosa en las hojas a lo largo del
experimento con cada uno de los tratamientos de azicares. La barra superior indica

la fase de iluminacion y de oscuridad del fotoperiodo.

Fig. 60. pag 193
Esquema en el que se muestra el contenido de sacarosa en las hojas a lo largo del
experimento en cada uno de los tratamientos de azlcares. La barra superior indica

la fase de iluminacion y de oscuridad del fotoperiodo.

Fig. 61. pag 197
Nivel de expresion de ARNm de PsTrx f a lo largo del experimento bajo los

diferentes tratamientos de azucares.
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Fig. 62. pag 198
Nivel de expresion de ARNm de PsTrx m/ a lo largo del experimento bajo los

diferentes tratamientos de azucares.

Fig. 63. pag 201
Cuantificacion de clorofila a y clorofila b en las hojas de guisante en cada uno de

los tratamientos.

Fig 64. pag 202

Niveles de glucosa en las hojas tratadas con las soluciones de azticares y DTT.

Fig. 65. pag 203

Niveles de fructosa en las hojas tratadas con las soluciones de aztcares y DTT.

Fig. 66. pag 204

Niveles de sacarosa en las hojas tratadas con las soluciones de azicares y DTT

Fig. 67. pag 206
Niveles de expresion de ARNm de PsTrx f con los diferentes tratamientos de

azucares.
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Fig. 68. pag 207

Niveles de expresion de PsTrx m/ en los diferentes tratamientos de azucares.

Fig. 69. pag 207
Contenido de proteina de PsTRX f determinado mediante western blot en plantulas

de guisante tratadas con las disoluciones de aziucary DTT.

Fig. 70. pag 209
Contenido de proteina de PsTRX m/ determinado mediante western blot en

plantulas de guisante en cada uno de las disoluciones de azicar y DTT.

Fig.71. pag 212

Figura que muestra la secuencia de DOF7-(His)s-tag. En maytscula se indica la
secuencia de aminoacidos de DOF7. En rojo se muestran los aminoacidos del
dominio Z-DOF implicados en la uniéon al ADN (Shimofurutani, N., y cols. 1998).
En cursiva y subrayado se muestra la extension resultante de la fusion de DOF7 en
el vector pET28b. En azul se resalta la cola de histidina utilizada en la purificacion

de la proteina recombinante y en la deteccion mediante western blot.

Fig. 72. pag 213

Gel de acrilamida en los que se muestra la purificacion del fragmento DOF7 tras la
expresion en E. coli. En la parte superior, la tincion con Coomassie de los extractos
de cada una de las etapas de la purificacion. En la parte inferior se muestra el

resultado de la deteccion por western blot utilizando un anticuerpo frente His-tag o
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cola de histidina. Mw: Peso Molecular, Ppdo: Precipitado, Sol: Soluble, Lav:
Lavado, E1-E5: Eluciones 1 a 5.

Fig. 73. pag 215
Fragmentos de ADN LumrF y Lum2FD de la secuencia reguladora de PsTrx f
utilizadas como sonda en la reaccion de union con el factor DOF7. En verde se

resalta el sitio de reconocimiento de las proteinas DOF.

Fig. 74. pag 213

Reaccion de unidn entre el fragmento LumrF con el factor DOF7: Calle 1: Sonda
libre, Calles 2-5: con competidor inespecifico poli dI/dC, Calles 6-8: con sonda
especifica no marcada radioactivamente. Sonda mutada, Calle 8: Sonda Lum2FD

libre, Calle 9: Sonda Lum2FD + DOF7.

Fig. 75. pag 215
Fragmentos de ADN Lum2M y Lum2MD de la secuencia reguladora de PsTrx m/
utilizadas como sonda en la reaccion de union con el factor DOF7. En verde se

resalta el sitio de reconocimiento de las proteinas DOF.

Fig. 76. pag 217

Reaccion de union entre el fragmento Lum2M con el factor DOF7: Calle 1: Sonda
libre, Calles 2-5: con competidor inespecifico poli dI/dC, Calles 6-8: con sonda
especifica no marcada radioactivamente. Sonda mutada, Calle 8: Sonda Lum2MD

libre, Calle 9: Sonda Lum2MD + DOF7
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