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RESUMEN

La mayor parte de la pérdida de produccion vegetal en el planeta es debida
principalmente a la salinidad y a la sequia, junto con la aparicién de temperaturas extremas
(Epstein et al., 1980; Yancey et al., 1982). Este factor, entre otros, provoca que el estudio de
los procesos de tolerancia a estos estreses sea de vital importancia, no solo desde el punto de
vista bioldgico, donde existen plantas capaces de tolerar concentraciones extremas de sales y
periodos enormes de tiempo sin agua, sino que desde el punto de vista humano, el estudio de
estos procesos beneficia sin duda el aspecto econdémico de la agricultura. Este beneficio
humano obtenido, podria, siendo muy optimistas, resolver los problemas de hambruna de
vastos territorios desertificados o salinizados, aunque siendo mas realistas, podria permitir en
un futuro no muy lejano utilizar agua de mar poco tratada para el riego de cultivos.

Siguiendo este planteamiento y utilizando datos previos del “screening” funcional de
genes de Arabidopsis thaliana en levadura (Forment et al., 2002), se inicido esta Tesis
doctoral tomando al gen RCY1 como protagonista.

Este gen implicado presuntamente en procesamiento de mRNA fue sometido a
estudio, siguiendo el dogma de su relacion con la tolerancia a estrés salino en levadura.

Asi, se realizaron una serie de estudios en Arabidopsis thaliana, encaminados a
comprobar si en esta planta, de donde procede el gen, también interviene en procesos de
tolerancia a sal, asi como encaminados a discernir parte del mecanismo de accidon del gen con
o sin sal.

En primer lugar se comprobo que la expresion de dicho gen en esta planta se dispara
en situaciones de estrés salino (NaCl y LiCl), hidrico (ausencia de riego) y osmotico
(sorbitol). Es decir, a partir de una expresion basal muy baja y sometiendo a la planta a
dichos estreses, los niveles de mRNA de RCY1 aumentan significativamente.

También se ha comprobado que de forma silvestre y en ausencia de sal, este gen no
tiene una expresion importante en ningiin 6rgano de la planta, a excepcion de anteras, polen y
estigma donde la presencia de mRNA de RCY1 es abundante. Teniendo en cuenta que en
estos Organos se produce un proceso natural de desecacion, no es arriesgado pensar que
RCY1 podria estar implicado en la viabilidad de las células sometidas a este estrés osmotico.

Posteriormente se obtuvo plantas transgénicas sobreexpresando el gen. El resultado
fue la tolerancia que mostraban dichas plantas transgénicas tanto a estrés salino, como
hidrico. Este hecho se pudo comprobar gracias a las diferencias de pesos seco y fresco que

presentaban las plantas transgénicas, con respecto a plantas silvestres, al ser sometidas a



tratamientos con NaCl, LiCl y ausencia de riego. En las plantas transgénicas siempre habia
unos mayores pesos seco y fresco acumulado después de los tratamientos.

Los datos obtenidos en plantas carentes de RCY1 (mutantes “Knock out” cedidos por
el Salk Institute) no mostraban que estas plantas fueran mds sensibles a sal, pero si nos
mostraron que la ausencia de este gen en homozigosis impide que el polen se desarrolle de
forma normal, apareciendo plantas sin polen. Este dato nos vuelve a llevar a la idea de la
implicacion de RCY1 en el proceso de gametogénesis, por su presencia en polen, antera y
estigma.

Se comprobd también que la proteina codificada por este gen y fusionada a la gfp
(green fluorescent protein) se localizaba en el nucleolo y algunos cuerpos nucleares (datos
obtenidos en la estancia realizada en el John Innes Institute, en el laboratorio del Dr. Peter
Shaw). Sorprendentemente resulté que al tratar las células transformadas con dicha fusion
proteica con NaCl, RCY1 se deslocalizaba hasta ocupar la totalidad del nucleoplasma celular.
Este proceso se comprobd con otras proteinas nucleares, pero en ningin caso a los niveles de
RCY1, que con 10mM de NaCl ya comenzaba su movimiento. De estos datos obtenidos
podemos inferir que RCY1 es una proteina altamente sensible a sal y si tenemos también en
cuenta los datos de su estructura, posiblemente esté relacionada con el procesamiento de
mRNA, ya que siempre esta localizada en el nucleoplasma, pudiendo ser el nucleolo su lugar
de almacenamiento.

Por ultimo se ha comprobado que la presencia de RCY1 confiere cierta proteccion a
ensayos de transcripcion “in Vitro” en los que se ha anadido una alta concentracién de NaCl.
Es decir, los extractos celulares de plantas transgénicas sobreexpresando RCY1 resultan ser
mas tolerantes a la presencia de sal durante un ensayo de transcripcion “in Vitro”. Esto nos
ha mostrado el camino de cudl puede ser uno de los mecanismos de accion de RCY1 durante

el estrés salino e hidrico.
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1.1 EFECTOS DE LA SAL (NaCl) EN PLANTAS

Aunque las plantas vasculares, al igual que todos los seres vivos conocidos, surgieran
del medio marino, el cation Na" no se encuentra entre sus iones fisiologicos, es mas, no
existe ningun suelo, aparte del suelo costero, donde el NaCl sea un componente importante
(Tan y Tan, 1998).

Solo desde que comenzo la domesticacion del suelo de forma masiva en el Neolitico
(Olsson, 2001), las plantas glicofitas (sensibles a sal) cultivadas, y en general todas las
plantas cercanas a los cultivos, comenzaron a estar en contacto con ésta y otras sales, debido
a la desecacion de los acuiferos y al riego con aguas duras.

Normalmente se define la tolerancia a sal, como la diferencia de porcentaje de
biomasa perdida durante un tratamiento salino y a largo plazo (Munns, 2002), con respecto a
un tratamiento no salino, es decir, cuanta mas biomasa pierda una especie al ser tratada con
sal, menos tolerante es. Como ejemplo nos serviria comparar un tratamiento con 200mM de
NacCl en remolacha, que reduciria un 20% el peso seco y es clasificada como tolerante a sal,
en algodon, que reduciria un 60% su biomasa y se clasificaria como moderadamente
tolerante, y en soja, que provocaria la muerte de la planta, clasificandose ésta como sensible a
sal (Greenway and Munns, 1980). Continuando con esta clasificacion, aparecen las plantas
resistentes a sal o halo6fitas, que no solo son capaces de tolerar elevadas concentraciones de
¢sta sin reducir ni un miligramo su biomasa con respecto al control, sino que en muchos
casos la sal es un estimulante necesario del crecimiento (Flowers et al., 1986). Aplicando el
ejemplo anterior, obtendriamos que la halofita Suaeda maritima (Fam. Crassulaceae)
necesita de esos 200mM de NaCl para su correcto desarrollo (Flowers et al. 1977, 1986)

Como ya se ha indicado, el efecto de la sal en la planta depende de la concentracion,
como ocurre con todo tipo de sustancias, pero en este caso es importante indicar que a bajas
concentraciones la sal causa un efecto toxico en la célula por el efecto de sus iones por
separado, pero cuando aumenta su concentracion y por tanto aumenta atin mas este efecto, es
sumatorio el efecto osmético de la sal, es decir el efecto general que provoca desecacion o
plasmolisis celular. Asi, a concentraciones elevadas de NaCl, ambos efectos conviviran en el
estrés y seran indistinguibles. Por esto, muchas veces se utiliza LiCl como sal estresante, ya
que en ocasiones, una concentracion baja de NaCl no es suficiente para causar un efecto
fenotipico visible provocado por el componente toxico, contrastando con la mayor potencia

toxica del LiCl. También es comun usar una solucidn concentrada de macronutrientes
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[Medio Hoagland (Hoagland and Snyder 1933) modificado] para poder distinguir sendos
efectos (Termaat and Munns, 1986).

Fisiologicamente hablando, uno de los efectos que mas temprano se puede detectar al
tratar con NaCl es la reduccion en la tasa de crecimiento de las hojas, como se ha
comprobado en maiz (Cramer and Bowman, 1991; Neumann 1993), arroz (Yeo et al., 1991)
y trigo y cebada (Passioura and Munns, 2000). Pero estos efectos también se pueden detectar
al tratar con KCI o mannitol, sustancias que s6lo provocan estrés osmotico (Yeo et al., 1991;
Chazen et al., 1995). Por esto, no se puede decir que este efecto esté exclusivamente causado
por la sal.

Ocurre algo similar en raiz. No tan subito, pero si rapido es el descenso de la tasa de
elongacion al tratar con dicha sal (Rodriguez et al., 1997). También obtenemos este efecto al
tratar s6lo con KCl o mannitol (Frensch and Hsiao, 1994; 1995), por lo que tampoco se
puede decir que este es un efecto especificamente salino.

Si obtenemos este efecto especifico en el caso de la deficiencia de calcio en las raices.
Al afiadir sal al medio de crecimiento, desciende la actividad de este cation (Cramer and
Lauchli, 1986), descendiendo como se ha indicado anteriormente la tasa de crecimiento. Este
efecto no ocurre con tratamientos exclusivamente osmoticos, y puede ser paliado con la
adicion exdgena de calcio (Cramer et al., 1988).

Fenotipicamente hablando, los efectos de la sal comienzan a observarse a mas largo
plazo. Un primer sintoma puede estar en el amarilleamiento de las hojas jovenes y la muerte
de las hojas mas viejas, siendo ésta el lugar donde se estd acumulando el exceso de sal.

Pero todos estos efectos a nivel fisioldgico y fenotipico, tienen su origen a nivel
molecular. Numerosos son los procesos descritos en los que intervienen los iones de la sal,
destacando entre otros el desplazamiento de cationes fisioldgicos de los centros activos de
algunas enzimas, por la accion de Na" y Li". Asi se ha demostrado que la actividad de
enzimas como la malato deshidrogenasa, aspartato transaminasa, glucosa-6 deshidrogenasa o
isocitrato liasa provenientes de guisante (Pea sativa), son inhibidas por la adicién “in Vitro”
de NaCl (Greenway and Osmond, 1972). También es conocido que una enzima tan crucial
como la RUBISCO, es inhibida por NaCl en garbanzo (Cicer arietinum) (Soussi et al., 1998).

Mencion especial requieren también los homologos en planta de los genes HAL de
levadura. Estos genes fueron identificados en levadura como dianas de la toxicidad ionica, ya
que en general su sobreexpresion en Saccharomyces cerevisae aumenta la tasa de tolerancia.
Destaca el gen descrito en levadura HAL2 (Gléser et al., 1993; Murgia et al., 1995; 1996),
del cual se han encontrado homologos en Arabidopsis thaliana como SAL1 (Quintero et al.,

1996) o AHL (Gil-Mascarell et al 1999). Concretamente este gen codifica una nucleotidasa
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que desfosforila el 3’-fosfoadenosina 5’-fosfato (PAP) y 3’-fosfoadenosina 5’-fosfosulfato
(PAPS), y que se inhibe en presencia de NaCl y LiCl, pero no en el caso de KCI. Asi, como
este gen interviene en la ruta de asimilacion del azufre, podemos decir que estas sales
influyen negativamente en esta ruta al inhibir una de sus enzimas.

También se han encontrado homologos al gen descrito en Saccharomyces cerevisae
HAL3 (De Nadal et al., 1998) en Arabidopsis thaliana (Espinosa-Ruiz et al., 1999), siendo
esta proteina una subunidad inhibidora de la fosfatasa de nucleétidos Ppzl1, que se inhibe en
presencia de NaCl y LiCL

También es importante la inhibicion del proceso fotosintético, por la accidén del
cloruro sddico en distintas especies vegetales (Downtown, 1977; Bethke and Drew, 1992;
Longstreth and Nobel, 1979). Aunque el dafio principal de los fotosistemas por la sal no es
directo, sino que es consecuencia de procesos secundarios causados por la sal, como el
aumento del estrés oxidativo en cloroplastos (Hernandez et al., 1995) o el descenso general
de nutrientes necesarios para el buen funcionamiento de este proceso que provoca el estrés
salino, debido a la dificultad que experimenta la planta para tomarlos desde el suelo en
presencia de NaCl (Couia et al., 1994; Martinez and Lauchli, 1994; Ferndndez-Garcia et al.,
2002). Si encontramos un proceso de dafio directo de los fotosistemas al desplazar el ion Na"
al Ca”" (Shen and Katoh, 1991) siendo este efecto totalmente reversible.

Otro factor limitante del crecimiento, provocado por la sal, es la estabilizacion del
DNA en general (Chadalavada et al., 1997). Es decir, el NaCl provoca un aumento de la Ty,
del DNA, dificultando que enzimas como la RNA polimerasa puedan unirse a él. Al mismo
tiempo las DNAsas y nucleasas hacen su trabajo degradando esta molécula y provocando,
muerte celular, al menos observada en meristemo radicular de cebada (Katsuhara and
Kawasaki, 1996). Aunque este proceso sea provocado por el componente toxico de la sal, se
ha detectado que algunos osmolitos como la prolina o betaina, aparte de proteger ante un
estrés osmotico, pueden hacer descender la Ty, y por tanto contrarrestar el efecto de la sal
(Chadalavada et al., 1997).

Recientemente, estan apareciendo estudios que relacionan procesos generales de la
maquinaria celular, con el estrés salino. Es decir, existen procesos celulares (transcripcion,
traduccion, replicacion de DNA, etc...), que son mds sensibles que otros procesos en
condiciones salinas (Serrano, 1996; Dichtl et al, 1997), empezando a no funcionar
correctamente a menor concentracion salina, y actuando por tanto de factores limitantes del
crecimiento. Asi, sin conocerse exactamente a que nivel actua la sal, se sabe que esta inhibe

estos procesos y se tendra que buscar cual es la diana exacta de toxicidad.
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Todos estos efectos provocan que el NaCl (y otras sales de comprobada toxicidad)

cause en las plantas no resistentes, una serie de dafios que limitan el crecimiento e incluso en

muchas ocasiones acaban en el 6bito de la planta.

1.1.IMECANISMOS DE SENALIZACION

Antes de exponer como las plantas son capaces de tolerar unas sustancias con tan

numerosos efectos nocivos, es necesario explicar qué procesos median en la sefalizacion de

este estreés.

En estos mecanismos también hay una separacién entre los dos componentes

estresantes de la sal. Asi, el factor el factor toxico de la sal viene sefalizado principalmente

por la ruta SOS, una ruta de sefalizacion y respuesta a NaCl que ha sido resultado de un

analisis genético molecular y bioquimico (Zhu 2000).

Fig. 1:
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Esta es una ruta de sefializacion exclusiva para el cation Na'. Esta comienza cuando
la elevada concentracion de este ion es detectada por un receptor de membrana aun no
descrito. Rapidamente se produce una movilizacion del calcio citosolico (Knight et al.,
1997). El porqué esta sefial de calcio es diferente a la disparada por frio, sequia u otros
estimulos, es atn un misterio. Después este calcio se une a la proteina SOS3, que también
requiere de una miristiolozacion para su activacion (Ishitani et al., 2000; Liu and Zhu 1998).
Esta SOS3 activa es capaz de unirse a SOS2 (Halfter et al., 2000; Liu et al 2000), una
serin/treonin quinasa, regulando la unidén entre ambas el nivel de expresion del antiportador
de membrana Na'/H" SOSI1 (Shi et al., 2000). Posteriormente este sistema activara otras

respuestas capaces de otorgar tolerancia a sal, que seran revisados en el apartado siguiente.

1.1.2 MECANISMOS DE TOLERANCIA A SAL

Numerosos son los mecanismos que se han desarrollado durante la evolucion vegetal,
que permiten a las plantas tolerar e incluso resistir elevadas cantidades de sales. Los graves
efectos provocados por la sal y desarrollados en apartados anteriores, han sido un importante
factor de seleccion vegetal, es decir, los individuos que poseian alglin factor que les otorgaba
ventaja en suelos con sales no fisioldgicas, lograban sobrevivir mejor, cediendo esas
mutaciones a sus descendientes. También se cree que aunque, como ya se ha desarrollado, las
plantas provengan del medio marino, muchos de sus elementos de tolerancia a sal no
provengan de estos predecesores primitivos, sino que se han creado nuevos a base de la
presion de seleccion ejercida por el estrés salino.

Asi, podemos encontrar cambios bastante radicales en el metabolismo e incluso en la
anatomia de las plantas, con respecto a su nivel de tolerancia.

En un primer nivel, se incluyen los cambios existentes para evitar le presencia de
sales en el interior de la planta. En este aspecto destacan las glandulas de exclusion de sales
(Ramadan, 1998; Ungar, 1987; Drennan et al, 1987), que son estructuras que aparecen en
plantas, sobre todo haléfitas, que se encargan de expulsar las sales provenientes de ambas
vias vasculares, apoplasto y simplasto. Las sales quedan excluidas asi del interior de la
planta, quedando cristalizadas en el exterior de las hojas y no provocando ningin efecto
nocivo. Destacan los géneros Salicornia y Tamarix.

En este nivel también aparecen estructuras destinadas a impedir la entrada de sales a

nivel radicular. Asi, encontramos bombas de exclusion salina en la via simplasto (Schubert
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and Lauchli, 1990; Wilson and Shannon, 1995) y apariciéon de suculencia (Naidoo and
Rughunanan, 1990) que provoca que el potencial osmotico creado en el interior de la planta
impida entrar por difusion cualquier sustancia por la via apoplasto, siendo la unica via de
entrada la simplastica, en la que es posible ejercer un mayor control de flujo.

En un segundo nivel aparece la acumulacién de sales en estructuras internas de la
planta, que provoca un doble efecto, evitar que la sal se localice libremente en todas las
células, pudiendo afectar a cualquier proceso, y que el potencial osmoético sea menos
negativo y la entrada de sales se ralentice. En este apartado podemos encontrar la
acumulacion de sal en estructuras muertas de la planta, como hojas (Munss and James,
2003), o en estructuras vivas, como vacuolas intracelulares (Harvey et al, 1976).

Un tercer nivel, compartido con la tolerancia a sequia, es el de acumulacion de
solutos compatibles, es decir, solutos no toxicos para la planta, que elevan el potencial
osmotico celular e impiden la entrada de sales al citoplasma, quedando la sal en el espacio
extracelular. Destacan los casos del sorbitol (Ahmad et al, 1979), la prolina (Stewart and Lee,
1974) o la glicina-betaina (Hanson et al., 1994).

Otro nivel que encontramos es el nivel de mantenimiento de la homeostasis celular
(Niu et al 1995). Es decir, es vital para la célula poder mantener este nivel evitando la entrada
de sales por métodos distintos a los ya nombrados. Esto se consigue principalmente con
antiportadores de membrana como SOS 1 (Shi et al, 2000) y NHX (Yokoi et al 2002) que
expulsan Na' e introducen H' en Arabidopsis thaliana, manteniendo asi la homeostasis
celular y evitando la entrada del dafiino ion Na".

El ultimo nivel de esta lista es el del proceso que llevan acabo algunas plantas, de
aumentar la expresion de ciertas proteinas, que son una diana directa de la toxicidad, en
condiciones de estrés salino. En este aspecto juegan un papel fundamental los promotores,
que en algunos casos responden al estimulo estresante salino, provocando que los genes bajo
su control se expresen mas (Kreps et al., 2002). Este es un proceso general que también
afecta a otros niveles en la tolerancia, como es el caso de la inhibicién de enzimas por sal,
pero que tiene especial importancia en este nivel, ya que puede que la simple presencia de

mayores niveles de proteinas, confiera tolerancia.

1.2 EFECTOS DE LA SEQUIA EN PLANTAS

En este caso, las plantas a lo largo de la evolucion también tuvieron que hacer frente a

una serie de cambios que les permitieran vivir fuera del medio marino. Sin embargo, las
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plantas necesitan hidratarse constantemente, para mantener la turgencia celular fisiologica y
ademas el agua absorbida sirve de vehiculo para la toma de los nutrientes necesarios.

Pero existen en este planeta zonas donde la disponibilidad de agua es minima, de
forma temporal como por ejemplo la cuenca mediterranea donde existen épocas de sequia
resefiable, que han provocado que la vegetacion de esta zona sea especial y esté adaptada a
temporadas de estrés hidrico entre otros factores (Suc, 1984). También existen zonas de
sequia permanente, como cualquier zona desértica, en la que los efectos nocivos de la sequia
son aun peores y la vegetacion esta totalmente especializada en resistir el estrés hidrico
(Andersson et al., 1997).

También encontramos el efecto del hombre en lo que respecta al estrés hidrico, no
solo directamente y a consecuencia de la sobreexplotacion de acuiferos y de la
sobreexplotacion de cultivos, sino también a consecuencia del cambio climatico global, que
esta provocando una mayor desertificacion de la superficie terrestre (Huntley, 1991; Walther
et al., 2002).

Por tanto, estas alteraciones, tanto individuales como colectivas de plantas en zonas
de estrés hidrico, tienen su origen en la presion selectiva causada por lo efectos nocivos de la
sequia.

Un primer efecto general podria ser el de la dificultad de toma de nutrientes, ya que si
no hay agua en el suelo, el potencial hidrico de éste descenderd tanto que el balance estara
decantado hacia el movimiento de agua desde la planta hasta el suelo (Steudle, 2000). En este
caso la planta no podra tomar los nutrientes por la via pasiva apoplastica, sino que se vera
obligada a usar la simplastica con el consiguiente gasto energético que esto conlleva.

Como efecto general también destaca la pérdida de turgencia celular, lo que
imposibilitara la comunicacion celular (Giles et al., 1976), llegando a ser letal para la planta.

Otro cambio general es el descenso en la respiracion celular (Flowers and Hanson,
1969), debido al arrugamiento de las membranas de las mitocondrias (Miller et al., 1971).
Este arrugamiento impide la comunicacion entre las enzimas de la membrana mitocondrial,
dificultando la respiracion celular y la posterior formacion de ATP.

También se puede detectar un descenso en la asimilacion de CO, debido al cierre
general de estomas para evitar la desecacion (Chaves, 1991)

Mas a nivel molecular, son muy pocos los efectos negativos conocidos, provocados
por el estrés hidrico. Es mds, en algunos sistemas se sabe que este estrés no provoca ningun
efecto negativo, como es el caso del funcionamiento de los fotosistemas (Lu and Zhang,

1999; Genty et al., 1987; Nogués and Baker, 2000).

17



Por ultimo hay que tener en cuenta que la sequia provoca indirectamente otro tipo de
dafios, sobre todo debido al aumento en el estrés oxidativo que sufren las plantas con estrés

hidrico (Moran et al., 1994; Bartoli et al., 1999).

1.2.1 MECANISMOS DE SENALIZACION

Las plantas han desarrollado una serie de mecanismos que son capaces de detectar el
estrés hidrico, antes de que ocurra un dafio irreversible. Gracias a estos sistemas, en las
plantas se pondran en marcha una seric de mecanismos que provocaran cierto grado de
tolerancia segun las distintas especies.

Las respuestas que se van a exponer a continuacion son respuestas a estrés osmotico,
es decir siempre responden ante el estrés hidrico, pero responden también al componente
osmotico de la sal, si es que la concentracion de ésta es elevada, o a incluso, concentraciones

elevadas de solutos compatibles en el medio de crecimiento de la planta.

1.2.1.1 RUTAS DE SENALIZACION DE LAS PROTEIN-KINASAS

La fosforilacion/desfosforilacion es conocida como un proceso de sefializacion
celular desde hace muchos afios, funcionando también como senal del estrés osmotico.

Mientras que en levadura el proceso de senalizacion hiperosmético es bien conocido
(Gustin et al., 1998), en plantas mucho falta por conocer. La ruta osmorreguladora en
levaduras empieza con la activacion de los dominios SH3, que contienen algunas proteinas
de membrana, o de las histidina kinasas de dos componentes. Ambas rutas activan una
cascada de MAP kinasas, que finalmente provoca un aumento en la concentracion de solutos
compatibles.

En plantas son varias las MAP kinasas que se vuelven activas en presencia de estrés
osmotico, aunque los mecanismos concretos no estan bien establecidos.

Por ejemplo, en alfalfa la MAP kinasa denominada SIMK se vuelve activa en
presencia de estrés hiperosmotico moderado, pero en presencia de estrés severo (mayor de
750mM de NaCl), es otra la MAP kinasa que se activa (Munnik et al., 1999). En tabaco se ha
detectado este mismo efecto con la MAP kinasa SIPK (Mikolajczyk et al., 2000), que tiene
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su homologa en Arabidopsis ATMPK6 (Hoyos and Zhang, 2000) y también se activa durante
el estrés hiperosmotico.

También se han identificado las siguientes enzimas en la ruta, las MAP kinasa kinasa,
que son la SIMKK en alfalfa (Kiegerl et al., 2000) y la SIPKK en tabaco (Liu et al., 2000).

Otras rutas de MAP kinasas independientes a esta se han detectado en tabaco al
activarse por estrés hiperosmotico, concretamente la ASK1 (Mikolajczyk et al., 2000),
aunque su funcionamiento es alin un misterio.

Finalmente, hay que destacar que como en muchos otros tipos de estrés, el calcio
actia como mensajero en el estrés osmoético (Knight et al., 1997), por tanto las cascadas de
CDPKs (Protein-kinasas dependientes de calcio) tienen un papel importante en la

sefalizacion, aunque la distincién que hacen en los distintos estreses es atin desconocida.

1.2.1.2 MECANISMOS DE SENALIZACION POR FOSFOLIPIDOS.

Los fosfolipidos de membrana constituyen un sistema dindmico que genera multitud

de sefiales en respuesta a estrés.
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Como se puede observar en la figura 2, los receptores activados frente a senales
estresantes de frio, sal, sequia o a la hormona ABA, activan una serie de fosfolipasas, que a
su vez generan una serie de segundos mensajeros, a partir de fosfolipidos. Posteriormente
estos segundos mensajeros activaran una serie de mecanismos que provocara reaccion en la
planta frente a estos estreses.

Como ejemplo de este sistema nos serviria la accion de la fosfolipasa C (PLC), que
cataliza la hidrdlisis de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato, generando los segundos mensajeros
diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3;). El IP; moviliza las reservas de Ca®'
intracelulares, mientras que el DAG activa a Protein-kinasa C. Varios estudios han
demostrado la relacion entre el estrés hiperosmdtico y al aumento de IP; intracelular
(DeWald et al., 2001; Drobak and Watkins, 2000; Heilman et al., 1999; Takahashi et al.,
2001). El efecto del Ca*" y las Protein-kinasa C se han desarrollado en el apartado anterior.

También es conocido como los niveles del precursor del IP;, el PIP,, se elevan en
condiciones de estrés osmotico y ABA, gracias al aumento de la expresion génica de la
enzima que genera este precursor, la fosfatidilinositol 4-fosfato 5-kinasa (PIP5K), a partir de
fosfatidilinositol 4-fosfato (Mikami et al., 1998). También se ha detectado el aumento de la
expresion del gen que codifica a la PLC en Arabidopsis, después de someter a las plantas a
estrés salino o hidrico (Hirayama et al., 1995). Por tanto estd bien demostrado que un
aumento de la actividad enzimatica, y de la expresion génica van ligados en este tipo de

sefializacion.

1.2.1.3 SENALIZACION DEL ESTRES OSMOTICO MEDIADA POR ABA

A parte de las conocidas funciones que posee esta hormona en el desarrollo y
crecimiento de la planta, el ABA interviene de forma importante en la regulacion del balance
hidrico y en la sefalizacion del estrés hidrico. Esto se demuestra observando el crecimiento
de los mutantes carentes de ABA en presencia de estrés salino o hidrico. Estos mutantes
crecen deficientemente con respecto a los silvestres durante estrés osmético moderado. Si el
estrés se agrava las plantas mutantes llegan a morir (Xiong et al. 2001).

Las principales funciones del ABA en la célula seran equilibrar el balance hidrico en
la planta, actuando sobre las células de acompanamiento de los estomas, y tolerar la
deshidratacion celular, gracias a la induccion de genes de tolerancia.

Todo esto se produce gracias al aumento del ABA intracelular. Este proceso es bien

conocido y se sabe que proviene del aumento en la sintesis y de la inhibicion de la
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degradacion. Concretamente se sabe que la enzima que acttia como factor limitante de la
sintesis es la 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED) (Koornneef et al., 1998) y su
expresion es inducida por estrés osmotico (Iuchi et al., 2001; Qin and Zeevaart, 1999;
Thompson et al., 2000). También son inducidas otras encimas de la biosintesis, pero parece
que la mayor regulacion estd en la NCED.

Poco se conoce alin de la degradacion y de cuéles son los procesos que median en la
induccion de los genes de biosintesis, aunque parece que el calcio esté relacionado.

Todo este aumento intracelular de fitohormona provoca principalmente un aumento
en la expresion de algunos genes, al igual que ocurre con sal y sequia (Bray, 1993; Shinozaki
and Yamaguchi-Shinozaki, 1997; Zhu et al 1996). Estos genes activados por ABA y estrés,
son principalmente de sintesis de osmolitos compatibles, de detoxificacion celular, de
prevencion del dafio o de reparacion de la maquinaria celular (Zhu, 2001).

Concretamente, se ha estudiado a nivel del promotor, cudles son los genes que se
inducen por ABA, obteniéndose por ejemplo los motivos DRE, ABRE o MYCRS entre
otros, como secuencias de nucledtidos en cis, necesarias para que la hormona o los estreses
puedan inducir.

Como la sefial citoplasmatica del ABA u otros estreses llega a inducir genes en el
nucleo, no esta atn claro.

Pero la dificultad aumenta atin mas al intentar conocer qué genes son especificos de
uno u otro estrés y si el ABA interviene. Muchos son los genes activados por mas de un
estrés, como por ejemplo el RD29A (Liu et al., 1998; Nakashima et al., 2000) que es
activado por estrés hidrico y salino, pero no es necesario que aparezca el ABA para su total
induccion. A la vista de estos resultados, se puede decir que la respuesta a estrés osmotico,
podra ser mediada por dos vias generales de transduccion de sefiales, una ABA-dependiente

y otra ABA-independiente.

1.2.2 MECANISMOS DE TOLERANCIA

Para poder soportar esta serie de efectos negativos, las plantas han desarrollado

durante la evolucion una serie de mecanismos que evitan el estrés.
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1.2.2.1 METABOLISMO CAM

Sin duda, este tipo de metabolismo es el mas destacado en respuesta a estrés hidrico,
por su enorme efectividad.

En condiciones de estrés hidrico, los estomas de la planta deberan permanecer
cerrados para evitar la pérdida de agua, por lo que un problema de estas plantas es la
imposibilidad de realizar el intercambio gaseoso, al menos durante las horas de mayor
iluminacién, que son en las que mas agua se evaporaria por los estomas, y son las horas a las
que normalmente los estomas se abren. Asi, sin la apertura estomatica diurna, la RUBISCO
no tendria suficiente cantidad de CO; y se primaria su actividad oxigenasa, dificultandose la
fijacion y el crecimiento celular.

Pero esto no ocurre en las plantas CAM. Estas plantas pertenecientes entre otras a las
familias Crassulaceae, Cactaceae, Euphorbiaceae o Aizoaceae, son plantas suculentas que
han desarrollado un sistema fisioldgico general para evitar estos problemas durante el estrés
hidrico. Asi, estas plantas abren los estomas por la noche y realizan el intercambio gaseoso.
Después para poder aprovechar el CO, que ha entrado durante la noche, las células del
meso6filo unen la molécula del gas al acido fosfoenolpiruvico (PEP), gracias a la PEP
carboxilasa, formandose una molécula de 4cido oxalacético, que después se transformara en
acido malico.

Durante el dia, el 4cido malico que se habia formado se descarboxila en las células de
la vaina, quedando libre una molécula de dioxido de carbono, que sera usada en el ciclo de
Calvin para formar glucosa. Con todo esto se evita que los estomas se abran durante las horas
de mas estrés hidrico y se prima que la actividad de la RUBISCO sea carboxilasa aunque no
esté entrando el dioxido de carbono.

Aunque no se consiga tanta energia por CO, fijado, ya que en el almacenamiento de
¢ste se pierde, éstas plantas tienen una mayor eficiencia de vida (fitness) en terrenos
sometidos a un estrés hidrico. No podran competir con otras plantas en terrenos con mas
precipitaciones (Hartsock and Nobel, 1976).

Una de las consecuencias de este metabolismo, es la aparicion de suculencia, ya que
el agua entra por la via simplasto de forma activa, y es muy poca la que se pierde por la
evapotranspiracion, ya que los estomas de dia estan cerrados, acumulandose por ejemplo en

hojas (Fam. Euphorbiaceae), tallos (Fam. Cactaceae) o ambos (Fam. Crassulaceae).
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Esta suculencia, ademas permitira a la planta no sufrir estrés hidrico en su interior, y

que todos sus mecanismos funcionen con normalidad.

1.2.2.2 CAMBIOS METABOLICOS

Uno de los primeros cambios que se detectan en la planta, durante el estrés hidrico, es
a este nivel. En primer lugar se puede observar un subito aumento de la actividad de la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa debido a una inducciéon de la expresion (Velasco et
al., 1994), debido principalmente al aumento en la demanda energética.

También se observa un aumento en la actividad de las proteasas, que despolimerizan
proteinas redundantes y polipéptidos de reserva, para asi poder hacer frente a la nueva
formacion masiva de proteinas de respuesta a estrés (Guerrero et al., 1990).

Pero uno de los principales cambios durante el estrés hidrico en el metabolismo es el
incremento, tanto en la actividad como en la presencia de enzimas del metabolismo de los
azlcares, sobretodo enzimas encargadas de sintetizar osmolitos compatibles que equilibren el
estrés osmoético, como la SA'-pirrolina-5-carboxilato sintetasa que estd implicada en la
biosintesis de prolina (Yoshiba et al., 1995) o la betaina aldehido sintetasa, implicada en la

sintesis de la glicina-betaina (Ishtani et al., 1995).

1.2.2.3 AJUSTE OSMOTICO

En este aspecto se pueden destacar principalmente dos tipos distintos de reacciones
que posee la planta para realizar un ajuste osmotico, la acumulacion de osmolitos
compatibles, y la creacion de canales de exclusion idnica y de acuaporinas.

En cuanto a la primera reacciéon hay que destacar que la planta puede crear los
osmolitos de novo, como ya se ha explicado en el apartado anterior, gracias al aumento en la
actividad de enzimas de sintesis, o moverlos a partir de vacuolas de reserva.

En cuanto al segundo tipo de reaccidon existen numerosos ejemplos. Asi existen
clonados cDNA de canales de intercambio i6nico, inducibles por estrés osmotico, como el 7a
de Pisum sativum (Guerrero et al, 1990). También hay referencias de canales de intercambio
acuoso como el RD28 de Arabidopsis thaliana (Yamaguchi-Shinozaki et al., 1992) y el H2-5
de Crosiortegum plantagineum (Daniels et al., 1994) que se activan en situaciones de estrés

hidrico.
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1.2.2.4 AJUSTE ESTRUCTURAL

Durante el estrés hidrico se producen alteraciones en la composicion fisico-quimica
de la pared celular, implicaindose en este efecto, cambios en la actividad de la S-
adenosilmetionina sintasa (Espartero et al. 1994). Bajo condiciones no estresantes la
sobreexpresion de dicha enzima provoca lignificacion de tejidos (Peleman et al., 1989),
notandose este efecto de lignificacion durante estrés hidrico prolongado (Nonami and Boyer,
1990). Por tanto, la extensibilidad de la pared celular disminuye durante el estrés osmético,

asi se favorece el mantenimiento de la turgencia celular evitandose la plasmolisis.

1.2.2.5 DEGRADACION Y REPARACION

Muchos son los genes que codifican proteasas que se inducen por sequia en Pisum
sativum (Guerrero et al., 1990) y en Arabidopsis thaliana (Kiyosue et al., 1993; Koizumi et
al., 1993; Williams et al., 1994). La misién de estas enzimas es la de degradar enzimas
completamente inutilizables por el dafio producido por el estrés hidrico, asi como degradar
proteinas de reserva para obtener aminoacidos para la masiva sintesis de proteinas de
respuesta a estrés.

También existe un aumento en la expresion de proteinas relacionadas con la
ubiquitinacion durante la sequia (Kiyosue et al., 1994). Estas ubiquitinas seran las encargadas
de sefializar procesos de proteolisis en determinadas proteinas.

En lo que respecta a la reparacion, hay que indicar que son numerosos los dafios que
se producen durante el estrés hidrico, como isomerizacion, desaminacion oxidacion, etc... de
algunos residuos. Asi podemos destacar el aumento de la actividad de proteinas como la L-
isoaspartil metiltransferasa en situaciones de estrés osmoético (Mudgett and Clarke, 1994),
que repara los residuos danados L-aspartil, en L-aspartil.

También se ha observado que aparecen otras enzimas de expresion inducible por
sequia, similares a las chaperoninas (Kiyosue et al., 1994), que provocan el correcto

plegamiento de proteinas cuya estructura habia sido dafiada por el estrés.

1.2.2.6 ELIMINACION DE TOXINAS

Uno de los estreses colaterales que se producen durante el estrés hidrico es el

aumento de las especies reactivas del oxigeno (ROS), que tantos dafios provocan en la célula
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vegetal. Esto, principalmente se debe a una combinaciéon entre el aumento de la
fotorrespiracion para conseguir mas energia y el cierre estomatico, que impide el intercambio
gaseoso normal. Asi, se ha detectado el aumento de la actividad de enzimas de detoxificacion
de las ROS como la superoxido dismutasa o la glutation reductasa, en respuesta a desecacion

celular (Mitler and Zilinskas, 1994).

1.2.2.7 PROTEINAS ABUNDANTES EN ETAPAS TARDIiAS DE LA
EMBRIOGENESIS (LEA)

Estas proteinas provienen de genes cuya expresion se incrementa durante los procesos
de desecacion de la semilla. También se ha detectado que estos genes se inducen por estrés
hidrico y por ABA. Aunque no se conoce perfectamente la actividad de estas proteinas, se
cree que su actividad viene mediada por su alto contenido en aminoacidos hidrofilicos, lo que
provocaria que se favoreciera la entrada y permanencia de agua en el interior celular, aunque
el exterior esté totalmente seco. Actualmente también se cree que en los espacios entre
nucleotidos de estas proteinas, pueden alojarse ciertos iones, por lo que se minimizaria el

efecto toxico también.

1.3 EL PROBLEMA DE LA SALINIDAD Y SEQUIA EN LA
PRODUCCION VEGETAL

La mayor parte de la pérdida de produccion vegetal en el planeta es debida
principalmente a la salinidad y a la sequia, junto con la apariciéon de temperaturas extremas
(Epstein et al., 1980; Yancey et al., 1982). Debido a este aspecto, y a la mayor demanda de
alimentos por el exponencial crecimiento poblacional al que estd sometido el planeta, es
necesario encontrar soluciones para la resolucion del problema, no s6lo a nivel politico, con
decisiones encaminadas a controlar la demografia o a controlar el uso de las tierras de
cultivo, sino también a nivel biotecnologico, donde los investigadores debemos descubrir
cuales son los efectos de estos estreses, asi como los mecanismos que provocan tolerancia,

para después poder mejorar los vegetales interesantes desde el punto de vista agronomico.
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1.3.1 EL PROBLEMA DE LA SALINIDAD

Desde el punto de vista agrondémico, la acumulacion excesiva de sales en la rizosfera,
se denomina salinidad (Gorham, 1992). Esta salinidad puede tener dos formas principales, la
primaria o natural, que es la proveniente de los aerosoles marinos que son transportados por
los vientos tierra adentro, la inundacion periddica de tierras por agua del mar, y también por
un proceso natural de acumulacion de sales en el suelo si las precipitaciones son muy bajas.
Por el contrario, la salinidad secundaria o antropica, vendria definida como su propio nombre
indica por la accién del hombre, y vendria provocada por la sobreexplotacion de acuiferos,
cuyo nivel fredtico desciende tanto que es contaminado por agua salobre, o por la progresiva
acumulacion de sales provenientes del riego con aguas duras.

Las estimaciones varian, pero aproximadamente la mitad de las tierras de regadio del
planeta estan bajo la influencia de la salinizacién o la alcalinizacién (Szabolcs, 1992), siendo
cada vez mayor el ritmo de crecimiento. Ejemplos claros pueden encontrarse en zonas como
California, donde aproximadamente la mitad del area de cultivo estd afectada por la
salinidad, Pakistan, la cuenca mediterranea, Australia y el sur de Asia (Lewis, 1984; Malik et
al., 1986).

Como ya se ha explicado en el apartado 1.1 los efectos de la sal, no s6lo provocan una
menor productividad, sino que pueden acabar con todo un tipo de cultivariedad en una zona
determinada. Es decir la salinizacion de estos territorios provoca que los agricultores deban
cambiar algunos cultivos muy productivos y sin halotolerancia, por cultivos con menos tasa
de produccion, pero con mas tolerancia ante la presencia de sales. Este factor ha sido
propuesto como uno de los principales factores que provoco el declive de culturas tan
importantes como la sumeria, donde estudios paleobotdnicos, han demostrado que los
agricultores fueron cambiando sus cultivos hacia variedades mas halotolerantes (menos
productivas) (Jacobsen & Adams, 1958). Esto provocod que la disponibilidad de alimento
fuera menor y se produjeran éxodos poblacionales hacia zonas sin esos problemas. También
se ha documentado el gran uso del regadio que daban los agricultores de esta época a sus
cultivos, debido a la enorme existencia de canalizaciones y acueductos localizados (Jacobsen
& Adams, 1958).

Por tanto, este es un problema de especial gravedad a nivel econdomico, pero también
a nivel ecologico, ya que esta salinizacion también provoca que las especies circundantes a
una zona antropicamente salinizadas, no puedan volver a colonizar ese terreno una vez se
abandone el cultivo por su escaso interés econémico, fomentandose atin mas el fendmeno de

desertificacion.
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1.3.2 EL PROBLEMA DE LA SEQUIA

Las predicciones del cambio climatico auguran un futuro pesimista. A las ya
abundantes millones de hectareas desertificadas o con serios problemas de disponibilidad de
agua, hay que sumar las que se veran afectadas debido a este cambio en el futuro. Aunque las
estimaciones no siempre coinciden, se considera que en los ultimos 50 afios la temperatura
media ha aumentado en 0,6°C (Walter et al., 2002), y que esta podria incrementarse de 1 a 3
grados centigrados en los préximos 50 afios. A este aumento, que provocaria un aumento
significativo en la evapotranspiracion del suelo, habria que sumarle también un descenso en
la cantidad de precipitaciones en determinadas zonas, que tedricamente provocaria la
desertificacion de las zonas actualmente clasificadas como daridas y semiaridas, y la
transformacion de las secas en aridas (Brown et al., 1997).

Como ya se ha indicado en el apartado 1.2, las consecuencias de la sequia no son
unicamente de descenso en la productividad, sino que si la sequia es severa, se produce la
muerte vegetal. Asi como ya se ha indicado en el apartado anterior los agricultores se veran
obligados a sustituir sus productivos cultivos, por variedades mas tolerantes a estrés hidrico,

con la consiguiente pérdida de productividad que esto conlleva.

1.3.3 IMPORTANCIA DE LA MEJORA VEGETAL: USO DE
HERRAMIENTAS BIOTECNOLOGICAS

La necesidad humana de obtener cada vez mas y mejores alimentos, ha sido una de
las grandes impulsoras del desarrollo de las distintas culturas, asi como el progreso de las
mismas, llegando incluso a los ilimitados niveles de sofisticacion que dicha actividad tiene
en nuestra actual sociedad. Esta actividad se remonta hace 8000-10000 afos (Heiser, 1990),
cuando de forma independiente en varias zonas del planeta, se pas6 de sociedades cazadoras
y recolectoras, a sociedades capaces de cultivar la tierra y domesticar animales, y fue
promovida presuntamente por un aumento demografico importante (Cohen, 1993).

Este incremento de la produccion agricola provocd a su vez un aumento en la
poblacion que pas6 a ser mas sedentaria. El hecho de que utilizaran menor tiempo en obtener
alimentos, provocd que también dedicaran tiempo a procesarlos y diversificarlos atin mas.

Actualmente y sin tener en cuenta problemadticas politicas, existe una necesidad
creciente de crear alimentos con caracteristicas mas contundentes, como con mayor duracion
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de almacenaje o con un poder nutricional mas poderoso, para poder asi hacer frente al
exponencial aumento en la demografia, que muchos gobiernos son incapaces de frenar, y
otros simplemente se encargan de fomentar sin garantizar la posibilidad de que sus habitantes
puedan alimentarse minimamente.

Es por tanto un deber y una virtud de algunos investigadores el intentar crear este tipo
de alimentos. Teniendo en cuenta que las limitaciones de la mejora cldsica impiden a esta
actividad hacer frente al vertiginoso aumento en la demanda, y sin olvidar la enorme
importancia que aun posee, crece la importancia de mejorar y regularizar la creacion de
organismos manipulados genéticamente, es decir, alimentos transgénicos. Quizd estos
alimentos no son la panacea de los problemas del planeta pero si son una clara solucién a este
problema.

Existen actualmente muchas voces criticas al uso, e incluso a la investigacion de estos
alimentos. Pero estas voces, ignorando en muchas ocasiones lo que en realidad es un
alimento transgénico, parecen no tener en cuenta el imparable aumento demografico, que se
cree se estabilizard en torno al doble de la poblacion actual (Organizacion de Naciones
Unidas, 1998), provocando a su vez un notable aumento de la demanda alimenticia (Johnson,
2000). Aparte de esto, aumentard la demanda en la calidad y variedad de dichos productos
(Dyson, 2000), y todo esto sin aumentar la superficie de suelo cultivado, debido también a
indisponibilidad de agua para riego y el aumento excesivo e injustificado de la urbanizacion
de zonas rurales.

Pero antes de la obtencion de dichos alimentos genéticamente manipulados, otras han
sido las técnicas usadas que se pueden englobar en el campo de la biotecnologia, dejando
atras la mejora clasica. Se trata de técnicas como la mutagénesis, tanto dirigida como azarosa
o de técnicas de cultivo “in Vitro” (Fusién de protoplastos, obtencion de haploides,
dihaploides y poliploides, regeneracion de plantas a partir de un tejido, seleccion de
embriones, etc....), que han conseguido poder crear variedades imposibles en la Naturaleza y
en un periodo razonablemente reducido de tiempo.

Pero sin duda ha supuesto un hito en esta disciplina el desarrollo de la Ingenieria
Genética. Con estas técnicas se pueden identificar y caracterizar genes, y otros elementos
gendmicos concretos, en cualquier organismo, y expresarlos en otros distinto, llegando
también a poder variar la expresion de genes enddgenos en una misma planta, si es lo que se
desea. Pero esto no queda aqui, el potencial de este conjunto de técnicas es tal, que se pueden
crear genes u otros elementos genémicos de manera artificial, dejando el liston de creacion

de esta técnica tan alto, que quiza aiin no seamos capaces de comprender donde se encuentra.
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Pocas son atn las variedades transgénicas que se pueden comercializar, destacando
variedades que poseen la toxina Bt de Bacillus turigensis con actividad insecticida (Betz et
al., 2000) o las resistentes a diferentes herbicidas (De Block et al., 1987), pero numerosos
son los logros obtenidos por los investigadores cientificos en este campo que atn estan por
hacerlo. Entre ellos destacan todo tipo de plantas resistentes a plagas (Solomon-Blackburn &
Barker, 2001; Lovéi and Arpaia, 2005), plantas con eficacia fotosintética mejorada (Ku et al.,
1999), plantas utilizadas en biorremediacion (Cherian and Oliveira 2005) plantas utilizadas
para la fabricacion de medicinas (Han et al 2006), o el arroz dorado que posee en su

endospermo enormes cantidades de f-caroteno, precursor de la Vitamina A (Ye et al., 2000).

1.3.4 USO DE SISTEMAS MODELOS EN BIOLOGIA

Una vez expuesto el problema provocado tanto por la salinidad, como por la sequia,
es deber de las personas que intentamos dedicarnos a la investigacion intentar resolver este
problema, utilizando en la medida de nuestras posibilidades, todo tipo de técnicas
biotecnologicas. Pero a la hora de realizar un abordaje cientifico de cualquier problema
biologico, existe otro escollo que hay que salvar, se trata de la enorme diversidad biologica
existente. Es decir, a la hora de realizar el trabajo experimental hay que decidir que taxon es
el empleado para realizar dicha tarea, asi los resultados podrian ser reproducibles y se
intentard que sean exportables a los taxones mas cercanos. Asi, podemos encontrar ejemplos
de especies que suelen representar a su grupo, y que han sido escogidas por motivos diversos,
como Drosophila melanogaster en artropodos, o Saccharomyces cerevisae en levaduras.
Aunque hay que indicar que existen autores que prefieren usar otras del mismo grupo y la
universalidad de los datos obtenidos no esta siempre garantizada.

Concretamente en plantas, la especie que se suele usar como modelo es
Arabidopsis thaliana (Meyerowitz, 1989), siendo también la escogida en este trabajo. Entre
sus caracteristicas mas ventajosas se encuentran la autofecundacion, un ciclo vital corto
(menos de dos meses), una elevada produccion de semillas (>10.000 semillas/planta), un
genoma pequenio (120 Mb/haploide) y un alto porcentaje de DNA no repetitivo (80-90%).
Ademas, su uso como sistema modelo en los ultimos afios ha contribuido enormemente a
incrementar su valor como herramienta bioldgica. Asi, por ejemplo, el aumento en el nimero
de marcadores moleculares en su genoma ha facilitado la ardua tarea de aislar genes

mutados. Por otro lado, la posibilidad de ser transformada simple y eficientemente (Bent,
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2000) ha permitido el uso de plantas transgénicas en estudios de cualquier tipo. Finalmente,
el hecho de ser la primera planta superior cuyo genoma ha sido completamente secuenciado
(The Arabidopsis Genome Initiative, 2000) ha decidido definitivamente su uso como sistema

modelo en biologia molecular de plantas superiores.

1.4 ANTECEDENTES Y TRABAJO PREVIO

Para conocer mas acerca de los efectos de la sal en plantas y sus mecanismos de
tolerancia, se pueden realizar varios abordajes. En primer lugar existe la posibilidad de
realizar un abordaje a pequena escala, es decir intentar clonar genes concretos de funcion
halotolerante conocida, para transformar plantas sensibles a sal y otorgarles tolerancia, a la
vez que se podria conocer aiin mas el mecanismo de estos genes. Pero en la época que nos
encontramos existen técnicas que nos permiten realizar técnicas de ingenieria genética a gran
escala, las cuales nos permitiran conocer la funcion de genes desconocidos, asi como la
creacion de plantas halotolerantes. Asi, existen técnicas que desconociendo la naturaleza de
los genes donde se actua, intentan observar un fenotipo concreto, que en el caso que nos
interesa, es un fenotipo relacionado con halotolerancia o halosensibilidad. Podemos poner
como ejemplo, la técnica de “activation-tagging” (Weigel et al., 2000), que permite poner
bajo la accion de un promotor fuerte, genes de expresion débil, cuya sobreexpresion otorga a
la planta una cierta caracteristica fenotipica. Gracias a esta técnica se han conseguido aislar
genes de halotolerancia en Arabidopsis thaliana (Bohnert et al., 2001).

También y con la finalidad de encontrar genes cuya pérdida de funcidon provoque
mayor sensibilidad, se puede realizar un abordaje inverso, es decir, insertar construcciones de
t-DNA en el genoma, que impidan la correcta expresion de un gen por planta. Después se
sometera a cada planta a andlisis fenotipico y si interesa se analizard el gen donde se ha
insertado el t-DNA (Alonso et al., 2003). En el caso del estrés salino e hidrico, esto nos
permitira conocer mejor algunas dianas de la toxicidad ionica.

Se remonta més atn en el tiempo el uso de plantas hal6filas como fuente de genes de
este tipo, aunque es en esta época cuando se han mejorado las técnicas de ingenieria genética
y la insercion de genes se hace a gran escala.

Otro abordaje, también a gran escala, es el que utiliza micromatrices de DNA, para la
observacion de la tendencia que tiene la expresion de determinados genes, a la hora de

someter al la planta a una determinada situacion, en nuestro caso, ocurriria con tratamientos

30



estresantes salinos e hidricos. Asi lograremos ser capaces de observar la reaccion de la
expresion de cientos de genes a la vez y saber cudles pueden estar implicados en las
respuestas a estos estreses.

Pero, en lo que respecta al presente trabajo, el abordaje comenz6, cuando genes de
Arabidopsis thaliana provenientes de una biblioteca de plantulas, se sobreexpresaron en
Saccharomyces cerevisae (Forment et al., 2002). Posteriormente se realizd un “screening”
funcional de clones que presentaban tolerancia a LiCl. Se obtuvo un total de 7 clones
distintos que presentaban esta caracteristica, pero estos correspondian concretamente solo a
tres genes. Curiosamente estos tres genes resultaron estar relacionados con el procesamiento
de RNA. El primero de ellos el AtU1A, un gen que codifica para una proteina que forma
parte del spliceosoma (Simpson et al., 1995) y posee un dominio de reconocimiento y union
a RNA. El siguiente de ellos, fue un clon parcial del gen AtSRL1, que codifica para una
proteina con dos dominios, el primero es un dominio de altas repeticiones Arginina-Serina,
RS (es el dominio que se aisld), y el segundo es un dominio PRP38, supuestamente
relacionado con el splicing. Por ultimo, se trata del gen escogido para la realizacion de este
trabajo, el gen AtRCY1, codificante para una proteina con dos dominios, un dominio Ciclina
L, de funciéon desconocida, y un dominio RS, tipico de proteinas encargadas del
procesamiento de RNA.

Concretamente los dos Ultimos genes contribuyeron con tres clones tolerantes y el
AtU1A soélo con uno, comprobandose después que cuantitativamente la tolerancia mostrada
por este Ultimo era inferior a los otros dos (Forment et al., 2002)

Aunque en Saccharomyces no existe splicing alternativo propiamente dicho, si
existen proteinas con dominios RS (Npl3p, Nrd1p, Gbp2p y Hrblp), con funcién poco clara.
Es mas, se sabe que la enzima de la levadura Skyl es capaz de fosforilar estos dominios,
comprobandose también (Forment et al., 2002) que si no hay fosforilacion del dominio RS de
SRL1, no hay tolerancia.

Se comprobd en el mismo trabajo, que los niveles de Li" en el interior de la levadura
eran iguales a los silvestres sin y con tratamiento salino, por lo que se descarté que la
sobreexpresion de dichos genes interviniera en procesos de mantenimiento del equilibrio
homeostatico.

Después, y al clonar el dominio RS del gen SRL1 en su organismo de origen,
Arabidopsis thaliana, bajo el promotor del 35S del virus del mosaico de la coliflor, se
observd que también en este caso la sobreexpresion conferia tolerancia a sal (Forment et al.,

2002).
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1.4.1 ELECCION DE RCY1

Quedaba entonces por conocer que ocurria con RCY1 si se sobreexpresaba en plantas
de Arabidopsis thaliana, ¢ intentar descifrar el aspecto quiza mas importante, cual es el
mecanismo que provoca que la sobreexpresion de dichos genes confiera tolerancia a sal. Con
estas premisas se escogio este gen, RCY1, y se comenzo su caracterizacion en Arabidopsis
thaliana, cuyos datos quedan reflejados en el presente trabajo.

La funcién bioldgica de este gen es ain desconocida, aunque al existir homologos en
humanos, se tienen algunos datos acerca de cudl puede ser ésta en este organismo.

Se sabe que un anticuerpo contra RCY1 es capaz de inhibir el segundo paso del
splicing, y que la proteina recombinante, es capaz de estimular el splicing en condiciones
suboptimas (Dickinson et al., 2002). Por tanto ya tenemos la prueba de que al menos en
humanos, esta proteina se relaciona con el splicing, pero el nivel a que esto ocurre esta aun
por descubrir. Esto se debe a que también se conoce su interaccion con el dominio carboxi-
terminal (CTD) de la RNA polimerasa II cuando esté4 fosforilada (Yang et al., 2003; de Graaf
et al., 2003), llegando incluso a ser tan importante esta relacion que el anticuerpo contra
RCY1, que coinmunoprecipita a su quinasa, es capaz de coinmunoprecipitar a la quinasa del
dominio CTD de la polimerasa II (Dickinson et al., 2002).

Si seguimos observando sus caracteristicas en humanos, observamos que se expresa
en todos los tejidos con sus dos dominios, a excepcion del tejido testicular, en donde también
se expresa y de forma masiva, una variante so6lo con el dominio ciclina (de Graaf et al.,
2003).

También comprobamos que esta proteina es muy importante en la fisiologia humana,
al conocer que es capaz de inducir apoptosis en células de hepatocarcinomas (Yang et al.,
2003), siendo esta calificada como un posible oncogen en cancer de cabeza y cuello (Redon
et al., 2002).

Aun conociendo todos estos datos, su funcion es desconocida, indicando algunos
autores que por su dominio ciclina y su induccidon de apoptosis podria estar relacionada con
el ciclo celular.

Hay que indicar que aunque se sabe que RCY1 posee homologos en otros

organismos, no se ha publicado datos acerca de su mecanismo de accidn en estas especies.
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1.5 PROTEINAS TIPO SR O “SR LIKE”

1.5.1 CARACTERISTICAS PRINCIPALES

Estas proteinas constituyen una amplia familia de proteinas caracterizadas
unicamente por poseer un dominio rico en dipéptidos RS/SR (Arginina-Serina), aunque mas
concretamente, lo mas repetido es un dipéptido que alterne la arginina, con la ya nombrada
serina, glutamico o aspartico (Neugebauer et al., 1995), por lo que también son conocidas
como “proteinas ricas en argininas alternantes” (alternating arginine-rich proteins). Estas
proteinas no estan en general, bien estudiadas, debido principalmente a sus pocas
caracteristicas definitorias, ya que este dominio RS se puede combinar con otros numerosos
dominios encargados de cualquier funcién celular.

Existe un grupo de proteinas de esta familia que si esta bien definido, se trata del
grupo de las proteinas SR verdaderas. Estas proteinas se caracterizan principalmente por
poseer unas caracteristicas bioquimicas y funcionales comunes (Fu, 1995; Graveley, 2000).
En principio, y a nivel bioquimico estas proteinas fueron descritas por su afinidad al
anticuerpo monoclonal mAb 104, que reconoce a un fosfoepitopo nuclear conservado (Roth
et al., 1990). También son definidas por su capacidad para ser precipitadas selectivamente
mediante un protocolo de precipitacion en dos pasos con sulfato de amonio y cloruro de
magnesio, lo cual permite su purificacion cuantitativa (Zahler et al., 1992). Finalmente su
caracterizacion bioquimica se completa con la capacidad que poseen para complementar el
ensayo de splicing “in Vitro” de extractos S100 de células HeLa, es decir, estos extractos
son incapaces de completar este ensayo, ya que han sido privados de todas sus proteinas SR,
y asi, al afladir cualquiera de estas proteinas SR verdaderas de forma individual, si se
completa el splicing “in Vitro” (Zahler et al., 1993b; Lopato et al., 1996; Valcarcel & Green,
1996).

A nivel estructural estas proteinas SR verdaderas se caracterizan por poseer, ademas
de el dominio RS ya nombrado, aunque en este caso el dipéptido repetido en su gran mayoria
es RS/SR, uno o varios dominios de unién al RNA, normalmente conocidos como RBD (por
RNA binding domains) o RRM (por RNA recognition motifs) (Zahler et al., 1992; Birney et
al., 1993; Fu, 1995).

33



El caracter modular de las proteinas SR es el que les permite llevar a cabo su funcién
de mediacidn en la interaccion entre el mRNA y otros factores implicados en el metabolismo
del mRNA. Asi, los dominios RBD determinan la especificidad de union al RNA de las
proteinas SR, jugando un papel clave en el reconocimiento de diferentes moléculas de
mRNA (Céaceres & Krainer, 1993; Céceres et al., 1997; Chandler et al., 1997; Heinrichs &
Baker, 1997; Shi et al., 1997). Por otro lado, y como se veré en el siguiente apartado, los
dominios RS de distintas proteinas SR participantes en la maquinaria de procesamiento del
mRNA interactuan fisicamente entre si, contribuyendo de este modo a colocar dicha
maquinaria en torno a la molécula de pre-mRNA y en una posicion adecuada para llevar a
cabo las reacciones pertinentes (Wu & Maniatis, 1993; Tronchere et al., 1997; Graveley &
Maniatis, 1998; Graveley et al., 1999). A este respecto, los dominios RS actian en unas
ocasiones de modo redundante con otros dominios RS (Rudner et al., 1998; Wang et al.,
1998), y en otras de modo especifico (Dauwalder & Mattox, 1998).

El dominio RS constituye ademas un sustrato para la fosforilacion por proteinas
quinasas especificas para las proteinas SR (Fetzer et al., 1997; Xiao & Manley, 1997; Wang
et al., 1998b, Prasad et al., 1999; Savaldi-Goldstein et al., 2000). El dominio RS fosforilado
funciona entonces como una sefial de localizacién nuclear, dirigiendo la proteina al nucleo y
regulando su distribucion subnuclear entre los lugares ricos en factores de procesamiento del
mRNA o “nuclear speckles” y los sitios donde se lleva a cabo la transcripcion y el
procesamiento del mRNA (Gui et al., 1994; Colwill et al., 1996b; Caceres et al., 1997;
Gama-Carvalho et al., 1997; Misteli et al., 1998; Koizumi et al., 1999; Lai et al., 2000;
Sanford & Bruzik, 2001). La fosforilacion de las proteinas SR juega asi un papel
fundamental en la regulacion de los ciclos de asociacion y disociacion del spliceosoma
durante el splicing (Mermoud et al., 1994; Manley & Tacke, 1996; Xiao & Manley, 1998;
Wang et al., 1999), y proporciona un método adicional de regulacion génica para la célula

(Petersen-Mahrt et al., 1999; Sanford & Bruzik, 2001).

1.5.2 FUNCION DE LAS PROTEINAS TIPO SR

Las funciones que pueden desempeiar estas proteinas tipo SR, son muy diversas, y
dependera en mayor o menor medida del dominio o dominios que acompafien al RS. Aunque
si es cierto que, mayoritariamente, siempre suelen estar relacionadas con el procesamiento

del mRNA inmaduro (Neugebauer, 1995), ya sea en la transcripcion, el splicing (alternativo
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y constitutivo) o incluso en el transporte nucleo-citoplasmatico del mRNA (Will &
Lithrmann, 1997; Blencowe et al., 1999; Graveley, 2000).
Por tanto RCY1, debido a la posesion de un dominio RS, podria verse implicada en

uno los procesos nombrados en el siguiente apartado.

1.6 PROCESOS EN LOS QUE PODRIA ESTAR IMPLICADA
RCY1

Debido a su naturaleza molecular, y sin conocer ningiin dato acerca de la funcion
celular de RCY1, parece que ¢ésta est¢ implicada en el procesamiento general del RNA o
incluso en la traduccion a proteina del mismo. También se conoce que cualquiera de estos
procesos pudiera ser una diana de la toxicidad idnica de la sal, es decir, un proceso que actlie
como factor limitante en la tolerancia a estrés salino, por ser mas sensible a sal que otros
procesos (Ditch et al., 1997).

Por tanto se van a revisar brevemente los procesos de transcripcion, splicing,
transporte nucleo-citoplasmatico y traduccion, ya que en uno de estos pasos podria actuar la

proteina objeto de esta Tesis.

1.6.1 TRANSCRIPCION

El paso de DNA a RNA es llevado a cabo por la RNA polimerasa I, I 6 111, en células
eucarioticas. El tipo de polimerasa que actue, dependera del tipo de gen que se estd
transcribiendo, y los transcritos formados también se denominaran de diferentes formas, asi
como que tendran diferentes funciones. Asi, y de forma general la RNA polimerasa I,
transcribe los RNA ribosomales, la RNA polimerasa II (RNAPII) que transcribe los genes
que codifican proteinas y RNA polimerasa III que transcribe los RNA de transferencia.

En este caso, analizaremos especificamente el proceso que ejecuta la enzima RNAPII,
enzima que estd constituida por 8 a 14 polipéptidos. La subunidad de mayor tamaino
molecular (Rpb1) posee una caracteristica sorprendente que repercute en la integracion de la
regulacion del proceso de transcripcion. Rpbl contiene en el extremo carboxilo terminal
repeticiones de siete residuos aminoacidicos (YSPTSPS), que varian en nimero de 27 en
levaduras a 53 en mamiferos. Cada uno de estos segmentos contiene residuos de aminoacidos

que son factibles de ser fosforilados. El dominio completo de Rpbl es denominado CTD
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(carboxil terminal repeat) y posee, en general, la capacidad de asociarse a una diversidad de
polipéptidos, entre los cuales encontramos proteinas que procesaran posteriormente al
transcrito, proteinas reguladoras del proceso de biosintesis de mRNA ([co]activadores,
[co]represores) y proteinas que modifican la cromatina, entre otras. La unidon o no unién entre
ellos es regulada fundamentalmente por el grado de fosforilacion de algunos residuos
aminoacidicos presentes en cada hepta repeticion contenida en el CTD. Este tipo de
modificacion es reversible, de modo que la extension de la fosforilacion del CTD es un punto
de regulacion crucial para el proceso global de transcripcion. Entre las otras subunidades
encontramos algunas que se asocian a Rpbl, especialmente Rpb2, para conformar el sitio
activo del complejo RNAPII, mientras que el resto de las subunidades dan fundamentalmente
soporte estructural a la enzima (Cramer et al., 2001). Este proceso de fosforilacion podria ser
crucial para la funcién de RCY1, ya que en humanos se observa la union entre ambas, si la
RNAPII esta fosforilada (Ver apartado 1.4.1)

RNAPII desencadena la biosintesis de mRNA cumpliendo con tres etapas
fundamentales. La primera etapa del proceso es el inicio, que se caracteriza por el
reconocimiento de una regiéon del promotor. La secuencia mas caracteristica de los
promotores tipo II corresponde a la denominada caja TATA y se ubica a una distancia
bastante regular, cercana a 30 pares de bases, aguas arriba del sitio de inicio de la
transcripcion. La segunda etapa, denominada elongacion, conlleva la biosintesis de una
molécula de mRNA, la cual es acabada en la etapa de terminacién que coincide con la
liberacion de la RNAPII del DNA molde.

A pesar de que la enzima es multimérica, carece de la capacidad de iniciar el proceso
de transcripcion en forma especifica. En los Gltimos tiempos se han hecho enormes esfuerzos
experimentales que han permitido identificar aquellos factores proteicos requeridos por la
RNAPII para que el inicio de la transcripcion ocurra en un nivel basal y en forma exacta a
partir del sitio de inicio del promotor. Es asi como en organismos eucariotas tan diversos
como humano, rata, Drosophila melanogaster y levadura, entre otros, se ha identificado a
partir de extractos celulares un grupo de polipéptidos conservados en estructura y funcion. La
RNAPII al ser suplementada con estos polipéptidos da inicio especificamente a la biosintesis
de un mRNA. Estos factores son denominados especificamente segun la siguiente
nomenclatura: TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF y TFIIH. Muchos de estos factores
contienen varias subunidades y constituyen en total cerca de 30 polipéptidos (Hampey,
1998). En forma colectiva se denominan factores generales de transcripcion (GTFs) y al ser

comunes para la expresion de la mayoria de los genes de tipo II, quizas de todos, se sugiere
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que la etapa de inicio es extraordinariamente conservada entre diversos organismos
eucariontes.

La etapa de iniciacion de la transcripcion se caracteriza por la formacion del complejo
de preiniciacion (PIC), que consiste en un complejo formado por RNAPII y los GTFs unidos
al sitio promotor (Maldonado and Reinberg, 1995). La forma mediante la cual se forma el
PIC en el sitio promotor se puede explicar mediante dos modelos: el modelo secuencial y el
modelo de la "RNAPII holoenzima". El modelo convencional secuencial describe la union
paso a paso de los diversos GTFs y RNAPII de forma cooperativa (Wu and Hampsey, 1999),
es decir, la union de un factor de transcripcion favorece la asociacion del siguiente. Este
modelo estd caracterizado por una serie de eventos ordenados (Ver figura 3). Por otra parte,
el segundo modelo describe que la RNAPII estd asociada previamente con distintos GTFs y
es capaz de unirse al promotor en un solo paso. De una u otra forma, una vez establecido el
PIC en la region promotora ocurre un fendémeno crucial, que consiste en la fosforilacion
masiva del dominio CTD de Rpbl por el factor TFIIH, evento que coincide con la apertura
de la doble hebra de DNA. Ocurre en forma concomitante el inicio a la biosintesis de mRNA

que requiere tanto de los nucledsidos trifosfatos como del cofactor magnesio (ion Mg*").

Fig. 3: Modelos
alternativos de 1la
formacion del Modelo de lo holeenzima Modelo convencional
complejo de RMAP II secuencial

preiniciacion (PIC). El
modelo  convencional
secuencial  (b), que
considera la asociacion
secuencial  cooperativa
de cada uno de los GTFs
y de la RNAPII en el
promotor, mientras el
modelo de la RNAPIL
holoenzima (a)
contempla que varios de
los GTFs ya estan
preensamblados con la
RNAPII y su unién al
promotor ocurria tan
solo en un paso. Una vez
formado el PIC, el
TFIIH fosforilarda el

dominio CTD de Rpbl a Apertura doble hebra DNA :
expensas de la hidrélisis en sl primolor Nucledtidos Trifosfato

de ATP, evento que e Lro
, it
coincide con la apertura il ;ﬂ?": = DPK&:ED%
de la doble hebra del i sEncicn 0 Pt mRNA

promotor

DNA en el promotor. La
RNAPII comenzard la
biosintesis de mRNA, si
en el medio existe los
sustratos ~ nucledsidos
trifosfatos y el cofactor
ion magnesio. En la
etapa de elongacion la
RNAPII se encuentra en
un estado hiperfosforilado y el complejo MED es liberado junto con algunos GTFs
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Hasta este momento hemos analizado la expresion génica en un nivel basal, pero
debemos estudiar como ocurre el proceso cuando un gen es activado en respuesta a una sefal
fisioldgica.

La activacion de la transcripeion en respuesta a una sefial fisiologica es llevada a cabo
por los activadores, moléculas que dirigen la regulacion de la expresion de un gen especifico.
Este tipo de polipéptidos se une a secuencias especificas del DNA de la regién promotora, las
cuales se denominan secuencias intensificadoras y estan localizadas aguas arriba o aguas
abajo del sitio de inicio de la biosintesis de mRNA. Los activadores estan constituidos por
diferentes dominios que incluyen un segmento que se une directamente a la doble hélice de
DNA, el cual esta separado del otro dominio que actia estimulando la actividad del complejo
de la RNAPII (Triezenberg, 1995). Este tipo de regulador de la transcripcion se clasifica de
acuerdo a la composicion aminoacidica, dado que existen residuos aminoacidicos
predominantes en ellos, tales como: glutamina, prolina e isoleucina, entre otros.
Normalmente estos segmentos, mas aquellos ricos en aminoacidos de cardcter hidrofobico,
permiten establecer contactos directos con la RNAPII, los GTFs y los coactivadores. Todas
estas interacciones son de naturaleza dindmica, producto de las cuales ocurren cambios
conformacionales en una proteina o en un conjunto de ellas. Este tipo de asociaciones
reclutaria a la holoenzima RNAPII a la region del promotor presente en el molde, con la
concomitante activacion de la biosintesis de un mRNA dado.

La RNAPII holoenzima, ademds de contener los GTFs, contiene otros polipéptidos
asociados que conforman el complejo Mediador/ SRB (MED), el cual es fundamental para la
respuesta de activacion de un gen (Thomas and Tyers, 2000). Este complejo en general puede
ser considerado como un panel de control transcripcional, el cual estd integrado por proteinas
activadoras y represoras y responden a modificaciones que determinan la regulacion de la
transcripcion. El complejo MED representa una interfase conservada, entre las proteinas
activadoras y la maquinaria de transcripcion basal de genes tipo II, que ya hemos analizado.
Este complejo estaria constituido por cerca de 20 polipéptidos y puede encontrarse en un
estado libre, o bien, asociado a la RNAPII a través del CTD. Al estar asociado al complejo de
la RNAPII ejerce su funcidon que es fundamentalmente determinar la ocurrencia del evento de
transcripcion y determinar la frecuencia del proceso una vez iniciado. Con la informacion
que se cuenta hoy en dia, es posible inferir acerca de la composicion del complejo MED,
pudiendo ser que existan subunidades especificas para un tipo celular en particular, o bien,
que existan moléculas que conformen temporalmente el complejo MED de acuerdo al estado

de diferenciacion de aquella célula.
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Por ultimo, existe un tipo de regulacién global de la transcripcion cuya actividad
recae sobre otro blanco diferente a los ya mencionados. Recordemos que el DNA se
encuentra compactado en el interior del nucleo, es decir, se "enrolla" alrededor de proteinas
denominadas histonas (H2A, H2B, H3 y H4) constituyendo lo que se denomina el
nucleosoma. Estas unidades se compactan con la ayuda de otras proteinas para constituir la
cromatina. El nucleosoma representa un impedimento de tipo fisico, por cuanto puede
dificultar el acceso a la maquinaria basal de la RNAPII, del complejo MED y de los
activadores o represores. Existen algunas enzimas que poseen la capacidad de modificar a las
histonas mediante acetilacion (acetilasas de histonas), producto de lo cual ellas pierden
reversiblemente su estructuracion sobre el DNA. Al hacer estas asociaciones mas inestables,
se cree que se establece un lapso en el cual la maquinaria basal de la RNAPII podria
competir por la unidon al promotor, permitiendo en forma transitoria la expresion génica. La
situacion se restablece mediante la funcién de aquellas enzimas con actividad contraria
(deacetilasas de histonas), las cuales modifican las histonas al estado nativo, logrando la
compactacion natural de ese segmento de DNA modificado inicialmente. Otro tipo de
actividad radica en diversos complejos polipeptidicos que poseen la actividad de desplazar
transitoriamente los nucleosomas con el objetivo de desplazar el impedimento fisico y
facilitar el paso a la maquinaria de inicio o de elongacion de la transcripcion. Estos
complejos, como por ejemplo SWI/SNF, NURF, CHRAC y otros, ejercen su actividad en un
modo dependiente de energia la cual proviene de la hidrolisis de ATP. Estos eventos son de
naturaleza dinamica, por cuanto una vez ocurrido el proceso de transcripcion la organizacion

nativa de la cromatina se recupera.

1.6.2 PROCESAMIENTO DE INTRONES O SPLICING

El transcrito primario debe sufrir una serie de modificaciones previas a su transporte
al citoplasma como RNA mensajero maduro, modificaciones que se conocen con el nombre
de procesamiento del mRNA, y que comprenden: 1) la adiciéon de una 7-metil-guanidina en
su extremo 5°, o capping, 2) la eliminacion de los intrones, o splicing, y 3) la sustitucion de
un segmento 3’ terminal por una cola de adeninas, o poliadenilacién. Estos procesos se
encuentran ademas acoplados entre si y al proceso mismo de la transcripcion (Greenleaf,
1993; McCracken et al., 1997b; Neugebauer & Roth, 1997b; Bentley, 1999; Cramer et al.,
2001; Fong & Bentley, 2001; Maniatis & Reed, 2002; o Proudfoot et al., 2002), de modo que
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las maquinarias celulares encargadas de los mismos se asocian a la molécula de RNA
naciente poco después del inicio de la transcripcion y llevan a cabo su funcién durante la
elongacion del transcrito primario. Esto ha llevado a algunos autores a denominar
transcriptosoma al conjunto de proteinas y moléculas de RNA que componen la unidad de
transcripcion, entendida ésta como la produccion de una molécula de RNA maduro (Halle &
Meisterernst, 1996; Gall et al., 1999).

El procesamiento del pre-mRNA es, pues, una etapa esencial en el proceso de la
expresion génica en eucariotas. Ademds, como veremos en apartados posteriores,

mecanismos muy importantes de regulacion de la expresion génica actuan a este nivel.

1.6.2.1 ADICION DE UNA CAPERUZA O CAPPING

El proceso de capping consiste en la adicion de una caperuza (cap) m’G(5’)-
ppp(5’)N; al extremo 5° del mRNA naciente (Shatkin, 1976). La reaccion de capping tiene
lugar en tres pasos, catalizados actividades enzimaticas especificas (Ver Figura 4) (Shuman,
1995; Shuman, 2001). En primer lugar, una trifosfatasa de RNA elimina el fosfato terminal
del nucledsido trifosfato en posicion 5°. Luego, una guanidiltransferasa de RNA reacciona
con GTP para formar un intermedio covalente enzima-GMP y transferir este GMP al extremo
5’ difosfato del pre-mRNA, formando un enlace 5°-5° fosfo-diéster caracteristico de esta
estructura. Por ultimo, una (guanina-7)-metiltransferasa de RNA afiade un grupo metilo
procedente de S-adenosilmetionina a la posicion N7 de la guanina terminal, pudiéndose
metilar también los siguientes nucleétidos (Ver figura 4).

Esta primera modificacion del transcrito primario de mRNA tiene lugar al poco de
iniciarse la transcripcion (Rasmussen & Lis, 1993), gracias a la interaccion de las enzimas
implicadas en el capping con el dominio carboxilo terminal (CTD) de la subunidad mayor de
la RNA Pol II (Cho et al., 1997; McCracken et al., 1997; Yue et al., 1997; Ho et al., 1998;
Schroeder et al., 2000), o con otros factores del complejo de transcripcion (Pei & Shuman,
2002), y tiene el efecto de estimular los procesos posteriores de splicing (Fresco &
Buratowski, 1996; Lewis et al., 1996; Schwer & Shuman, 1996), transporte al citoplasma
(Hamm & Mattaj, 1990) y traduccion (Shatkin, 1985). Es ademds esencial para el
reconocimiento del mRNA por la maquinaria de sintesis de proteinas (Sonenberg, 1993),
para la estabilidad del mRNA (Furuichi et al., 1977) y para el control de su degradacion
(Beelman & Parker, 1995; Martinez et al., 2001).
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Fig. 4: Ruta enzimatica del capping. Se muestra las
modificaciones que realizan las diferentes enzimas para poder
afiadir la caperuza m’G(5")-ppp(5°)N;.

1.6.2.2 PROCESAMIENTO DE INTRONES O SPLICING

En las células eucariotas, la mayor parte de los genes se encuentran interrumpidos por
zonas de DNA no codificantes que, aunque son transcritas a RNA (formando parte del
transcrito primario), deben ser eliminadas de éste antes de que sea exportado al nicleo para
su traduccion. La eliminacion de estos fragmentos de RNA aparentemente inservibles, o
intrones, asi como la uniéon de los fragmentos codificantes, o exones, resultantes es un
proceso altamente conservado en la evolucion conocido como splicing (Moore et al., 1993;
Burge et al., 1999). Dicho proceso debe realizarse de forma absolutamente precisa en cuanto
a los sitios de corte y unién en la secuencia del mRNA, ya que, de lo contrario, se podria
alterar la pauta abierta de lectura (ORF, por “open reading frame”), con los consiguientes
cambios en la secuencia, tamafo y funcion de la proteina codificada. De hecho, el efecto mas
probable de un error en la seleccion de los sitios de splicing seria la produccion de proteinas

truncadas inactivas, debido a la aparicion prematura en el mRNA final de codones de
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terminacion. Esta necesaria precision en la identificacion de los sitios de splicing se consigue

mediante interacciones especificas entre secuencias en el mRNA inmaduro y diferentes

factores de la maquinaria celular encargada de llevar a cabo este proceso (Krdmer, 1996;

Brown & Simpson, 1998).

Sitio de Zona de
Ramificacion Polipinimidina

Sitio de corte B Sitio de corte 3°

= =
EXON 1 A JUUUU=EX6N2

e
INTRON

Fig. 5: Representacién esquematica de las zonas de RNA inmaduro que delimitan la extensién del intrén y
participan en el mecanismo de splicing.

En la figura 5 se pueden ver las zonas de los intrones que delimitan su extension y

participan en el mecanismo de corte y union:

Sitio de corte 5’: El extremo 5° del intron toma la practicamente invariable forma de
/GU. En S. cerevisiae, la conservacion se extiende a los 6 nucledtidos del extremo 5°,
que suelen conformarse a la secuencia consenso /GUAUGU (Rymond & Rosbash,
1992). En plantas superiores y mamiferos, la secuencia consenso toma la forma de
AG/GUAAGU, aunque la conservacion es mucho menor e incluso existen algunos
intrones (por ejemplo, el 0,5% de los intrones de Arabidopsis) que comienzan por
/GC (Simpson & Filipowicz, 1996).

Sitio de corte 3°. El trinucledtido YAG/ (pirimidina AG/) es apenas invariable en el
extremo 3’ de los intrones, mientras que los nucleotidos adyacentes se adaptan a la
secuencia consenso UGYAG/GU en plantas y YAG/G en mamiferos (Simpson &
Filipowicz, 1996).

Sitio de ramificacion o branchpoint: 10-50 nucledtidos por delante del extremo 3° del
intron se encuentra una adenina activa en el proceso de corte y union de los
fragmentos de mRNA denominado sitio de ramificacion o branchpoint. Dicha
adenina se encuentra determinada por la secuencia de nucleotidos adyacentes,

tomando la casi invariable forma de UACUAAC en S. cerevisae (con el subrayado
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indicando la adenina activa), y variando mads, aunque con la secuencia consenso
YURAY (donde R es cualquier purina), en mamiferos y plantas superiores (Brown &
Simpson, 1998).

e Zona de polipirimidina. Inmediatamente por delante del sitio de corte 3’ existe en los
intrones de vertebrados una secuencia muy rica en pirimidinas requerida para un
splicing eficiente. En algunos intrones de S. cerevisiae y en plantas, este lugar es rico
en U, y parece importante para el reconocimiento del sitio de corte 3’ (Baynton et al.,

1996).

Junto a todo esto, en plantas es muy importante el elevado contenido en adeninas y
uracilos de los intrones en comparacion con el de los exones, lo cual ayuda a definir a
aquellos. Es ésta una caracteristica especial de los intrones de plantas que constituye una de
las principales diferencias entre los mecanismos de reconocimiento de intrones y exones en
plantas y los de animales y levaduras, por lo demas altamente conservados (Simpson &
Filipowicz, 1996).

Existen ademds unos pocos intrones en metazoos y plantas con secuencias consenso
diferentes en sus extremos 5’ y 3’ (/AT y AC/, respectivamente). El hecho de que dichos
intrones sean eliminados por una maquinaria celular algo diferente de la encargada de
procesar el resto de intrones viene a confirmar una vez mdas la importancia de estas
secuencias para un adecuado splicing (Sharp & Burge, 1997; Tarn & Steitz, 1997). Por otro
lado, ademas de los motivos mencionados en los intrones, existen en los exones determinadas
secuencias que, aunque no se ajustan a secuencias consenso, parecen colaborar en el
reconocimiento de los intrones adyacentes (Liu et al., 1998).

El proceso de corte y union de la molécula de mRNA se da en dos pasos a través de
sendas reacciones de transesterificacion intramoleculares (Krimer, 1996). En la primera, se
produce un ataque nucleofilico en el fosfato del extremo 5’ del intrén por parte del grupo 2°-
hidroxilo de la adenina del sitio de ramificacion. Dicha reaccion provoca, por un lado, el
corte de la molécula del mRNA por el sitio de splicing 5°, liberando el exon 5°. Por otro lado,
produce la unién del extremo 5’ del intron con la adenina del sitio de ramificacion a través de
un inusual enlace fosfodiéster 2°-5°, formando el llamado “lariat” (Iazo o bucle) intermedio.
En la segunda reaccion, el grupo 3’-hidroxilo del exon 5’ liberado en el paso anterior lleva a
cabo un ataque nucleofilico sobre el fosfato del extremo 3 del intrén. Ello provoca, por un
lado, la rotura de la molécula de RNA Ilamada “lariat” intermedio por el sitio de corte 3 del

intron, liberando a éste en forma de “lariat” para ser rapidamente degradado. Ademas,
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produce la unién del extremo 3’ del exon 5’ con el extremo 5’ del exon 3°, reconstituyendo
una molécula de mRNA con los dos exones ligados.

La maquinaria celular encargada de reconocer los intrones en la molécula de mRNA
inmaduro y de catalizar las reacciones de splicing es un gran complejo ribonucleoprotéico
altamente conservado denominado espliceosoma. Este macrocomplejo esta formado por
diferentes subunidades denominadas particulas ribonucleoproteicas nucleares pequefias ricas
en uridinas (U snRNPs, por “uridylate-rich small nuclear ribonucleoprotein particles”): Ul,
U2, U4/U6 y U5 snRNP (Ver figura 6). Cada U snRNP contiene una (U1, U2 y US5) o dos
(U4/U6) moléculas de RNA especificas (U snRNA) asociadas a una serie de proteinas
(Kramer, 1996; Burge et al., 1999). Algunas de estas proteinas, las conocidas como proteinas
Sm (B, B’, D1, D2, D3, E, F y G), son comunes a todos los U snRNPs, y comparten un
motivo estructrural que puede ser usado para identificarlas (Seraphin, 1995). Otras proteinas,
en cambio, son especificas de cada U snRNP, como por ejemplo las proteinas UIA y Ul-
70K del Ul snRNP. Ademas, existe un gran nimero de otras proteinas extrinsecas que no
forman parte de ningin U snRNP pero que son esenciales para el splicing y su regulacion,
tales como las proteinas hnRNP (por “heterogeneus nuclear ribonucleoproteins™) (Dreyfus et
al., 1993; Krecic & Swanson, 1999), diferentes ATPasas dependientes de RNA o helicasas de
RNA dependientes de ATP (Fuller-Pace, 1994) y sobretodo las proteinas SR (Fu, 1995;
Manley & Tacke, 1996; Graveley, 2000; Jurica and Moore, 2003; Reddy, 2004). Ademas de
jugar un papel en el splicing constitutivo, las proteinas hnRNPs y las proteinas SR regulan la
eleccion entre diferentes sitios posibles de corte y unidon en la molécula del mRNA inmaduro
(Shen and Green, 2004), pudiendo dar lugar a la produccion de diferentes mRNA maduros
(y, por tanto, a diferentes proteinas) a partir de un mismo gen. Este proceso, conocido como
splicing alternativo, dota a la célula de un mecanismo adicional de regulacion de la expresion
génica en funcidon del tejido o del estadio de desarrollo, o en respuesta a las condiciones
ambientales (Zahler et al., 1993a; Kanamura et al., 1998; Komatsu et al., 1999; Smith &
Valcarcel, 2000; Cowper et al., 2001).

El espliceosoma es formado mediante una asociacion ordenada de los U snRNPs y
proteinas extrinsecas con la molécula de mRNA inmaduro naciente (Ver figura 5) (Kramer,
1996; Will & Liithrmann, 1997; Staley & Guthrie, 1998). El espliceosoma se ensambla “de
novo” sobre el mRNA inmaduro para cada uno de los intrones que se procesan. Una vez
eliminado un intrén de dicha molécula de mRNA inmaduro, los componentes del
espliceosoma se disocian y pasan a estar disponibles para una nueva ronda de asociacion
sobre un nuevo intron en la misma u otra molécula de mRNA inmaduro. No obstante, y en

contra de lo que se creia hasta hace poco, se han encontrado indicios de que los snRNPs del
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espliceosoma se asocian entre si antes de unirse a la molécula de mRNA inmaduro (Stevens
et al., 2002).

El ciclo de asociacion y disociacion del espliceosoma comienza con la interaccion del
Ul snRNP con el sitio de corte 5’ del intron, merced al apareamiento de bases que se
produce entre éste y el extremo 5° del Ul snRNA (Séraphin et al., 1988). Posteriormente,
diferentes proteinas extrinsecas a los U snRNPs se unen a la zona de polipirimidinas y al sitio
de ramificacion (Berglund et al., 1997), al mismo tiempo que interactian con proteinas del
Ul snRNP unido al sitio de corte 5°. Dichas interacciones tienen como resultado acercar
fisicamente los extremos 5’ y 3’ del intrén. El complejo asi formado es denominado
complejo de iniciacion (CC, por “commitment complex™) en levadura y complejo E (por
“early complex”) en mamiferos, por ser en este estadio donde se toma la decision de realizar
el splicing sobre una molécula de RNA y donde un intrén es definido como tal (Abovich &
Rosbash, 1997).

El siguiente componente en unirse al complejo es el U2 snRNP, que se asocia al sitio
de ramificacién mediante apareamiento de bases entre éste y el U2 snRNA. Este paso, al
igual que los posteriores, y a diferencia del anterior, requiere el consumo de ATP (Staley &
Guthrie, 1998). El complejo resultante es denominado pre-espliceosoma o complejo A, y su
formacion requiere también de la union de un nimero de factores de splicing que parecen
funcionar promoviendo o estabilizando interacciones entre componentes (Krdmer, 1996)
entre los que se encuentran jugando un papel fundamental, las proteinas SR (Shen et al.,
2004) que ponen en contacto este complejo A con el sitio de ramificacion.

Por ultimo, se unen las particulas U4/U6 y US, previamente asociadas entre ellas,
para formar el espliceosoma completo o complejo B. En ¢él se produce entonces la
disociacion secuencial de las particulas Ul y luego U4 snRNP, asi como un nimero de
cambios conformacionales que tienen como resultado disponer los sitios reactivos del mRNA
inmaduro en la conformacion correcta para que se produzcan las reacciones del splicing,
formando el espliceosoma activo, o complejo C (Simpson & Filipowicz, 1996; Murray &
Jarrell, 1999). Dichos cambios requieren ATP y factores tales como helicasas de RNA y
ATPasas, e implican una serie de interacciones entre el mRNA inmaduro, los snRNAs, y las
diversas proteinas participantes (Moore et al., 1993; Madhani & Guthrie, 1994; Staley &
Guthrie, 1998). Una vez realizadas las necesarias reacciones de corte y union en la molécula
del pre-mRNA, un complejo formado por las restantes particulas U2, U5 y U6 snRNP se
separa del mRNA procesado llevandose consigo al intron en forma de “lariat”. Este es
posteriormente liberado para su degradacion (Chapman & Boeke, 1991), y las particulas U2,

U5 y U6 snRNP se disocian para estar disponibles para la siguiente ronda de splicing sobre
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un nuevo intrén (Sawa & Shimura, 1991; Arenas & Abelson, 1997). Todo esto queda

resumido en la Figura 5.
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Fig. 5: Cuadro resumen de la asociacion de los distintos componentes del espliceosoma

La progresion del ciclo de asociacion y disociacion del espliceosoma parece estar
regulada tanto positiva como negativamente por fosforilacion y defosforilacion reversibles de

algunos de sus componentes (Gui et al., 1994; Mermoud et al., 1994; Murray et al., 1999).
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Como ya se ha indicado, las proteinas SR parecen ser las principales dianas de dicha
regulacion por quinasas y fosfatasas (Manley & Tacke, 1996; Misteli et al., 1998; Wang et
al., 1998; Xiao & Manley, 1998; Prasad et al., 1999; Wang et al., 1999; Yeakley et al., 1999).
Es por esto que las proteinas SR tienen una funcién primordial en todo este proceso (Sanford
etal., 2003;)

Por otro lado, la asociacion de los componentes del espliceosoma con el mRNA
inmaduro, asi como la subsiguiente reaccion de catalisis, se realiza cotranscripcionalmente a
medida que el mRNA inmaduro emerge del complejo de elongaciéon de la RNA Pol II
(McCracken et al., 1997b; Neugebauer & Roth, 1997b; Bentley, 1999). Dicho acoplamiento
entre la transcripcion y el splicing se consigue gracias a que el dominio carboxilo terminal
(CTD, por “carboxi terminal domain”) de la subunidad mayor de la RNA pol II interactia
fisicamente con diferentes factores de splicing, principalmente proteinas SR (Greenleaf,
1993; Yuryev et al., 1996; Bourquin et al., 1997), como es el caso de RCY1 al menos en
humanos (Yang et al., 2003), pero también otras (Morris & Greenleaf, 2000). Estos factores
de splicing pueden asi reclutar eficientemente la maquinaria de splicing a los sitios de
nacimiento del mRNA inmaduro (Neugebauer & Roth, 1997; Misteli & Spector, 1999; Wei
et al., 1999).

El splicing se encuentra también acoplado a los procesos de capping (Fresco &
Buratowski, 1996), poliadenilacion (Lutz et al., 1996; Gunderson et al., 1997; McCracken et
al., 2002) y transporte nucleo-citoplasmico del mRNA (Brodsky & Silver, 2000; Zhou et al.,
2000; Shen et al., 2000; Le Hir et al., 2001; Palacios, 2002). Asi, se ha encontrado que la
proteina U1A, componente especifico del Ul snRNP, ademas de regular la poliadenilacion
de su propio mRNA (Gunderson et al., 1997), interacciona con el factor de poliadenilacion
CPSF incrementando la eficiencia de poliadenilacién “in Vitro” (Lutz et al., 1996). Del
mismo modo, se ha encontrado que los factores de splicing SRp20 y SRm160, pertenecientes
a la superfamilia de proteinas SR (Fu, 1995), estdn implicados en la regulacion de la
poliadenilacién de determinados mRNAs (Lou et al., 1998; McCracken et al., 2002). Por
ultimo, se sabe que el acoplamiento entre el splicing y el transporte ntcleo-citoplasmico del
mRNA es tal que un inadecuado splicing impide un eficiente transporte del mRNA al
citoplasma (Custodio et al., 1999; Luo & Reed, 1999; Cullen, 2000). Ademas, el proceso de
splicing es decisivo a la hora de determinar la estructura y composicion de los mRNPs,
complejos ribonucleoprotéicos formados por el mRNA maduro y proteinas implicadas en el
procesamiento y transporte del mismo. De este modo, el splicing imprime una marca sobre el
mRNA que es capaz de regular la posterior traducciéon del mismo en el citoplasma

(Matsumoto et al., 1998; Kataoka et al., 2000; Bourdon et al., 2001).
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Por ultimo, hay que decir que los estudios sobre splicing han sido realizados
principalmente en células de S. cerevisiae y en células HeLa humanas, sistemas a partir de
los cuales se pueden preparar extractos capaces de llevar a cabo la reaccion de splicing “in
Vitro”. No ocurre lo mismo en plantas, donde la preparacion de dichos extractos es aln
imposible de manera funcional. Asi, en levadura se puede preparar un extracto a partir de
células completas para hacer splicing “in Vitro”. (Lin et al., 1985) que, en combinacion con
los estudios genéticos y bioquimicos, ha contribuido enormemente al conocimiento actual
sobre el splicing. Lo mismo ocurre con las células HeLLa humanas, en las que el abordaje
bioquimico se ve complementado por la capacidad de preparar extractos nucleares,
competentes para el splicing “in Vitro”, o extractos S100, que carecen de las proteinas SR
por la imposibilidad de extraerlas del nicleo en las condiciones de preparacion y son, por
tanto, inactivos en splicing (Herndndez & Keller, 1983). En plantas, el hecho de que no se
haya podido establecer un sistema para realizar splicing “in Vitro” ha supuesto que los

estudios sobre el splicing en plantas estén mucho menos adelantados.

1.6.2.3 POLIADENILACION

Otra modificacion sufrida por el mRNA eucaridtico antes de ser transportado al
citoplasma para ser traducido a proteina es el corte endonucleolitico en un sitio especifico de
su region 3’ (sitio de poliadenilacién) y la adicion en dicho lugar de una cola de adeninas o
poli(A) (Colgan & Manley, 1997; Whale & Keller, 1996; Zhao et al., 1999; o Whale &
Ruegsegger, 1999). El lugar exacto de corte y poliadenilacion viene determinado por varios
elementos en la secuencia del mRNA. Uno de dichos elementos es la llamada sefal de
poliadenilacién, situada 10-30 bases por delante del sitio de poliadenilacion. Esta sefial es
uno de los elementos de secuencia mdas conservados que se conocen, tomando la casi
invariable forma de AAUAAA en mamiferos y variando mas en levaduras y sobre todo en
plantas (Colgan & Manley, 1997; Li & Hunt, 1997). Ademas de la sefial de poliadenilacion,
existen otros elementos menos conservados situados por delante de dicha sefial o detras del
sitio de poliadenilacion. Los elementos situados por delante pueden faltar en los genes de
mamiferos (Li & Hunt, 1997), mientras que la existencia en plantas y levadura de los
situados por detrds sigue siendo controvertida (Rothnie, 1996). Por ultimo, a pesar de
resultados a favor de que la secuencia en torno al sitio de poliadenilacion ayuda también a
definir dicho sitio (Mogen et al., 1992), dicha influencia no esta clara (Gilmartin et al., 1995).

La existencia de todos estos elementos permite una regulacion de la poliadenilacion al
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posibilitar el uso de sitios de poliadenilacion alternativos y producir asi mRNAs que difieren
en sus extremos 3’ (Colgan & Manley, 1997; Minvielle-Sebastia et al., 1998; Barabino &
Keller, 1999; Zhao et al., 1999).

Por otro lado, la longitud de la cola de adeninas esta altamente definida, siendo
especifica para cada organismo y cada molécula de mRNA. En levadura, suele tener 55-90
nucleotidos, mientras que en mamiferos tiene entre 150 y 250 (Zhao et al., 1999). Dicha
longitud parece estar regulada por factores que procesan la cola de adeninas después de su
formacion (Brown & Sachs, 1998).

La maquinaria celular encargada de llevar a cabo las reacciones de corte y
poliadenilacion esta formada por una serie de complejos de proteinas bastante conservados
evolutivamente. Estos complejos comprenden principalmente el factor de especificidad de
corte y poliadenilacion (CPSF), el factor de estimulacion del corte (CstF), diversos factores
de corte (CFs), la polimerasa de poli(A) (PAP) y la proteina de union al poli(A) (PAB)
(Colgan & Manley, 1997, y referencias alli citadas).

Entre las funciones atribuidas a la cola de adeninas del mRNA se encuentran las
de promover el transporte del mRNA al citoplasma (Huang & Carmichael, 1996), mantener
la estabilidad del mRNA (Jacobson & Peltz, 1996) o reclutar los mRNAs a la maquinaria de
traduccion (Sachs et al., 1997). La poliadenilacion se encuentra ademas acoplada a los
procesos de transcripcion (Dantonel et al., 1997; Hirose & Manley, 1998; Barilla et al.,
2001), splicing (Gunderson et al., 1997; Lou et al., 1998) y transporte al citoplasma (Huang
& Carmichael, 1996; Kessler et al., 1997; Brodsky & Silver, 2000; Dower & Rosbash, 2002;
Hector et al., 2002) del mRNA (Minvielle-Sebastia & Keller, 1999). Todo ello hace que la
regulacion de la poliadenilacion pueda ser usada para modular la expresion génica de una
manera especifica de tejido o del estadio de desarrollo en cuestion (Colgan & Manley, 1997,

Gunderson et al., 1997; Lou et al., 1998; Barabino & Keller, 1999).

1.6.3 TRANSPORTE NUCLEO-CITOPLASMATICO

Una vez la molécula de mRNA ha sido procesada en el nucleo, ésta debe ser
transportada al citoplasma para ser traducida a proteina en los ribosomas. Aunque dicho
transporte no implica necesariamente una modificaciéon de la molécula de mRNA vy, por
tanto, no puede ser incluido estrictamente hablando en el procesamiento del mRNA, el
elevado grado de acoplamiento entre los mecanismos y factores implicados en el
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procesamiento del mRNA y su transporte al citoplasma hacen aconsejable su tratamiento
conjunto.

El transporte del mRNA desde el nucleo al citoplasma es un proceso activo y
especifico que requiere de la asociacion del mRNA con una serie de proteinas que lo
acompanaran en forma de complejos ribonucleoprotéicos (mRNP, por “messenger
ribonucleoproteins particles”) a través del poro nuclear (para revisiones, ver Nakielny &
Dreyfuss, 1997; Nigg, 1997; Stutz & Rosbash, 1998; Gorlich & Kutay, 1999; Nakielny &
Dreyfuss, 1999). La funcion de las proteinas de los complejos mRNPs es diversa. Por un
lado, son las encargadas de acoplar los procesos de sintesis y maduracion del mRNA con su
transporte fuera del nucleo, uniéndose al mRNA inmaduro durante los procesos de
transcripcion, capping, splicing y poliadenilacion, e identificando la molécula de mRNA
como apta para su transporte al citoplasma (Kessler et al., 1997; Brodsky & Silver, 2000;
Kataoka et al., 2000). Por otro lado, algunas de ellas interactuan con proteinas receptoras en
el poro nuclear, funcionando como sefiales para el complicado mecanismo de traslocacion
del complejo ribonucleoproteico a través de dicho poro (Daneholt, 1997; Rabut & Ellenberg,
2001). Siguen ademas actuando en el citoplasma dirigiendo el mRNA hasta los ribosomas y
definiendo el proceso sufrido por la molécula de mRNA hasta el momento (Matsumoto et al.,
1998; Kataoka et al., 2000). Ademas, existen casos descritos en los que el mRNA se
almacena en el citoplasma en forma de complejos mRNPs inactivos para la traduccion del
mRNA, existiendo mecanismos especificos de activacion para producir en el momento
adecuado la proteina en ellos codificada (Vasalli & Stutz, 1995; Johnstone & Lasko, 2001;
Smillie & Sommerville, 2002).

Una vez en los ribosomas, el complejo mRNP debe disociarse para liberar el
mRNA para su traduccidén y para que las proteinas sean reimportadas al ntcleo para una
nueva ronda de exportacion de mRNA. Se da asi un ciclo dinamico de asociacion nuclear y
disociacion citoplasmatica que debe ser coordinado con la produccion del mRNA y su
transporte al citoplasma y en el que la célula debe distinguir bien entre las proteinas de
transporte asociadas al mRNA y aquellas que estan libres para su reimportacion al nucleo
(Hood & Silver, 1999).

Existen dos clases de proteinas de union al RNA que se ha visto migran del
nucleo al citoplasma y viceversa, siendo, pues, buenas candidatas para funcionar en el
transporte nucleo-citoplasmico del mRNA (Stutz & Rosbash, 1998). Por un lado estan las
proteinas hnRNPs (Dreyfus et al., 1993; Krecic & Swanson, 1999), que, con la proteina
hnRNP A1 como prototipo, han sido historicamente estudiadas como potenciales factores de

transporte del mRNA (Pifiol-Roma & Dreyfuss, 1992; Izaurralde et al., 1997; Nakielny &
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Dreyfuss, 1997; Stutz & Rosbash, 1998; Green et al., 2002). Por otro lado, tenemos a las
proteinas SR (Fu, 1995; Graveley, 2000), inicialmente identificadas como factores de
splicing (Manley & Tacke, 1996) pero a las que se les ha ido atribuyendo un creciente
numero de funciones en otros aspectos del metabolismo del mRNA, incluyendo el transporte
al citoplasma (Alzhanova-Ericsson et al., 1996; Caceres et al., 1998; Huang and Steitz, 2001;
Huang et al., 2003).

En S. cerevisiae, una de las proteinas implicadas en el transporte del mRNA
mejor estudiadas es Npl3p (Flach et al., 1994; Lee et al., 1996). Esta proteina posee una
secuencia similar a la de la proteina hnRNP A1 de vertebrados y se ha mostrado que se une
al RNA poliadenilado (Flach et al., 1994; Wilson et al., 1994). Ello hace que pueda ser
considerada como una proteina hnRNP de levadura (Stutz & Rosbash, 1998). Por otro lado,
su dominio de unién al RNA recuerda bastante al de las proteinas SR (Birney et al., 1993).
Posee ademas ocho dipéptidos SR/RS en su dominio C-terminal y puede ser fosforilada tanto
por la quinasa de proteinas SR de mamiferos SRPK1, como por la supuestamente homodloga
de levadura Skylp (Siebel et al., 1999). Esto la hace ser considerada también una proteina del
tipo de las proteinas SR en S. cerevisiae.

Npl3p se asocia con el mRNA en el nicleo y lo acompafia hasta el citoplasma,
donde se disocia de éste para ser reimportada de nuevo al nucleo. Se han identificado ya
algunas proteinas participantes en dichas rondas de entrada y salida del ntcleo de Npl3p. Asi,
se sabe que su salida del nucleo requiere de proteinas tales como Mex67p, Mtrdp y otras
asociadas al poro nuclear como Glelp, Mtr2p, Mtr3p y Srplp, pero no precisa otras
esenciales para el transporte de otras proteinas, como Crmlp (Stade et al., 1997; Stutz &
Rosbash, 1998, Cole, 2000), lo cual sugiere la existencia de diferentes rutas para la salida del
mRNA del nticleo (Liu et al., 1999). Una vez en el citoplasma, Npl3p se disocia del mRNA
para asociarse con Mtr10p, proteina miembro de la superfamilia de importinas 3 que, junto a
otras como el factor Ran Ntf2p, media la reentrada de Npl3p al ntcleo (Senger et al., 1998).
Esta via de entrada es ademas diferente de otras descritas para la reentrada al nucleo de
proteinas de unién al mRNA (Pemberton et al., 1997), ofreciendo asi la posibilidad de
regulacion diferencial de la expresion génica mediante el control del transporte del mRNA al
citoplasma.

Al igual que todas las proteinas SR caracterizadas hasta el momento, que son
reguladas por fosforilacion (Manley & Tacke, 1996; Misteli et al., 1998; Xiao & Manley,
1998; Wang et al., 1999; Yeakley et al., 1999), Npl3p es susceptible de ser fosforilada en su
dominio RS por la quinasa de proteinas SR de levadura Skylp (Siebel et al., 1999). Dicha

fosforilacion se da en el citoplasma, y tiene como resultado la disociacion entre el mRNA y
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Npl3p, quedando éste disponible para unirse a Mtr10p y ser reimportada al nacleo (Yun &
Fu, 2000; Gilbert et al., 2001). La proteina Skylp ha sido ademas implicada en la tolerancia
de la levadura a distintos compuestos toxicos, como litio y espermina (Erez & Kahana,
2001), y cisplatina, carboplatina, doxorrubicina y daunorrubicina (Schenk et al., 2001;
Schenk et al., 2002). En humanos se cree que el proceso es inverso, y son las proteinas SR
hipofosforiladas, las que se unen al poro nuclear, quedando las hiperfosforiladas listas para la
unidn al espliceosoma (Huang et., al 2004).

Por otro lado, muchas de las proteinas hnRNPs son metiladas especificamente en
los residuos arginina de los motivos RGG (arginina-glicina-glicina) frecuentes en ellas (Liu
& Dreyfuss, 1995; Valentini et al., 1999; Green et al., 2002), y, asi, Npl3p es metilada por la
metiltransferasa de S. cerevisiae Hmtlp (Henry & Silver, 1996; Siebel & Guthrie, 1996).
Dicha metilacion regula positivamente el transporte al citoplasma de Npl3p (Shen et al.,
1998; McBride et al., 2000). Ademas, interfiere con la fosforilacion de Npl3p por Skylp,
regulando asi negativamente la interaccion de Npl3p con Mtr10p y la subsiguiente reentrada
de Npl3p al nacleo (Yun & Fu, 2000). Todo ello ofrece a la célula una nueva posibilidad de
control de la expresion génica mediante regulacion de la metilacion de las proteinas hnRNP
implicadas en el transporte del mRNA (Inoue et al., 2000; Yun & Fu, 2000).

Otras proteinas hnRNP de S. cerevisiae también implicadas en el transporte
nucleo-citoplasmico del mRNA son Hrplp, que participa ademds en la poliadenilacion del
pre-mRNA (Kessler et al., 1997; Minvielle-Sebastia et al., 1998) y que también es metilada
por Hmtlp (Shen et al., 1998; Valentini et al., 1999), Nab2p (Green et al., 2002), que
también es metilada por Hmt1p (Green et al., 2002), Yralp e Yra2p (Zenklusen et al., 2001).

Por ultimo, y como se ha indicado anteriormente, el proceso de transporte nicleo-
citoplasmatico del mRNA se encuentra intimamente acoplado a los procesos de capping,
splicing y poliadenilaciéon del mRNA inmaduro (Kessler, 1997; Zhou et al., 2000; Brodsky &
Silver, 2000; Cullen, 2000; Hector et al., 2002; Reed & Hurt, 2002). En este sentido resulta
interesante remarcar el que se haya encontrado que Npl3p es un componente del Ul snRNP,
mostrando una asociacion moderadamente especifica y sensible a baja sal con el Ul snRNA
(Gottschalk et al., 1998). Ademas, el transporte del mRNA se encuentra también acoplado a
la transcripcion, merced a la interaccion entre ciertas proteinas de transporte del mRNA y

factores de elongacion de la transcripcion (Strafer et al., 2002).
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1.6.4 TRADUCCION

Hay un elevado niimero de proteinas SR que estan continuamente fluyendo a través
de los poros nucleares hacia el citoplasma desde el ntcleo, o viceversa (Caceres et al., 1998)
y promoviendo el transporte de RNA maduro hacia los ribosomas (Huang and Steitz, 2001).
Aunque se creia que la funcion de estas proteinas terminaba en ser lanzaderas del mRNA del
nucleo al citoplasma, se ha descubierto que ademdas poseen funciones citoplasmaticas
(Sanford et al., 2004). Concretamente, la proteina SR verdadera SF2/ASF de animales, se
asocia a ribosomas, llegando incluso a estimular la traduccidon inespecificamente, tanto “in
Vivo”, como “in Vitro”. Se cree que el papel de ésta se localiza en el inicio de la
transcripcion, siendo este proceso ain desconocido (Sanford et al., 2004).

A todo esto hay que anadir el reciente papel que se le ha otorgado a las proteinas tipo
SR en la supervivencia del mRNA (Zhang and Krainer, 2004). Concretamente y al
sobreexpresar ciertas proteinas SR, se producia un descenso en los mRNAs con mutaciones
sin-sentido, es decir mutaciones que provocaban una alteracion en la pauta de lectura, siendo
estos mRNA normalmente eliminados por la maquinaria celular (Maquat, 2004). Pero al
sobreexpresar varias proteinas tipo RS, esto no ocurria, y los mRNAs sin-sentido se
acumulaban en el ntcleo. Esto nos indica que estas proteinas podrian también estar
relacionadas con la supervivencia de todos los transcritos en general, confirmandose atin mas
la necesidad que tiene la célula de que estén presentes en todos los puntos en los que aparece

RNA e implicando al las proteinas SR también en la degradacion de RNA.

En resumen las proteinas SR intervienen en todos los procesos anteriormente
nombrados, y teniendo en cuenta su funcién bioquimica de unidon proteina-proteina, es
probable que su principal funcién sea la de acoplar todos estos procesos, para que la
ejecucion de los mismos posea una mayor eficiencia estequiométrica, asi como acompafiar a
la molécula de RNA en todo momento evitando su degradacion. Por tanto, podemos concluir
este apartado diciendo que las proteinas tipo SR han confirmado su participacion en
transcripcion, splicing, transporte nucleo-citoplasmatico, traduccion, degradacion de RNA, y

sobretodo en el mecanismo de integracion de todos estos procesos.
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2-OBJETIVOS

El objetivo general de la presente Tesis se centra en la caracterizacion

funcional del gen RCY1 de Arabidopsis thaliana, que codifica un factor

putativo de splicing, de la familia de proteinas "SR-like", y esta aparentemente

implicado en mecanismos de tolerancia a estrés salino. Para cumplir este

objetivo general se han desarrollado los siguientes objetivos concretos:

Determinacion de los niveles de mRNA de RCY1 en plantas silvestres, en ausencia y
en presencia de tratamientos de estrés salino.

Determinacion de los niveles de mRNA de RCY1 en plantas silvestres, en presencia
de otros tratamientos estresantes o de fitohormonas.

Determinacion de la expresion del mRNA de RCY1 en los distintos 6rganos de la
planta.

Localizacion subcelular de la proteina codificada por RCY1.

Sobreexpresion de RCY1 en plantas transgénicas para el estudio de la posible
tolerancia a sal conferida por dicho gen. Analisis fenotipico de dichas plantas
transgénicas.

Analisis de plantas de Arabidopsis thaliana carentes de la expresion de RCY1.
Busqueda de la posible funciéon de RCY1l en condiciones normales y en los

mecanismos de tolerancia a sal.
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3-MATERIALES Y
METODOS
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3.1 MATERIALES

3.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1.1 Escherichia coli

Todas las bacterias usadas en el presente trabajo pertenecen a la cepa DHS5a.

3.1.1.2 Agrobacterium tumefaciens

En este trabajo se han usado dos cepas de esta bacteria:

. Cepa LBA4404.pBBRIMCSvirGN54D: esta cepa hipervirulenta fue cedida
por el Dr. Peter Shaw (John Innes Institute) y fue usada para la
transformacion de células en suspension de Arabidopsis thaliana.

o Cepa C58C1.pGV2260: esta cepa es menos virulenta que la anterior y se
usa en transformaciones por infiltracion, ya que danard menos el botoén

floral, permitiendo que este se recupere mas rapidamente.

3.1.1.3 Arabidopsis thaliana

Todas las plantas de Arabidopsis thaliana (Fam. Brassicaceac) usadas en el presente
trabajo pertenecen al ecotipo Columbia-0 (Col-0) donadas por el “Arabidopsis stock centre”

(Universidad de Nottingham, Reino Unido).
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3.1.2 VECTORES

- pBLUESCRIPT II KS + (Stratagen): Como antibidtico de seleccion para este
plasmido se usa la ampicilina y para la comprobacién de a existencia de inserto se usa el

sistema de complementacion a de la B-galactosidasa.

Pdml 2641

P'I'.I'
MCS
P
Gsul 2131 T
Eco31l 2113

Eam1105] 2041
Sapl 1030

Afllll, Psel, Xcel 1153

Gail 1584

- pBI121 (CLONTECH): vector usado para introducir fragmentos de DNA en planta
usando Agrobacterium como mediador. En el caso concreto de este trabajo, se us6 por poseer
el gen GUS controlado por el promotor 35S. Este vector también tiene como region

importante el gen NPT-11, que otorga resistencia a Kanamicina.

ATG TGA

{4 glocuronidase

pB|121 Sma |

""""""""" TCT AGA GGA TCC CCG GGT GGT CAG TCC CTT ATG

from Clontech
Xbal BamH| catalogue 1996 / 97

- pDONR207 (INVITROGEN): Es un plasmido para uso exclusivo del método de
clonacion GATEWAY. Este plasmido permite la clonacion de fragmentos de DNA sin
necesidad de enzimas de restriccion, gracias a las secuencias attP1 y attP2 que permiten la
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recombinacion homoéloga. Asi, este vector se usara como inicio del sistema, es decir, primero
se introduce el inserto en este vector que sirve exclusivamente para la replicaciéon en

Escherichia coli. Posee dos antibioticos de seleccion, el cloramfenicol y la kanamicina.

M13 M13

IFDrward m cedB m Fler.-erﬂel

pDONR"221
pDONR"/Zeo

- PGFP: es una derivacion del vector binario pCambia 302 (Curtis and Grossniklaus,
2003), donada por el Dr. Peter Shaw. Este plasmido posee el promotor 35S y en el como
modificacion se han introducido los sitios attl.1 y attL.2 para la recombinacion homoéloga.
Posee como gen testigo el GFP, y como marcador de resistencia el gen NPT II que otorga
tolerancia a kanamicina.

CaMy 335 promoter

Meol (1)
Bgl11 (2)

Reporter gene (s)
Nhe L(T280
Histidine tag
Fml (755
BstEXL (TED
Hos poly-A

T-Border (right)

Lac Z alpha

Multiple Cloning Site

CaMV355 promoter

pCANBIA vectors

CaMV35s po A

T-Border {leff)

Bacterial s election gene PVS1 rep

pBR322 oni
pBR322 bom
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3.1.3 OLIGONUCLEOTIDOS

Todos los oligonucledtidos disenados para ser usados como cebadores en las

reacciones de PCR y RT-PCR, han sido sintetizados por la compaiiia ISOGEN.

A continuacidn se muestra una relacion de la secuencia de los cebadores que aparecen

citados en el presente trabajo, asi como donde anillan.

Nombre del

cebador

Secuencia (5'-3")

Explicacion de la

amplificacion

RS-F1

TGCCTACGACGGTCTTTC

Amplifica el fragmento que
codifica para el dominio RS

en sentido directo.

RS-R1

AGGCGAGGCTGTTGATAC

Amplifica el fragmento que
codifica para el dominio RS

en sentido reverso.

CYC-F1

GAGAATTCCCGGATCTGC

Amplifica el fragmento que
codifica para el dominio

ciclina en sentido directo.

CYC-R1

CTATCCGACGAGCAGTAC

Amplifica el fragmento que
codifica para el dominio

ciclina en sentido reverso.

CYC-R2

TTGCAAGAAGTCTTTGGC

Alternativa de
amplificacion del fragmento
que codifica para el
dominio ciclina en sentido

reverso.

PromRCY1-
F1

CAGTGTCGACAGGTACCCATAAAAGGCC

Amplifica 1000 pares de
bases de la  region
promotora de RCY1l en
sentido directo. Posee la
secuencia de restriccion

para Ncol.
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PromRCY1-
R1

CAGTCCATGGGGAATTGGGAGATAGACG

Amplifica 1000 pares de
bases de la  region
promotora de RCY1 en
sentido reverso. Posee Ia
secuencia de restriccion

para Sall.

GATRCY1-
F1

AAAAAGCAGGCTCGATGATTTACACTGC

Amplifica el c-DNA de
RCY1 en sentido directo.
Posee los lugares de

recombinacion  homologa

AttB1.

GATRCY1-
R1

AGAAAGCTGGGTGATGGTGCCTACGACGG

Amplifica el c-DNA de
RCY1 en sentido directo.
Posee los lugares de
recombinacion  homologa

AttB2.

GATCYC-
F1

AAAAAGCAGGCTCGATGATTTACACTGC

Amplifica la region
codificante para el dominio
ciclina de RCY1, en sentido
directo. Posee los lugares de
recombinacion  homologa

AttB1.

GATCYC-
R1

AGAAAGCTGGGTGAGTGGTACTTGA

Amplifica la region
codificante para el dominio
ciclina de RCY1, en sentido
reverso. Posee los lugares
de recombinacion

homologa AttB2.
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GATRS-F1

AAAAAGCAGGCTATGCCTGAGAATCCG

Amplifica la region
codificante para el dominio
RS de RCY1, en sentido
directo. Posee los lugares de
recombinacion  homologa
AttB1 y un triplete ATG
para el inicio de la

traduccion.

GATRS-R1

AGAAAGCTGGGTGATGGTGCCTACGACGG

Amplifica la region
codificante para el dominio
RS de RCY1, en sentido
reverso. Posee los lugares
de recombinacion

homologa AttB2

ACT2-F1

GTGGATCCTATGGCTGAGGCTGATG

Amplifica el gen de la
Actina 2 de Arabidopsis
thaliana en sentido directo.
Posee el lugar de restriccion

BamHI1.

ACT2-R1

TGGAGCTCATTAGAAACATTTTCTG

Amplifica el gen de la
Actina 2 de Arabidopsis
thaliana en sentido reverso.
Posee el lugar de restriccion

Sacl.

AttB1

GGGGACAAGTTTGAAAAAAGCAGGCTNN

Contiene el lugar de
recombinacion  homologa
AttB, utilizado en el método

de clonacion GATEWAY.

AttB2

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTN

Contiene el lugar de
recombinacion  homologa
AttB, utilizado en el método

de clonacion GATEWAY.
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3.2 TECNICAS DE CULTIVO

3.2.1 Escherichia coli

Salvo que se indique lo contrario, todas las bacterias fueron crecidas en medio LB
compuesto por 1 % (p/v) triptona, 0.5 % (p/v) extracto de levaduray 1 % (p/v) de NaCl y 1
% agar-agar (en caso de cultivo en placa); todo ello ajustado a pH 7.0 con NaOH y
esterilizado en autoclave (20 minutos a 120°C). La temperatura de crecimiento dptimo es de
37°C.

Los antibidticos afiadidos para la posterior seleccion se esterilizaron por filtracion,

usando membranas Millex-GV (MILLIPORE) de 0’22um de tamano de poro. La

concentracion final anadida era de 100 pg/mL de cada antibidtico.

3.2.2 Agrobacterium tumefaciens

Salvo que se indique lo contrario, todas las bacterias se crecieron en medio L
conteniendo 1 % (p/v) triptona, 0.5 % (p/v) extracto de levadura, 0’1 % glucosa, 1 % agarosa
(solo en caso de cultivo en placa) y 0°5 % (p/v) de NaCl; todo ello ajustado a pH 7.0 con
NaOH vy esterilizado en autoclave (20 minutos a 120°C). La temperatura Optima de
crecimiento es de 25-28°C.

La adicion de antibidticos se realizé de la misma forma que en el apartado anterior.

3.2.3 Arabidopsis thaliana

3.2.3.1 Cultivo “in Vitro” de células en suspension

En un matraz de 500ml se mantiene una suspension de 310ml de células, establecida
en el John Innes Institute a partir de protoplastos foliares, crecidas en medio MS (Murashige

and Skoog, 1962), en oscuridad y a 28°C. Cada 7 dias, 10ml de este cultivo se inoculan a
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300ml de MS fresco. Las células seran transformadas pasados 5-7 dias después de una

inoculacion.

3.2.3.2 Germinacion “in Vitro” de semillas

- Esterilizado de semillas: Se introducen las semillas en un tubo con etanol 70% y
0°01% Triton X-100, y se agita durante 5 minutos en un vortex a maxima velocidad. Pasado
este periodo se retira la solucion de etanol y se anade lejia comun al 30% con Triton X-100 al
0°01%, agitandose al vortex durante 5 minutos.

Para finalizar se realizan de 5 a 10 lavados con agua estéril hasta que desaparezcan las
burbujas. Antes de sembrar las semillas en cualquier medio, se incuban a 4°C durante 48

horas minimo para sincronizar la germinacion.

- Liquido: una vez esterilizadas las semillas, éstas se incuban durante al menos 48
horas a 4°C. Posteriormente se inoculan en 250ml de medio MS contenidos en un matraz,
todo en condiciones estériles, y se incuba a 23°C, con dia largo (16 horas de luz y 8 de
oscuridad) y en agitacion. Si se deseaba un mayor crecimiento de las raices con respecto a las
zonas aéreas, el medio usado era /2 MS.

- En placa: las placas se componen de medio MS, agarosa al 1% y los antibidticos de

seleccion apropiados, hasta una concentracion final de 100pg/ml.

3.2.3.3 Cultivo en maceta:

Todas las macetas se componian de turba y vermiculita en proporcion 1:1. Las
condiciones de cultivo eran de dia largo (16 horas de luz y 8 de oscuridad), 22°C y 50% de
humedad relativa.

La composicion de la solucion nutritiva era de macronutrientes (5 mM KNOs, 2.5
mM K;3POq4, 2 mM MgSO4, 2 mM Ca(NOs),, 0.036 % w/v EDTA-FeSO4) y micronutrientes
(70 uM H3BOs, 14 uM MnCly, 0.5 pM CuSOy4, 1 pM ZnSOy4, 0.2 uM NaMoOy, 10 uM
NacCl, 0.01 uM CoCly).
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3.3 TECNICAS DE TRANSFORMACION

3.3.1 Escherichia coli

- Preparacion de células competentes: se inocula 250ml de Medio A (Bacto-triptona
5g/l, extracto de levadura 1°25g/l, 10mM NaCl, 2°’5mM KCI, 10mM MgCl, y 10mM
MgSO0,) con E. coli, proveniente de una colonia, y se incuba minimo 8 horas a 37°C hasta
que la densidad Optica a 600nm sea de 0’6 unidades de absorbancia con respecto a agua
destilada. Justo en este momento se incuba en hielo 10 minutos y se centrifuga 10 minutos
mas a 2500g (4°C). El pellet obtenido se resuspende en 80ml de medio TB (10mM PIPES,
55mM MnCl,, 15mM CaCl, y 250mM KCI) y se incuba 10 minutos en hielo para después
volver a centrifugar 10 minutos a 2500g y 4°C. El pellet se vuelve a resuspender en medio
TB, pero esta vez en 20ml. Después se afiaden 1’4 ml de dimetil sulféxido puro y se incuba
durante 10 minutos en hielo. Finalmente se hacen alicuotas, se congela en nitrégeno liquido y

se almacena a -80°C.

- Transformacion: se descongelan las alicuotas de células competentes lentamente en
hielo y se afiade el DNA en un médximo del 10% del volumen de las células. Se incuba en
hielo 30 minutos, se da un choque térmico de 42°C durante 30 segundos y se deja en hielo 5
minutos mas. Por tltimo se afiaden 800ul de medio LB (sin antibidtico) y se incuba durante 1

hora en agitacion para después plaquear.

3.3.2 Agrobacterium tumefaciens

- Preparacion de células electrocompetentes: se inocula una colonia de
Agrobacterium tumefaciens en 10ml de medio L conteniendo rifampicina 20pg/ml y
cloramfenicol 75 pg/ml, y se incuba 16-24 horas a 28°C en agitacion. Posteriormente se
inoculan 500ul de este cultivo en 500ml de medio L y se incuba a 28°C en agitacion, hasta
que la densidad optica a 600nm sea 0’6 unidades de absorbancia con respecto al agua
destilada. El siguiente paso consiste en centrifugar a 2500g durante 10 minutos y a 4°C, para
después resuspender el pellet en 500ml de agua bidestilada y estéril a 4°C. Este proceso se
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repite 5 veces mas hasta que se resuspende el pellet en Sml de solucion al 80% de glicerol. Se

hacen alicuotas que se congelan en nitrogeno liquido y se conservan a -80°C.

- Transformacion por electroporacion: se introducen 1-5ul (50-200ng) de DNA
junto con 40ul de células electrocompetentes en una cubeta de electroporacion (previamente
enfriada hasta 4°C) de 0°2cm de amplitud. Una vez tapada la cubeta, se le aplica un pulso de
corriente con los pardmetros 4000hms, 25uFD y 2°5kV en un electroporador BIORAD.
Inmediatamente después se afiade 0’8ml de medio SOC (2% bacto-triptona, 0,5% extracto de
levadura, 10mM NaCl, 25mM KCl, 50mM MgCl,, 20mM glucosa), se traspasa a un tubo
Eppendorf y se incuba a 28°C durante 4 horas. El ultimo paso es sembrar en placas Petri con
medio L que contiene rifampicina 20pg/ml, cloramfenicol 75ug/ml y el antibidtico de
seleccion. Una de las colonias crecientes se crece en medio L con los antibioticos durante 24
horas a 28°C. Después se centrifuga a 2500g y 4°C durantel5 minutos y se resuspenden las
células en tampon de infiltracion (10mM MgCl,, 5% sacarosa, 0°02% (v/v) Silwet L-77,
MES pH 7 1g/l y citoquinina MAP 44nM) o en medio L. Con la solucioén de infiltracion se
transformaran plantas adultas, pero para transformar células en suspension s6lo se necesitara

que las células estén en medio L.

3.3.3 Arabidopsis thaliana

3.3.3.1 Células en suspension
Una alicuota de células de Agrobacterium tumefaciens, previamente transformadas, se

afiade a un cultivo concentrado de células de Arabidopsis thaliana en suspension. Se incuba
durante minimo 3 dias a 28°C y en oscuridad. El resultado es que en un minimo del 10% del
conjunto de células, se ha producido la transformacion, siendo éstas susceptibles de

seleccion.

3.3.3.2 Plantas adultas

- Preparacion de las plantas a transformar: se crecen plantas en maceta hasta que el
tallo floral alcance aproximadamente los Scm, momento en el que se poda la inflorescencia
primaria para estimular la aparicion de secundarias. Cuando se observe un niimero elevado
de flores, habiendo ain primordios florales, se seleccionan estas macetas y se las somete a
los siguientes pasos:
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- Infiltracion “in planta”: se sigue el protocolo descrito por Bechtold y Pelletier en
1998. Este es un método de transformacién “in vivo”, es decir, no requiere pasos previos de
desdiferenciacion y regeneracion que causan numerosas mutaciones. El método consiste en
sumergir los tallos florales de la planta en la solucion de las células de Agrobacterium
tumefaciens y el tampon de infiltracion, sometiendo el conjunto al vacio durante 10 minutos.
Una vez finaliza la infiltracion, se introducen las macetas en bolsas de plastico y se
mantienen durante 48 horas minimo, para asi evitar la pérdida de humedad y favorecer la

recuperacion.

- Obtencion de plantas homozigotas para el gen introducido: una vez transcurrido el
tiempo de fructificacion y de secado de las semillas, éstas se siembran en placas con medio
MS, agarosa 1% y kanamicina 100pg/ml, para seleccionar las transformantes. Las semillas
transformadas podran germinar en este medio con el antibidtico. Después, las semillas que
han germinado se dejaran crecer hasta la fructificacion, momento en el que se recogeran las
semillas de cada planta por separado. Posteriormente estas semillas provenientes de una
unica planta, se sembraran de nuevo en placa con el antibidtico, contdndose esta vez el
numero de semillas que germinan. Si esta segregacion se corresponde con la mendeliana se
realizard lo mismo con cada planta de la placa, y si en la 4* generacion se sigue cumpliendo
la segregacion esperada, las lineas seran calificadas como homozigotas y con s6lo una copia

del gen.

3.4 PREPARACION Y ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS

3.4.1 EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

3.4.1.1Extraccion de DNA

. Plasmidico de Escherichia coli

Dependiendo de la cantidad de DNA que deseamos, obtener podemos usar uno de los

siguientes métodos:

- “Minipreparaciones por hervido™:

Se usa con poco volumen de cultivo bacteriano, maximo 1’5 ml, por lo que se
obtendra menos cantidad de plasmido.
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Previamente se crece un cultivo de la bacteria durante minimo doce horas en medio
LB (10 g/l Bacto-triptona, 5 g/l de extracto de levadura y 10 g/l de NaCl) con el antibidtico
deseado y a 37 °C. Pasado el tiempo indicado se transfiere un maximo de 1’5 ml a un
Eppendorf, centrifugdndose a 10000 g durante 30 segundos y a 4°C. El pellet obtenido se
resuspende en el tampon de extraccion (50 mM Tris-HCI pH 7°5, 62°5 mM EDTA, 0°4%
Triton X 100 y 2°5 M LiCl), se incuba en hielo 5 minutos y se afade lisozima 1 mg/ml. Tras
3 minutos de incubaciéon se hierve a 98 °C durante 1 minuto, se coloca en hielo otros 5
minutos y se centrifuga a temperatura ambiente durante 30 minutos mas. Se retira el pellet
con un palillo, dejando sélo el sobrenadante, para posteriormente afiadir 2 volimenes de
Etanol absoluto e incubar 15 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo se centrifuga el
tubo a 10000 g durante 15 minutos, se lava el pellet con Etanol 70%, se seca y se disuelve el

pellet en agua.

- “Maxipreparaciones’:

Se crece un medio igual al apartado anterior pero en este caso se centrifuga la
totalidad del cultivo (50 ml) a 6000g durante 15 minutos y en frio. El pellet resultante se
resuspende en tampon S1 (50 mM Tris-HCl pH 7, 10 mM EDTA y 100 pg/pl de RNAsa A).
Ahora se anade el mismo volumen de tampén S2 (200 mM NaOH, 1% SDS) y se mezcla por
inversion 8 veces para después incubar 3 minutos a temperatura ambiente. Después se afiade
el mismo volumen de tampon S3 (2°8 M Acetato de potasio pH 5°1) y se mezcla igual que el
paso anterior, dejandolo incubar 5 minutos a temperatura ambiente. Se formara rapidamente
un precipitado floculento que se eliminard centrifugando a 12000 g durante 40 minutos. El
sobrenadante resultante se pasa por una columna NucleoBond AX 500 (Clontech),
previamente calibrada con tampon N2 (100 mM Tris-HCl pH 6’3, 900mM KCIl y etanol
15%) y se lava la columna 2 veces con un volumen igual al obtenido de tampo6n N3 (100
mM Tris-HCI pH 7, etanol al 15% y 1’15 M de KCl). El DNA plasmidico queda retenido en
la columna y se eluye con tampdén N5 (100mM Tris-HCI pH 8’5, 15% de Etanol y 1 M de
KCI). Al volumen resultante se afiade % de isopropanol que precipita el plasmido, y se
centrifuga a alta velocidad (mas de 15000 g) durante 30 minutos a 4 °C. Se desecha el
sobrenadante y el pellet resultante se lava con etanol al 70%, se seca y se disuelve en la

cantidad de agua apropiada.
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. Genomico de Plantas

Se trituran 2gr de material vegetal en un mortero comin con la ayuda de nitrégeno
liquido. El polvo resultante se introduce en un tubo Eppendorf'y se incuba 10 minutos a — 20
°C con tampon de extraccion (200 mM Tris-HCI1 pH 8’5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA y
0°5% (p/v) de SDS) y Acetato de sodio pH 5’2 1 M. A continuacion se centrifuga a 10000 g
durante 15 minutos en frio. El sobrenadante resultante se transfiere a otro tubo similar para
precipitar con un volumen de isopropanol, 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
se centrifuga 15 minutos a 10000 g y se elimina el sobrenadante, lavando el pellet con etanol

70%. Para finalizar, secamos el tubo y disolvemos el pellet en agua bidestilada.

3.4.1.2 Extraccion de RNA de plantas.

Este método se basa en el compuesto TRIZOL (INVITROGEN) y el protocolo es el
propuesto por el fabricante con modificaciones.

Para comenzar se tritura el tejido vegetal elegido, previamente congelado con
nitrogeno liquido para evitar cualquier reaccion biolodgica, en un mortero comun.
Aproximadamente 100mg de material triturado se transfieren a un tubo eppendorf,
afiadiéndose 1 ml de TRIZOL y se dejan incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.
A continuacion se afiade 1/5 del volumen total de Cloroformo, se agita 15 s al vortex, se deja
reposar 2 minutos y finalmente se centrifuga en frio 15 minutos a 12000 g. De las dos fases
resultantes se transfiere la superior (fase acuosa) a otro tubo, donde se afadird el mismo
volumen de alcohol isopropilico para precipitar el RNA. Se incuba 10 minutos a temperatura
ambiente y después se centrifuga en frio a 12000 g durante 10 minutos. Posteriormente se
elimina el sobrenadante y se lava el pellet con etanol al 70%, centrifugandose después a 7500
g en frio durante 5 minutos. Finalmente se elimina el etanol y se seca el pellet en una bomba

de vacio, para después poder disolverlo en agua bidestilada.

3.4.2 GELES DE AGAROSA

3.4.2.1 Preparaciones para DNA
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Salvo que se indique lo contrario, todos los geles realizados se componian de agarosa
D-1 (PRONADISA) diluida en tampon TAE (40 mM Tris base, 20 mM 4cido acético, 2 mM
EDTA) para geles preparativos y TBE (45 mM Tris base, 45 mM écido borico, | mM EDTA)
para geles analiticos. La concentracion final de agarosa en ambos fue del 0°7-1’5%,
anadiéndose también bromuro de etidio a una concentracion 0’5ug/ml, para poder visualizar
las bandas de DNA. Las muestras se cargaban en el gel utilizando tampdén de carga 6x
[60mM EDTA, 10mM Tris-HCl (pH 7.6), 0,03 azul de bromofenol, 60% glicerol] para
facilitar la dispensacion y evitar la difusion de la muestra, asi como visualizar el frente. El
potencial eléctrico aplicado posteriormente, oscilaba entre 60-100 V, usandose el mismo
tampon TAE o TBE en la cubeta de electroforesis.

Para observar las bandas que se han desplazado en el gel, se usa un transiluminador
siendo la longitud de onda aplicada de 254nm para geles analiticos, y 366nm para los geles
preparativos, intentando asi minimizar el dafio a los acidos nucleicos en el ultimo caso, ya

que de ellos se aislaran fragmentos de DNA.

3.4.2.2 Preparaciones para RNA

En este caso se preparaban geles conteniendo agarosa D-1 (PRONADISA) al 1’9 %
(p/v) disuelta en MOPS (0.2 M de concentracion final) y formaldehido (concentracion final
de éste 9% v/v), que desnaturaliza el RNA. A continuacion se deja secar en el molde
apropiado y siempre en campana extractora debido a la neurotoxicidad del formaldehido.

La carga de las muestras en el gel se realizaba con un maximo 40 pg RNA y
conteniendo MOPS 20 mM, formaldehido 17°5% (v/v), formamida 50% (v/v) y bromuro de
etidio 0’075 ug/ml (la cantidad de este compuesto es tan pequefia porque se intenta evitar que
este interfiera en la posterior hibridacion para el Northern blot, por tanto la visualizacion sera
débil).

Por ultimo, el tampdén usado en la cubeta era MOPS 0’4 M y el potencial eléctrico
aplicado era de 50 V, menor que el aplicado a geles de DNA. Asi, al ser el gel de mayor
tamafno y el voltaje menor, la separacion entre bandas de tamafo similar tendrda mayor
resolucion.

Hay que indicar que todos los reactivos se diluyeron en agua tratada con DEPC pare

evitar la accion de las RN Asas.
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3.43 AISLAMIENTO DE FRAGMENTOS DE DNA DE GELES DE
AGAROSA

Se usa el “kit de aislamiento de DNA de Millipore”, pero con modificaciones.

Una vez corrido el gel preparativo (ver apartado 3.4.2.1) y cortada la banda a
purificar, se introduce ésta en un cartucho del “kit” y se centrifuga a 12000 g durante 20
minutos. Si al volumen obtenido lo llamamos v1, introducimos ahora 400ul-v1 al cartucho,
dejando incubar 1 hora. Después se procede a otro centrifugado igual. El volumen obtenido
se mezcla con 2 pg de t-RNA y el mismo volumen de PCI. Pasados 5 minutos se recupera la
fase acuosa y se precipita el DNA con etanol absoluto y acetato de sodio 150mM, dejando
incubar la mezcla 2 horas a -20°C.

Finalmente, la mezcla se centrifuga a 12500g durante 30 minutos, se lava el pellet

obtenido con etanol 70%, se seca y se redisuelve el DNA en agua.

3.4.4 AMPLIFICACION DE DNA POR PCR

Todas las reacciones de polimerizacion, salvo las utilizadas para el método de clonaje
GATEWAY (Ver apartado 3.5.1), se realizaron en un volumen final de 50 ul, conteniendo
0’5 pg de los dos cebadores, 0’2 mM de los 4 desoxirribonucledsidos 5’ trifosfato, tampon de
polimerizaciéon de ROCHE al 10% (v/v), y 3 unidades de la enzima termoestable TagDNA
polymerase (ROCHE).

Posteriormente, la reaccion se llevaba a cabo en un termociclador tipo Mastercycler
5330 (Eppendorf), durante un determinado nimero de ciclos (dependiendo del experimento)

compuestos por los siguientes pasos:

- 95 °C durante 1 minuto para separar las 2 hebras de ADN.

- 44-56 °C (dependiendo de la longitud y composicion de los cebadores)
durante 30 segundos. Esta es la llamada temperatura de anillamiento, en la que los
cebadores se unen especificamente a su secuencia homologa. A mayor temperatura,
mayor especificidad debera haber entre los cebadores y su secuencia homologa.

- 72 °C durante 1 minuto por cada 1000 pares de bases de ADN. A esta

temperatura tiene su maxima velocidad la Taq polimerasa.
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3.4.5 CALCULO DE CONCENTRACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Se diluye la muestra problema en agua (proporcion 1:1000) y se mide la absorbancia
en un espectrofotometro a 260nm (Al) y 280nm (A2). Si la division Al/ A2 es
aproximadamente 2, no hay contaminacion por otras sustancias biologicas, principalmente

proteinas. La concentracion la obtenemos de las formulas:

Concentracion RNA (pg/ pl) = Absorbancia A1 x 40

Concentracion DNA (pg/ pl) = Absorbancia A1 x 50

3.4.6 MARCAJE RADIACTIVO DE SONDAS DE ACIDOS NUCLEICOS

Se usan estas sondas para detectar 4cidos nucleicos fijados en membrana. Si el 4cido
fijado en membrana es RNA, con las sondas de RNA antisentido obtendremos mayor poder
de deteccion, a menor concentraciéon de muestra fijada en membrana, necesitaremos menos
sonda para poder observarlo. Esto es debido a dos factores, en primer lugar que los hibridos
RNA-RNA son més fuertes que los DNA-RNA, y en segundo, al utilizar una sonde de RNA
esta hibrida con el RNA de la membrana sin tener que competir con la otra hebra

complementaria, ya que esta es monocatenaria.

3.4.6.1 Sondas de DNA

En este caso se utilizd6 una reaccion de PCR (Ver apartado 3.4.4), anadiendo
aproximadamente 2000kBq de [0-">P] dCTP a la reaccion. Para esto se debe disminuir un
20% la concentracion de dCTP no radiactivo.

La posterior purificacion se realizd con columnas cromatograficas Real Spin G-50
(REAL), siguiendo el protocolo aconsejado por el fabricante. Este protocolo consiste en
resuspender la resina de la columna al vortex y luego centrifugar para eliminar el tampdn de

equilibrio. Posteriormente se coloca la muestra en la resina y se centrifuga a 750g durante
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dos minutos. El resultado es que los nucle6tidos marcados que no han sido incluidos en la

sonda quedan retenidos y se usa el liquido eluido que es el que contiene la sonda.

3.4.6.2 Sondas RNA

Este proceso se basa en la transcripcion “in Vitro”, es decir la sintesis de una cadena
de RNA a partir de un DNA molde.

Todo empieza a partir de un pldsmido (en este caso el pBluescript) que contenga el
inserto deseado junto a los promotores T3 o T7 de los fagos, reconocidos por la RNA
polimerasa del fago correspondiente. Este plasmido se utilizard de molde para la cadena de
RNA a sintetizar, que tendréd que ser la cadena antisentido del RNA hibridado en membrana a
detectar.

Asi, se selecciona el sentido correcto en cada caso y se procede a la linealizacion del
plasmido por restriccion. Después, se comienza la reaccidon de transcripcion, mezclando los

siguientes reactivos: plasmido 25-50ng/ul, 0°’5SmM de ATP, GTP, UTP, 0’4mM de CTP,
0’ImM de [a-*P]CTP (aproximadamente 2000 kBq), 1x tampdn de transcripcion (ROCHE)

y 0°5U/ul de RNA polimerasa T7 o T3 segun el sentido a transcribir. Después de incubar 2
horas a 37°C se afiade 1U/ul de DNAsa (ROCHE) libre de RNAsa, incubandose durante
20min a temperatura ambiente para eliminar posibles restos de DNA que podrian interferir en
posteriores reacciones. El resultado de este ultimo paso podréd utilizarse directamente para

hibridar con la membrana deseada.

3.5 CLONACION DE DNA.

3.5.1 METODO DE CLONACION “GATEWAY”.

Este es un método de clonacion basado en la recombinacion homoéloga de fragmentos
de DNA.

Se sigue el protocolo recomendado por el fabricante www.invitrogen.com.

Para comenzar se deben disefiar unos cebadores para amplificar el fragmento a clonar,

pero deben poseer también las siguientes secuencias:
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o Cebador-F: AAAAAGCAGGCT seguido de 12 a 15 pares de bases del
fragmento a clonar, comenzando por el triplete ATG (inicio de la traduccion).

o Cebador-R: AGAAAGCTGGGT seguido de 12 a 15 pares de bases
antisentido del fragmento a clonar, comenzando por el codén de fin de la traduccion,
pero cambiando una de las bases por otra distinta, con la finalidad de eliminarlo y asi

poder agregar mas fragmentos de DNA y que éstos puedan transcribirse.

A continuacidn se utilizan estos cebadores para una reaccion de PCR (Ver apartado
3.4.4), pero modificando la enzima usada Pfx (ROCHE), porque es una enzima que introduce
una cantidad menor de mutaciones, y la duracion de los ciclos (10 en total):
o 94°C durante 15 segundos.
. 55°C durante 30 segundos.
o 68°C 1min/Kb

Posteriormente, 10ul de esta reaccion son usados para realizar otra PCR utilizando la

misma enzima, los cebadores AttB1 y AttB2, y durante 5 ciclos, compuestos por:
o 94°C durante 15 segundos.
o 45°C durante 30 segundos.
. 68°C 1min/Kb.

En este paso se afade el resto de la secuencia homoéloga de recombinacion, ya que los
cebadores usados poseen una zona de coincidencia con los cebadores de la primera reaccion
y otra que en la reaccion de PCR no complementa con nada, pero si es complementaria de la
secuencia de recombinacion.

La totalidad de esta reaccion es usada para otra PCR, siendo solo necesario cambiar el
namero de los ciclos, 20 en total, y su composicion:

o 94°C durante 15 segundos.
o 55°C durante 30 segundos.
o 68°C Imin/Kb.

Al finalizar este paso ya tendremos el fragmento deseado, flanqueado por las
secuencias de recombinacion homologa.

Por tanto para que tengamos el fragmento de DNA en el vector escogido, resta
realizar la reaccion de recombinacion. Para ello se mezclan 400ng del producto de esta
ultima PCR, 100ng del plasmido pDONR, 0°5U/ul de Clonasa BP (ROCHE) y tampon de
Clonasa BP (ROCHE) 1x, completando con agua hasta 6’67 pl. Una vez incubado toda la
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noche a temperatura ambiente, se procedera a la transformacion de Escherichia coli (Ver
apartado 3.3.1), seleccionando las cepas transformantes con kanamicina, gentamicina y
cloramfenicol.

Este plasmido serd usado como vector “madre” para las siguientes reacciones de
recombinacion, en la que anadiremos otros fragmentos de DNA al ya clonado.

La reaccion posterior con otros pldsmidos con sitios de recombinacion ATT se
realizard con otra enzima, la Clonasa LR (ROCHE) y mezclando la misma cantidad del
pDONR y el plasmido escogido, junto con 0°5U/ul de la enzima LR, 0°25U/ul de
Topoisomerasa 1(ROCHE) y el tampon para la Clonasa LR (ROCHE) 1x.

3.5.2 CLONACION CON ENZIMAS DE RESTRICCION.

En primer lugar, debemos aislar el fragmento de DNA a clonar, y linealizar el
plasmido donde serd introducido. Para esto realizaremos una reaccion de PCR (Ver apartado
3.4.4) del DNA a clonar, para asi asegurarnos de tener la suficiente cantidad de éste, porque
es conveniente que se esté en exceso con respecto al vector de origen. A la secuencia de los
cebadores utilizados en cada caso se le aflade una secuencia diana de una enzima de
restriccion, que favorecera los pasos posteriores.

A continuacidn se linealiza el pladsmido a partir de una Mini-preparacion. Para esto se
incuba 50-500pg del plasmido entero, 1U/ul de RNAsa, lpg/ul de BSA, enzima de
restriccion seleccionada 0°5U/ul junto con el tampén de ésta 1x. Transcurridas 2 horas a
37°C se parara la reaccion congelando a -20°C.

El siguiente paso es correr un gel preparativo (Ver apartado 3.4.2.1) con el producto
de PCR y el de la restriccion, para después poder aislar los fragmentos correctos siguiendo el
protocolo de aislamiento de fragmentos de DNA de geles (Ver apartado 3.4.3).

Una vez aislados los 2 fragmentos, se procedera a su ligacion. Hay que tener en
cuenta que en los cebadores de la PCR se introdujo la secuencia reconocida por la restrictasa
para que asi la ligacion se realice en el sentido adecuado. La reaccion de ligacion consiste en
mezclar 1U/ul de T4 DNA ligasa (ROCHE), tampén de ligacion (ROCHE) 1x y los dos
productos aislados del gel en proporcion molar 1:5 (vector/inserto). Una vez incubado 14
horas a 4°C, se transforma Escherichia coli (Ver apartado 3.3.1) y se seleccionan las colonias
resistentes al antibidtico (cuya resistencia es otorgada por el pldsmido) y de color blanco
(sistema de complementacion a de la B-galactosidasa).
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3.6 CUANTIFICACION DE LA EXPRESION GENICA

3.6.1 NORTHERN BLOT

Una vez aplicada la corriente eléctrica a un gel para preparaciones de RNA (Ver
apartado 3.4.2.2), previamente cargado con el RNA de las muestras a estudiar extraidas por
el método del TRIZOL (Ver apartado 3.4.1.2), se procede a la transferencia de éstos acidos
nucleicos a una membrana de nylon Hybond N+ (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH),
sobre la cual se producird la hibridacion con la sonda radiactiva. Para esto se realizd una
transferencia por capilaridad, consistente en la colocacion del gel contiguo a la membrana, y
bajo ésta, una serie de 3 capas de papel de filtro tipo “Gel-blotting”
(SCHLEICHER&SCHULER) y 20 capas de papel de filtro convencional. Sobre el gel se
coloca un papel de filtro puente que estaba bafiado por los extremos con SSC 10x (1,5 M
NacCl, 0,15 M citrato sodico, ajustado a pH 7 con HCI). Asi el agua con el tampon viaja por
capilaridad del papel de filtro puente al gel, y arrastra con ¢l a los acidos ribonucleicos hacia
la membrana, donde quedan retenidos. Este montaje se deja un minimo de 12 horas.

Posteriormente se separan membrana y gel, y se comprueba que la transferencia se ha
realizado, visualizando ésta en un transiluminador con luz a 366nm.

Para fijar el RNA a la membrana y que éste no se desprenda en los pasos posteriores,
se ilumina ésta a 264nm en el mismo transiluminador durante 30 segundos y se seca.

Una vez finalizado el proceso de secado, se introduce la membrana en un tubo de
cristal junto con solucion de hibridacion (SSC 5x, 0’1 v/v SDS, 50% v/v formamida, 50mM
fosfato sddico pH 6’8, 0°1% p/v pirofosfato de sodio y 50pg/ml de DNA de esperma de
Salmo salmo y se deja prehibridar a 42°C durante un minimo de dos horas. Transcurrido este
tiempo se afiade la misma solucidon pero conteniendo la sonda ya marcada (Ver apartado
3.4.6) y se deja hibridar a 42°C minimo 12 horas.

El siguiente paso es lavar la sonda que ha hibridado inespecificamente. Para ello se

realizan los siguientes pasos:

- 10 minutos a temperatura ambiente con 2x SSCy 0°1% SDS.
- 10 minutos a 37°C con 0’1x SSCy 0°1% SDS.
- 15 minutos a 42°C con 0°1x SSCy 0°1% SDS.
- 10 minutos a 65°C con 0’1x SSCy 0°1% SDS.
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Ahora soélo resta sellar la membrana en una bolsa de material pléstico e introducirla
en un “cassette” de exposicion con pantalla intensificadora, junto con un film de
autorradiografia. Finalmente se introduce el conjunto a -80°C y se espera al revelado que se

realiza en una maquina Kodak M-35 X-OMAT.

3.6.2 RT-PCR

Este método es usado como alternativo al Northern Blot, como medio de cuantificar
la expresion de un gen. Posee una mayor sensibilidad pero una menor fiabilidad, ya que
incluye una amplificacion por polimerasa de DNA (PCR), lo que provoca que el método sea
semicuantitativo.

En el caso concreto del gen RCY1, se usd para ensayos a tiempos cortos y sin
induccion por sal, ya que el método de cuantificaciéon Northern no resultaba suficientemente
sensible para observar expresion basal del gen RCY1.

Una vez congeladas en nitrogeno todas las muestras sometidas a estudio, se prosiguid
a la extracciéon de RNA total por el método del Trizol (Ver apartado 3.4.1.2). Después se
prosiguid a la cuantificacion del RNA por espectrofotometria y por comparacion en gel, para
asi poder comparar ambas y ser mas precisos en la cuantificacion.

Una vez conocida la concentracion de cada muestra se colocaron 5ul de cada una a
partir de una dilucién 0°1 pg/ul, es decir, un total de 0’5pug de RNA por muestra, en tubos
Eppendorf'y se calent6 durante 10 minutos a 65°C para desnaturalizar.

Posteriormente se afiaden al mismo tubo los siguientes componentes; 2 ul de
desoxinucleotidos trifosfato (2mM), 2 ul de ditriotreitol (1M), 4 pl 5xRT-buffer (ROCHE), 1
ul DNAsa (ROCHE) y 5 pl del cebador reverso. Se incuba la mezcla durante 15 minutos a
37°C para que actiie la DNAsa eliminando posibles restos contaminantes de DNA y se
elimina esta enzima a 65°C durante el mismo tiempo.

A continuacion se comienza la retrotranscripcion anadiendo 0°5 pl de inhibidor de la
RNAsa (4 pg/ ul) (PROMEGA) y 25 U/reaccion de retrotranscriptasa (ROCHE) y, dejandose
incubar 2 horas a 37°C.

Por ultimo se realizan varias PCR con los distintos productos de la retrotranscripcion,
para encontrar el n® de ciclos antes de que la reaccion se sature y deje de ser cuantitativa. En

el caso de todas las retrotranscripciones de este trabajo se realizaron 32 ciclos.
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De todas las muestras se realizd un control interno negativo, que consistia en mezclar

todos los componentes excepto la retrotranscriptasa, para descartar contaminacion por DNA.

3.7 TECNICAS INMUNOLOGICAS

3.7.1 INMUNOLOCALIZACION

Este método de localizacion de proteinas consta de cinco pasos principales:

- Preparacion de los portaobjetos: se colocan portaobjetos de 8 pocillos en un
soporte, que se introduce a su vez en un recipiente con agua destilada y detergente Decon 90
al 10%. Después de mantener en agitacion durante 1 hora se lava con agua bidestilada y se
seca en una estufa a 50°C durante toda la noche. Al dia siguiente se introduce el soporte con
los portaobjetos en un mezcla de 400 ml de acetona y 8 ml de Aptes, durante 10 segundos.
Después se lava con acetona y se seca al aire para posteriormente introducirlo en
glutaldehido 100% durante 30 minutos en agitacion. Para finalizar se lava con agua destilada

y se seca en la estufa hasta la desaparicion del agua.

- Fijacion del material vegetal: se siembran semillas, previamente esterilizadas con
lejia al 10%, en placas con medio MS y agarosa al 1%. Se introducen las placas en la camara
fria a 4°C durante 2 dias y después se colocan a 20°C y 16 horas de luz durante otros 2 dias,
en posicion vertical. Pasado este periodo las plantas estan germinadas pero su raiz es lo
suficientemente fina como para que se pueda observar en su interior con el microscopio
optico. Asi, se comienza con la fijacion al introducir las plantulas en un tubo de ensayo con
10 ml de tampén PEM (100mM PIPES-NaOH pH 6.2, 2mM EGTA, ImM MgSO,, 2mM
DTT ) y la misma cantidad de paraformaldehido(8% p/v), dejando en agitacion suave durante
1 hora. A continuacion se elimina el contenido liquido del tubo y se lavan las plantulas una
vez con tampon PEM y 0°2% de detergente Nonidet, y dos veces mas con tampéon PEM
unicamente. Este 0ltimo paso dejard fijadas las plantulas; solo restara colocarlas en los
portaobjetos activados en el paso anterior y cortarlas con la ayuda de una cuchilla, para dejar

solo 2 segmentos de raiz por pocillo. Se seca el conjunto utilizando una ldmpara comun.
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- Permeabilizacion celular: se requiere este paso para que pueda penetrar el
anticuerpo a anadir posteriormente. Para ello, se anadird una gota con la siguiente mezcla
enzimatica a cada pocillo: 1% de driselasa, 0°5% de celulasa y 0°025% de pectolasa Y23 en
tampon PEM. Después se aspira cada gota y se afiade 5 veces tampoén PEM a cada pocillo. A

partir de este paso es importante que nunca se sequen las raices.

- Bloqueo del poro por BSA: se anade una gota de BSA al 3% por cada pocillo, se

deja incubar durante una hora a temperatura ambiente y posteriormente se aspira el BSA.

- Adicion de anticuerpos: se inicia el proceso afiadiendo una gota del anticuerpo
primario (el que interacciona con la proteina buscada), diluido en BSA al 3%, y se deja
actuar un minimo de 12 horas en un recipiente que actie de aislante luminico y a 4°C. Pasado
este periodo se introducen los portaobjetos en una jarra “Coplin” con tampoén TBS (0.5M
Tris Base, 9% NaCl, pH 7.6), que eliminard cualquier resto de anticuerpo que no esté
interaccionando si deja en agitacion durante una hora. A continuacion se elimina toda la
humedad remanente del portaobjetos por aspiracion y se coloca el anticuerpo secundario
(sera el que se una al primario y permita su deteccion). Pasadas 2 horas se lava otra vez en
TBS y se deja una hora mas. Después se afiade Dapi (1pug/ml), concretamente 15 ul por
pocillo. Se deja actuar 5 minutos, se elimina el Dapi por aspiracion, se lava con agua y se
realiza un ultimo secado completo. El ultimo paso es el montaje de la preparacion de
portaobjetos y cubreobjetos con la ayuda de liquido tipo “vector shield” para pegar ambas
partes, y barniz para el sellado definitivo. El almacenaje de la preparacion se realizara
siempre en frio y oscuridad para preservar la fluorescencia del anticuerpo secundario, si se da

el caso.

3.8 TRANSCRIPCION “in Vitro”

3.8.1 AISLAMIENTO DE NUCLEOS

Para poder realizar este proceso en primer lugar hay que hacer una preparacion de
protoplastos. Asi, Sgr de hojas frescas de Arabidopsis, cortadas en fragmentos de 2mm, son
afiadidos a 20 ml de solucion de digestion [0.5M Sorbitol, 10mM HEPES-KOH (pH 7.9),
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ImM CaCl,, 1.6% macerozima y 1.6% celulasa). Posteriormente se somete a la mezcla a la
camara de vacio durante 2 minutos, que permitira entrar a la soluciéon a los espacios
intercelulares. Después se incuba 3 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este periodo,
se filtra la solucion resultante con un filtro con tamafio de poro superior a 50um. la parte
recogida que contendra los protoplastos es centrifugada a 4°C y 200g durante 5 minutos. Se
elimina el sobrenadante, y los protoplastos se resuspenden en tampén de flotacion [0.44M
Sorbitol, 60% percoll (V/V), 10mM HEPES-KOH (pH 7.9) y 1mM CaCl,]. Después se
hacen 3 lavados seguidos con centrifugacion, con medio de resuspension [0.5M sorbitol,
10mM HEPES-KOH (pH 7.9) y ImM CaCl,] al que se afiade respectivamente 45%, 35% y
0% de percoll respectivamente. Finalmente el volumen resultante se diluye en 10ml de medio
de resuspension, obteniéndose aproximadamente 6x10° protoplastos por gramo de tejido
inicial.

El siguiente paso es la extraccion de ntcleos propiamente dicha. Para esto se mezclan
15x10° protoplastos en 15ml de tampon de aislamiento de niicleos [10mM HEPES-KOH (pH
7.9), 18% sacarosa, 1% (p/v) polivinilpirrolidona, ImM EDTA, 1mM EGTA, 5mM DTT,
0.15mM espermina, 0.5 espermidina, 10mM NaCl, 0.15% Triton, 3pug/ml pepstatina, 2 pg/ml
leupeptina, ImM PMSF y 1mM benzamida] y se incuba 7 minutos a 4°C. Posteriormente se
filtra el volumen resultante con filtros con tamafio de poro de Sum y se centrifuga el volumen
resultante a 500rpm durante 8 minutos, eliminandose el sobrenadante. Si el pellet tiene
coloracion verde, hay contaminacion citoplasmatica, siendo conveniente repetir el proceso
con menor cantidad de protoplastos inicial. El pellet se resuspende en tampdn de aislamiento

de nucleos sin Triton y con 20% de glicerol.

3.8.2 PREPARACION DEL EXTRACTO NUCLEAR

En primer lugar se debe obtener un extracto de proteinas del los ntcleos aislados (Fan
and Sigiura, 1995). Para esto, en primer lugar se afiaden 2 volumenes de tampdén de
extraccion nuclear [10mM HEPES-KOH (pH 7.9), 25% sacarosa, 4mM MgSO,, 1mM
EGTA, 5SmM DTT, 10mM NaCl, 0.15% Triton, 3pug/ml pepstatina, 2 pg/ml leupeptina y
ImM PMSF]. El siguiente paso necesario es lisar los nucleos para que asi se liberen sus
componentes. Para esto se afiade sulfato de amonio 4M, hasta una cantidad final de 0.44M,
una cantidad suficiente para lisar y que no precipitard las proteinas necesarias para el
posterior ensayo. El lisado fue ultracentrifugado a 200000g durante 1 hora para eliminar las

membranas, DNA y otros precipitados, quedando en el sobrenadante la fraccion soluble de
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proteinas. El sobrenadante se dializ6é contra 500ml de tampdn de diélisis [10mM HEPES-
KOH (pH 7.9), 20% glicerol, 100mM acetato potasico, 0.2mM EGTA, 0.1mM EDTA, 2mM
DTT y 0.5 PMSF] para eliminar el sulfato amoénico, utilizandose columnas “Slide-A-Lyzer
Mini Dialysis” de Pierce durante 4 horas. El sobrenadante obtenido contendra todas las

proteinas necesarias y no poseera DNA endogeno.

3.8.3 TRANSCRIPCION “in Vitro”

El siguiente paso es la transcripcion “in Vitro” propiamente dicha (Fan and Sigiura,
1995). Asi, en 50ul finales se mezclan 1 pmol de DNA linealizado, conteniendo el gen
testigo fusionado al promotor 35S, con 32 mM HEPES-KOH (pH 7.9), 12% glicerol, 80 mM
acetato potasico, 5 mM MgSQOy, 2.5 mM DTT, 0.05 mM EDTA, 0.1 mM EGTA y el
inhibidor de RNAsas “RNAsin” de Promega, ImM SAM y aproximadamente 200ug de
extracto nuclear. Esta mezcla se incuba 10 minutos en hielo y se inicia el proceso de
transcripcion afiadiendo una concentracion de 12.5mM de cada NTP, se incuba 30 minutos a
28°C y se para la reaccion afiadiendo 20mM EDTA, 0.2M NaCl, 1% SDS, S5mg/ml glicégeno
y lul de proteinasa K (20mg/ml), dejando incubar durante 10 minutos.

El siguiente paso es extraer el RNA al afiadir 0.5M de acetato sodico a 200ul de la
solucion resultante, afiadir 2 veces fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) y una vez con
cloroformo:isoamilico (24:1).

Por tultimo se realiza una RT-PCR (Ver apartado 3.6.2) para comprobar los niveles de

expresion.

3.9 DETECCION DE GUS

Se sumergen las partes de la planta a revelar, en una solucién 2mM 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-D-glucuronide (X-Gluc) y tampon fosfato pH 7 durante 12 horas a 37°C.
Esta sustancia es utilizada por la B-glucuronidasa para crear una sustancia azulada que servira
para localizar la expresion de esta proteina. Después se somete a las partes sumergidas a
repetidos lavados de etanol al 70% (Jefferson et al., 1987), hasta que se decolora el tejido y

solo queda la coloracion azulada en fondo blanco.
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4.1 ANALISIS BIOINFORMATICO DE RCY1

Se procedid a realizar un analisis del gen RCY1 a nivel bioinformatico. Asi, se
utilizaron todo tipo de programas y técnicas informaticas, que nos ayudaran a predecir el

posterior comportamiento de este gen, y a explicar algunos de sus mecanismos de accion.

4.1.1 ANALISIS DE LA SECUENCIA

Utilizando la base de datos del proyecto TAIR (The Arabidopsis Information
Resource localizada en www.arabidopsis.org), se localizo la secuencia completa de este gen,
que se corresponde con el locus AT2G26430 de esta base de datos.

La pauta de lectura de la secuencia mostrada en la figura 6 es 5°-3’. La secuencia de
color negro de la parte superior se corresponde con la regiéon promotora del gen, después la
region en rojo se corresponde con la region UTR (UnTranslated Region) del gen, es decir la
region que se transcribe pero no se traduce, que se encontrara en el mRNA maduro, pero no
codificara para proteina. Las regiones de color azul, corresponden con intrones, que seran
eliminados por la maquinaria del splicing después de la transcripcion. Hay que indicar que la
posicidon de estos intrones teoricos ha sido confirmada de forma experimental gracias a la
clonacion del c-DNA del gen (Forment et al., 2002). Por altimo tenemos las regiones en
verde, que son los exones, es decir, las regiones que codifican para la traduccion de la
proteina. Los codones encuadrados en amarillo se corresponden con los codones de inicio de
la traduccion, 5°-ATG-3’, y de terminacion de ésta 5°-TAA-3’.

Hay que indicar que el gen esta compuesto por seis exones y seis intrones, uno de los

cuales esta en la region UTR.
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ToCALGA s, AT TAC A TCAL A ST T A AT TG TAGGAGACTCALAGE TAT AL AL GTAL
AGTAGGAGATAGAGALLGFAGATAGT FATAGA FAGAL FELAL CHFAGFETATATAFAFTFACATIIETAS
T T A A A A T T T A A A A AT A TAT A GAGAGATL A LD TCA A AGATOFLLTT
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ATTT AL TTTT ST AL LA TGO T TALALCT TTGFALLALSTISITTTTTTSACTTT TG

Fig. 6: Analisis de la secuencia nucleotidica de RCY1. Secuencia en sentido 5’-3” del gen AT2G26430 (RCY1). Se
representa en verde los exones, en azul los intrones, en rojo las regiones UTR y encuadrados en amarillo la regiones de
inicio y fin de la traduccion.

El siguiente paso realizado fue traducir a secuencia proteica este gen, utilizando los
servicios bioinformaticas prestados por el sistema EXPASY (Expert Protein Analysis

System), del “Swiss Institute of Bioinformatics” (www.expasy.ch).
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Neutros-No polares 3-letras 1-letra

Glicina Gly G
L-Alanina Ala A
L-Valina Val \%
L-Isoleucina lle |
L-Leucina Leu L
IMIYTAIDNFYLTDEQLKASPSRKDG IDET L-Fenilalanina Phe  F
TEISLRIYGCDLIQEGG ILLKLPQAVMAT croma o P
GQVLFQRFYCKKSLAKFDVK I VAASCVWL Netroe o lares
ASKLEENPKKARQV I 1 VFHRMECRRELPL L Serina sor s
EHLDMYAKKFSELKVELSRTERHILKEMG L-Treonina The T
FVCHVEHPHKFISNYLATLETPPELRQEA L-Tirosina Tyro Y
WNLANDSLRTTLCVRFRSEVVACGVVYAA Llibeione e W
ARRFQVPLPENPPWWKAFDADKSS IDEVC tﬁﬁ?ﬁa gj: g
|RVLAHLYSLPKAQY I SVCKDGKPFTFSSR P ce
SGNSQGQSATKDLLPGAGEAVDTKCTAGS e
ANNDLKDGMVTTPHEKATDSKKSGTESNS L-Aspartico Asp
QP 1VGDSSYERSKVGDRERESDREKERGR L-Glutamico Glu
ERDRGRSHRGRDSDRDSDRERDKLKDRSH Basicos
HRSRDRLKDSGGHSDKSRHHSSRDRDYRD L-Lisina bys K
SSKDRRRHH S Qe
L-Histidina His H
Fig. 7: Analisis de la secuencia aminoacidica de RCY1. Fig. 8: Abreviatura de los aminoacidos.

En esta secuencia proteica (Ver figura 7), ya podemos empezar a observar algo
determinante en la funcion de la proteina, su alto numero de repeticiones de los dipéptidos

RE/ER, RD/DR y RS/SR en el COOH-terminal, tipico de proteinas SR.

4.1.2 “BLAST” DE RCY1

Esta herramienta (Basic Local Alignment Search Tool) nos permite observar si esta
secuencia esta conservada en otros organismos, y hasta que punto. Es decir, podremos
conocer si otros organismos, solo de los que se disponga informacion, poseen un gen similar
aRCYI.

Debido a la degeneracion del codigo genético principalmente, es mas preciso y util
realizar un BLAST con la secuencia proteica, asi se evitaran problemas como la
degeneracion del codigo genético o la duplicidad de clones en genotecas distintas, que
podrian dar lugar a conclusiones erroneas.

Para realizar este “blastp”, que compara uno a uno los aminoacidos, se utilizd la

herramienta de EXPASY.
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Fig. 9: Analisis de la secuencia aminoacidica de RCY1. BLAST de la secuencia de aminoacidos de RCY1.
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Como resultado de este analisis, observamos (Ver figura 9) un cuadro que nos indica
en la primera columna, la referencia de la secuencia con similaridades (Referencia en la
Figura 6), es decir en que base de datos y con que nimero podemos encontrar esa secuencia,
en la segunda columna podemos ver una definicién del gen que aparece, y a que organismos
pertenece. En la ultima columna (Coincidencia) vemos un indice de coincidencia que se
muestra en dos valores, el primero es el nimero total de aminoéacidos en igual posicion, y que
viene expresado en bits, y el segundo es el error al afirmar estadisticamente que ambas
secuencias son la misma (p-valor). Cuanto mayor sea el nimero de bits menor serd el p-
valor, y mas iguales seran las secuencias.

En este caso las tres primeras (Ver figura 9) secuencias corresponden con la proteina
en Arabidopsis thaliana y el resto son proteinas de otros organismos, evitandonos asi en
cierta manera la duplicidad de aparicion de clones incompletos.

Aparecen, tras éstas, y con mucha similitud, proteinas de arroz, raton, rana (Xenopus
laevis), mosca, etc.... Este p-valor tan bajo, y tal multitud de organismos en los que se ha
encontrado la proteina, nos indican que es una proteina conservada a lo largo de la evolucion.

En siguiente arbol (Ver figura 10), se observan graficamente los clados ordenados por
similitud con respecto a RCY1. Este andlisis se ha realizado utilizando la herramienta de
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), y nos muestra ain mas organismos que
poseen una secuencia similar.

Como se puede observar en ¢€l, las proteinas mas parecidas las poseen otras plantas,
arroz y trigo, seguidas de otros organismos como Caenorhabditis elegans o Drosophila
melanogaster. A mayor distancia se encuentran los vertebrados, aunque en ellos también se

encuentran proteinas similares.
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Fig. 10: Arbol de similitud de proteinas. Compara RCY1 con proteinas de otros organismos, para finalmente

agruparlas por clados de similitud.

Para finalizar, hay que indicar, que durante el andlisis, se obtuvo que en la secuencia

un dominio similar a la ciclina N.

introducida, existia un dominio ciclina conservado. Es decir, estos programas agrupan todos
los dominios conocidos que aparecen en las proteinas similares, y emite un juicio acerca de
que dominio puede aparecer en la secuencia introducida. Asi, estos programas han descrito

que en la secuencia de aminoacidos de RCY 1, existe un dominio ciclina, méas concretamente
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Esto ultimo nos indica, que esta proteina no puede clasificarse a priori, como una
proteina SR convencional, que estaria formada por un dominio SR y uno de uniéon a RNA,
sino que estamos hablando de una ciclina, con un dominio RS COOH-terminal, es decir en el
carboxi terminal de esta ciclina aparece un dominio con alto nimero de repeticiones del

dipéptido RS y RE. Pudiendose clasificar también como una proteina tipo SR, o “SR like”.

4.1.3 ESTRUCTURA PRIMARIA

Para poder conocer algunos datos acerca de la estructura primaria de la proteina
codificada por el gen RCY1, se utilizé el servicio EXPASY.
En primer lugar se procesd la secuencia para obtener las caracteristicas fisico-

quimicas de la molécula, gracias al programa ProtParam (Gasteiger et al., 2005).

Number of amino acids:

Molecular weight:

Theoretical pl:

Amino acid composition: Atomic composition:

Ala (A) 27 6.5% Carbon  C 2049

Arg (R) 42 10.1% Hydrogen H 3278

Asn (N) 10 2.4% Nitrogen N 632

Asp (D) 34 8.2% Oxygen O 636

Cys (C) 10 2.4% Sulfur S 16

Gln (Q) 12 2.9% Formula: G aNe2 00651

Glu (E) 30 7.2% Total number of atoms: 6611

Gly (G) 22 5.3% Estimated half-life:

His (H) 16 3.9% The N-terminal of the sequence considered is M (Met).
lle () 15 3.6% The estimated half-life is:

Leu (L) 32 7.7% 30 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
Lys (K) 33 8.0% >20 hours (yeast, in vivo).

Met (M) 6 1.4% >10 hours (Escherichia coli, in vivo).
Phe (F) 13 3.1% Instability index:

Pro (P) 16 3.9% The instability index (II) is computed to be 49.40
Ser (S) 41 9.9% This classifies the protein as

Thr (T) 18 4.3%

Trp (W) 4 1.0%

Tyr (Y) 11 2.7%

Val (V) 23 5.5%

Asx (B) 0 0.0%

Glx(Z2) 0 0.0%

Xaa(X) 0 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 64

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 75

Fig. 11: Estructura primaria de RCY1. Andlisis de la estructura primaria de la secuencia proteica de
RCY1, gracias al programa ProtParam de EXPASY.
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Gracias a este analisis obtenemos datos tedricos como el peso molecular, 47455.3Da
o la férmula atomica. Como datos mas destacados obtenemos el alto punto isoeléctrico, es
decir estamos ante una proteina muy basica, y la presencia de un gran porcentaje de
aminoacidos Arginina y Serina (Aproximadamente el 10% cada uno), tipico de los dominios
RS. También, obtenemos que la proteina es inestable. Para afirmar esto, el programa
compara la secuencia del gen de estudio con una base de datos de proteinas, de las que se
conoce empiricamente su indice de estabilidad.

Por tanto, los datos mas importantes que obtenemos de este analisis, y que sirven para
posteriores explicaciones de mecanismos de accidon, son la basicidad general, y la
inestabilidad.

También se llevaron a cabo una serie de analisis, que predicen si tedricamente
aparecen ciertas estructuras es la proteina. Asi, se uso el programa Paracoil (Berger et al.,
1995), que predice si existen giros o hélices, el programa 2ZIP (Bornberg-Bauer et al., 1998)
que predice cremalleras de leucina y el ProtScale (Gasteiger et al. 2005) que predice lugares
hidrofobicos en la proteina. Todos estos andlisis dieron resultado negativo, por lo que la

proteina no tiene hélices (Coiled coils), cremalleras de leucina, ni regiones hidrofébicas.

4.1.4 ESTRUCTURA SECUNDARIA

En este caso y usando el mismo servidor de programas que en el apartado anterior, se
computa la secuencia para la clarificacion de la estructura secundaria tedrica.

El programa escogido fue el JPred (Cluf et al., 1998), que compara secuencias con
estructura secundaria conocida a la de la proteina problema. El resultado fue, que el

programa encontrd un total de 7 hélices en la secuencia.

~-EEE-—————- H--————— HHHHEEEE---——- HH-~HEHH--HHHHHHHH
HHHHHHHH--——- HHHHHEE-HHHHHHH--HHH--H---EHHEHH---————-——-—— HH
HHHHHH- ~-HHHHHHHHHHHHHHHHH-HEE-—— - —— —— EH-HH-————-——— HHHHHHHH-
————— EEEEE---EEEEEHHHHHHHHH---—-—-—-——-———————————HHHHHHHHHHH
—————— EEEE——————-EBE-——————————————————— R
————————————————————— EEE————————mmm

Fig. 12: Analisis de la estructura secundaria de RCY1. En rojo, podemos observar las secuencias con suficiente entidad
como para formar hélices en la estructura terciaria. Cada caracter corresponde a un aminoacido de la secuencia primaria.
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Estas regiones poseen un alto indice hidrofilico, lo que provoca que esta proteina sea

clasificada como hidrofilica.

4.1.5 ESTRUCTURA TERCIARIA

Para generar una estructura tridimensional de la proteina se utilizd el programa
spdbviewer (Peitsch, 1995; Guex, 1997; Schwede 2003), que utiliza como modelo
estructuras de proteinas cristalizada, para compararlas con la secuencia problema.

Asi, como observamos en la figura 13, aparecen todas las hélices predichas como tal
en el apartado anterior. Hay que indicar que estas estructuras se localizan concretamente en

el dominio ciclina. El dominio RS carece de estructura previsible, por lo que puede que

quede libre para poder interaccionar con otras proteinas.

Fig. 13: Analisis de la estructura terciaria de RCY1. Estructura tridimensional de la proteina codificada por RCY1.
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4.1.6

MODIFICACIONES POST-TRANSCRIPCIONALES DE LA

PROTEINA

O-glycosylation potential

Se sometio la secuencia a varios programas, que predicen este tipo de modificaciones:
NetNGlyce (Gupta et al., 2004): prediccion de sitios de N-Glicosilacion. El resultado
fue negativo.

NetOGlye (Julenius et al., 2005): prediccion de sitios de O-Glicosilacion. En este
caso existen multiples secuencias con alta probabilidad de ser O-Glicosiladas. Se
muestran en la figura 14 como lineas verticales azules.

Het0Glycs 3.1 predicted O-glycosylation sites in Sequence
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=1

T T
184 154 cea 2348

T
2848 4
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Fig. 14: Probabilidad de O-Glicosilacion de RCY1. Cuanto mas se acerquen las lineas verticales, a la horizontal
rojo, mayor probabilidad en esa posicion (Eje X).

T
a 338

Esta modificacion puede indicar, desde una mayor tolerancia de la proteina a estrés
oxidativo (Mishra et al., 2003), hasta una sefial de sublocalizacion celular.

NetPhos (Blom et al., 1999): Predice la probable fosforilacion de residuos. En este
caso el resultado también es positivo. Existen varios residuos de probable
fosforilacién (Ver figura 15). La fosforilacion es importante para la localizacion
subcelular general (Kawakami et al., 1999), pero sobre todo, sirve para localizar
subcelularmente en el nicleo y hacer funcionales a proteinas ciclinas (Li et al.,2006)

y hacer lo mismo con proteinas con dominio RS (Ali et al., 2003).
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Fhosphorylation potential

MetPhos 2.8: predicted phosphorylation sites in Segquence
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Fig. 15: Lugares de posibles fosforilacion de RCY1. Cuando las lineas verticales, superan la horizontal gris, hay

una alta probabilidad de que se fosforilen los residuos en la posicién marcada por el eje X.

5] =1 ] 488

Por tanto, al existir tantos residuos fosforilables, es muy probable que influyan
en la localizacion y funcionalidad de la proteina. A todo esto, hay que afiadirle que al
menos otra proteina cuya sobreexpresion en levadura otorga tolerancia a sal, y tiene
un dominio SR, la proteina SRL1 de Arabidopsis thaliana, sin fosforilar, no otorga
tolerancia a sal en levaduras (Forment et al., 2002). Asi, podemos deducir que en
plantas también serd importante el hecho de que esta proteina esté fosforilada y pueda
localizarse correctamente. Es decir, localizacion por fosforilacion y tolerancia a sal
pueden estar relacionadas.

e Sulfinator (Monigiatti et al., 2002): predice la posible adicion de grupos sulfito a
residuos de Tirosina. Hay un resultado positivo en el residuo 405, aunque no es
considerado como importante.

e SumoPlot (Xue et al., 2006): predice lugares de Sumolizacion. El resultado es

positivo para varios residuos (Ver figura 16).
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Fig. 16: Analisis de posibles secuencia de sumolizacién de RCY1. En rojo observamos los lugares con alta probabilidad
de sumolizacion, y en azul los que tienen menos probabilidad, pero esta existe.
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La sumolizacion es un proceso similar a la ubiquitinacion, pero en general inverso, es
decir, es cuando desaparece la proteina SUMO, cuando se degrada o inactiva la proteina,
aunque este es un mecanismo aun incipiente y queda mucho por conocer (Novatchkova et al.,
2004).

Por tanto puede que este proceso sea importante en la funcionalidad, y por tanto en el

mecanismo de tolerancia a sal gracias a RCY1.

4.1.7 LOCALIZACION SUBCELULAR

Utilizando el programa TargetP (Emmanuelsson et al., 2000) para localizar
subcelularmente la proteina, se obtiene que la proteina codificada por RCY1, se localizara en
el nucleo, con un 92% de probabilidad, porcentaje muy alto que nos indica que esta proteina
es nuclear.

Lo mismo ocurre al utilizar el programa PSORT (Bannai et al., 2002). Este programa
nos indica que la localizacion mas probable de RCY1 se el nucleo.

También se utilizé una serie de programas que analiza si aparecen péptidos sefial de
sublocalizacion en algunos orgéanulos:

e ChloroP (Emmanuelsson et al, 1999): predice péptidos sefial de localizacion
cloroplastica. El resultado fue negativo.

e Mitoprot (Claros and Vincens, 1996): predice la probabilidad de que la proteina se
localice en la mitocondria, gracias a los péptidos sefial. La probabilidad obtenida fue
de 0.069, es decir, muy improbable.

e PTS1 (Neuberger et al., 2003): predice la aparicion de sefiales de localizacion en
peroxisomas. El resultado fue negativo.

Después de observar estos datos, podemos deducir que la localizacion subcelular mas

probable de RCY1 sea el nucleo.

4.1.8 ANALISIS DEL PROMOTOR DE RCY]1.

La secuencia promotora de este gen, obtenida de la base de datos del TAIR, fue

sometida a analisis, utilizando los programas PLACE (Higo et al., 1999) y PlantCare
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(Rombauts et al., 1999; Lescot et al., 2002). Estos programas comparan la secuencia
sometida a estudio, con secuencias promotoras comprobadas empiricamente.

Al someter la secuencia en ambos programas, se obtiene un elevado nimero de
coincidencias, de las cuales, se tendra que hacer una criba, con respecto a la posicion
obtenida, ya que estamos hablando de elementos en cis.

Al realizar la criba seleccionada, obtenemos los elementos pertenecientes a cajas
TATA, amplificadores AAGAA y cajas CAAT, que son mas o menos ubicuos en todos los
promotores. Como secuencias caracteristicas, y que coinciden en cis, encontramos sobre todo
elementos de respuesta a luz L-box, elementos de expresion en polen LAT52 y TC-box, que
son elementos de respuesta a estrés en general.

Asi que tomando estos datos obtenidos, s6lo como referencia para posteriores

comprobaciones empiricas, se prosigue con el analisis bioinformatico.

4.1.9 NORTHERN DIGITAL DE RCY1

Para poder realizar esta tarea, se requiere una base de datos que aglutine los
resultados de decenas de “Microarrays” realizados con diferentes condiciones. En este caso
se va a utilizar la base de datos Genevestigator (Zimmerman et al., 2004) que engloba un
total de 2507 experimentos de expresion en distintas situaciones. Después, al introducir el
gen de estudio, el motor de busqueda del programa hace una compilacion de todos los
experimentos en los que aparece dicho gen y los clasifica segun tejidos donde se exprese, o
tratamientos de estrés.

Antes de proceder a desarrollar los resultados para RCY1 (At2g26430), hay que
indicar que estos resultados, de ninguna manera pueden ser tomados como definitivos,
debido principalmente a las limitaciones técnicas de los “Microarrays”, es decir, muchas
veces se generalizan resultados gracias a esta técnica, que so6lo se deben aplicar al
experimento con sus controles. Como ejemplo nos serviria un gen de respuesta tardia a ABA.
Si en el experimento se utilizan muestras tomadas a tiempos cortos, este programa no
detectaria que el gen se expresa, ya que lo hace a tiempos largos, y concluiria, que no es de
respuesta a ABA.

En primer lugar se obtuvieron los datos para los diferentes 6érganos de la planta (Ver

figura 17).
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Fig. 17: Northern digital de RCY1 gracias a la base de datos Genevestigator. Una mayor oscuridad en el azul de las
celdas indica una mayor expresion en el 6rgano indicado.

Se observa claramente una mayor expresion en callos y polen, y una expresion
destacada en hipocotilo, xilema y corteza. De aqui se puede deducir que parece que este gen

aparezca en organos en los que la desecacion es importante, como polen, xilema o corteza.
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Fig. 18: Northern digital de RCY1 gracias a la base de datos
Genevestigator. Una mayor oscuridad en el azul de las celdas indica
una mayor expresion en el estadio de desarrollo indicado.

En la figura 18 observamos como la expresion RCY1 so6lo destaca en el estadio de
fructificacion, es decir también podemos concluir que es importante en la desecacion de
estructuras, ya que este es el periodo en que la planta empieza a secarse para preservar la

integridad de las semillas.

En lo que respecta al Northern representando distintos experimentos ordenados por el
tipo de estrés, se obtiene una horquilla demasiado grande en la variabilidad. Realizando una
criba de los resultados mas fiables, obtenemos que hay una regulacion positiva aumentada en
experimentos con estrés osmoético, por sirilngolina (producto bacteriano téxico de
Pseudomonas syringiae), y por hipoxia. Existe también un aumento de la regulacion negativa
por respuesta a luz. En cuanto a los tratamientos hormonales, en ninguno se observa una
variacion con respecto al control.

De todos estos datos podemos intuir, que la expresion de RCY1, podria estar

implicada en procesos de desecacion de estructuras vegetales.
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4.2 EXPRESION DEL GEN RCY1

Se pretende cuantificar los niveles en los que la expresion del gen RCY1 varia en
distintas situaciones, ya sea realizando diferentes tratamientos estresantes, fitohormonales, o
simplemente observar la expresion de este gen en los diferentes 6rganos de la planta. Con
estos datos podremos conocer mejor la funcion bioldgica del gen en condiciones normales y
de estrés

Para cuantificar el nivel de expresion de este gen, se utilizaron dos técnicas distintas,
“Northern blot” y RT-PCR. El analisis Northern es cuantitativo, por el contrario de la RT-
PCR, que es un método de medida de la expresion semicuantitativo, ya que estd sujeto a la
accion enzimatica de las polimerasas de DNA, que pueden actuar de distinta forma en
distintos pocillos de la PCR. A pesar de esto, se escogid este método porque el umbral de
deteccion del RNA es maés bajo, es decir, puede detectar cantidades menores de RNA, que en
un analisis Northern no hubieran aparecido.

De esta forma, se uso el “Northern blot” para tratamientos a tiempo largo y la RT-

PCR, para tratamientos cortos y observacion del nivel de expresion basal.

4.2.1 INDUCCION DE LA EXPRESION DE RCY1 EN CONDICIONES DE
ESTRES SALINO

4.2.1.1 TRATAMIENTO CON DISTINTAS CONCENTRACIONES DE SALES (NaCl
y LiCl): PLANTAS EN MACETA Y LARGA DURACION

Para observar si se produce induccion de la expresion de RCY1 por sal, al tratar
plantas silvestres con NaCl y LiCl, se disefid un bioensayo que consistio en tratar plantas de
15 dias con distintas concentraciones de estas dos sales. Transcurridos 4 dias después de la
adicion de dichas sales, se recolectaron varias plantas de cada tratamiento y se extrajo el
RNA.

Se cargaron 20ul de RNA por cada tratamiento, y se realizo el analisis Northern.

Se utiliz6 una sonda de RNA marcado radiactivamente por transcripcion “in Vitro”, a
partir de un pBluescript que tenia clonado en su "polylinker" el dominio RS de RCY1. Se

utiliz6, por tanto, sélo este dominio como sonda.
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Fig. 19: Induccion de la expresion de RCY1 en condiciones de estrés salino. Analisis
Northern de la expresion de RCY1, después de tratamientos con distintas concentraciones
de LiCl (a) y NaCl (b). Cada calle contiene 20pug de RNA total de plantas empezadas a
tratar, con las cantidades indicadas (mM) bajo cada calle, a los 15 dias de la germinaciéon y
durante 4 dias en ambos casos.

En la parte inferior se muestran los controles de carga de RNA (bandas de rRNA en el gel,
teflidas con Bromuro de Etidio).

Como se puede observar en la figura 19, la expresion de RCY1 aumenta al elevar la
concentracion de sales. Es decir, el aumento de la molaridad de NaCl y LiCl provoca que en
la planta se acumule mas mensajero del gen RCY1, existiendo unos maximos de
concentracion del mRNA al tratar con 100mM de LiCl, y 300mM de NaCl. El posterior
descenso en la cantidad de RNA de RCY1, podria ser debido al aumento de la degradacion
general provocada por altas concentraciones salinas (Abler & Green, 1996). Es decir, a altas
concentraciones de estas sales, en la célula vegetal comienza un proceso de degradacion de
RNA, que provoca también la degradacion del RNA de RCY1.

Si se usa el LiCl también, es porque esta sal es mas toxica que el NaCl, es decir
provoca el mismo efecto a menor concentracion. Asi, evitamos que al efecto toxico de la sal
se le sume un efecto osmédtico (Huh et al., 2002; Munns, 2002), pudiendo distinguir entre
ambos y precisar mas sobre el mecanismo en el que actia RCY1.

Es por esto que se ha realizado esta prueba con ambas sales, obteniendo como
resultado que el LiCl afecta a la expresion de este gen a menor concentracion. Esta situacion
nos permitird poder usar esta sal a una concentracion (100mM) que active en menor medida
los mecanismos de accidn contra estrés osmotico, pudiendose distinguir mejor el componente

toxico del estrés salino.
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4.2.1.2: TRATAMIENTO CON DISTINTAS CONCENTRACIONES DE SALES
(NaCly LiCl): CULTIVOS LIQUIDOS Y CORTA DURACION

Este sistema se utilizdo como alternativa al método anterior y gracias a ¢l se pretende
observar como reacciona la expresion de RCY1, en un periodo mas breve de tiempo. Por esto
se decidio usar la combinacion entre cultivo liquido de Arabidopsis thaliana, que permitira
que las sales lleguen antes a los distintos tejidos que en el caso de las macetas, y RT-PCR
que posee mayor sensibilidad, permitiéndonos detectar las variaciones de la expresion a
menor concentracion.

El experimento que se disefid consistia en germinar las semillas en este medio durante
15 dias. Posteriormente se afiadia en cada matraz una cantidad distinta de cada sal (NaCl y
LiCl), deteniéndose la actividad fisiologica de la planta a los 30 minutos con nitrogeno
liquido. Finalmente se procedia al analisis por RT-PCR.

El ensayo se llevod a cabo usando los cebadores RS-F1 y RS-R1, que amplifican la

region correspondiente al dominio RS de RCY1.

NaCl (mM)
0] 100 200 300 400

Fig. 20: Induccion de la expresion de RCY1 en condiciones de estrés salino. Analisis RT-
PCR de la expresion de RCY1 al afiadir diferentes concentraciones de NaCl. La reaccion se
realizo a 32 ciclos y con 0,5ug de RNA total.

En la parte inferior se muestran los controles de carga de RNA (bandas de rRNA en el gel,
tefiidas con Bromuro de Etidio).
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Como podemos observar en la figura 20 existe un nivel de expresion basal,
indetectable por el método Northern. Este nivel inicial, se ve incrementado al afiadir NaCl,
existiendo un méaximo a los 200mM de esta sal. Como ocurriera también en el andlisis a
tiempos largos, sobrepasado este maximo, existe un descenso en los niveles de RCY1, que
son achacados también al proceso de degradacion de RNA (Ver apartado anterior).

La misma situacion exacta ocurre al tratar con LiCl.

LiCl (Mm)

0 50 75 125 175

Fig. 21: Induccion de la expresion de RCY1 en condiciones de estrés salino. Analisis RT-
PCR de la expresion de RCY1 al afiadir diferentes concentraciones de LiCl. La reaccion se
realiz6 a 32 ciclos y con 0,5pug de RNA total.

En la parte inferior se muestran los controles de carga de RNA (bandas de rRNA en el gel,
tefiidas con Bromuro de Etidio).

Existe también un maximo de expresion y un posterior descenso, siendo este maximo
menor que en el caso del tratamiento en maceta; 75mM frente a 100mM respectivamente.
Las causas de este fendmeno son atribuidas al efecto anteriormente nombrado.

Si bien el método RT-PCR no es un método estrictamente cuantitativo, en este caso
nos sirve para corroborar los datos obtenidos por el analisis cuantitativo Northern y dotarlos
de mas fuerza si cabe. Ademads con este método hemos sido capaces de observar un nivel de
expresion basal de RCY 1, invisible para el Northern blot.

Por otra parte, hay que indicar que no se puede descartar un aumento en la estabilidad
del mensajero en condiciones de estrés, con lo que disminuiria la degradacion del mRNA de

RCY1 durante el choque salino.
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4.2.1.3 CINETICAS DE LA ACTIVACION DE LA EXPRESION: PLANTAS EN
MACETA Y LARGA DURACION

Con este experimento se pretende comprobar si la expresion de RCY1 aumenta en
proporcion a los dias de tratamiento con una concentracion fija de NaCl (250mM).

Para ello, se sembraron semillas de Arabidopsis thaliana en maceta, hasta que
transcurrieron 10 dias, momento en el que se afiadio 250mM de NaCl a la solucion nutritiva.

Pasados los dias indicados en la Figura 22, se extrajo RNA total de plantas tratadas y
sin tratar, y se realizd el ensayo Northern. Se utiliz6 como sonda un RNA marcado
radiactivamente por transcripcion “in Vitro” utilizando un pBluescript solo con el dominio

RS.

Tiempo (Dias)
0051 2 4 8

Fig. 22: Cinética de la activacion de la expresion de RCY1.
Analisis Northern de la expresion de RCY1 durante el tratamiento
con NaCl 250mM durante los dias indicados en la figura.

En la parte inferior se muestran los controles de carga de RNA.

La expresion de RCY1 es maxima a los 4 dias después de la adicion de la sal.
Podemos decir que la sal es una inductora de la expresion de este gen, ya que la sefial no

aparece hasta practicamente los dos dias después del tratamiento.
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Transcurridos ocho dias se observa un claro descenso de la sefial. Este fendmeno es
atribuido al proceso de degradacion de RNA, en condiciones salinas, desarrollado
anteriormente (Ver apartado 5.3.1.1).

Es importante indicar que se realizd6 un ensayo Northern control de plantas de
Arabidopsis thaliana crecidas en condiciones normales, y durante el mismo periodo
temporal. En ningin momento del ensayo (hasta 8 dias), se obtuvo ninguna sefial de

expresion de RCY1.

4.2.14 CINETICAS DE LA ,ACTIVACI(')N DE LA EXPRESION: CULTIVO
LIQUIDO Y CORTA DURACION

Utilizando el método RT-PCR se test6 si un tratamiento salino, NaCl y LiCl, inducia
la expresion de RCY1 en un corto periodo de tiempo. Asi que, usando también el cultivo
liquido de semillas y una concentracion fija de sal, anadida después de 15 dias de
crecimiento, se extrajeron muestras de plantas a distintos periodos de tiempo.

El ensayo se llevo a cabo usando los cebadores RS-F1 y RS-R1.

Tiemno (Minutos)
I
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Fig. 23: Cinética de la activacién de la expresion de RCY1. Analisis RT-PCR de
la expresion de RCY1 al afiadir 250mM de NaCl y tomar muestras en los minutos
indicados.

En la parte inferior se muestran los controles de carga de RNA (bandas de rRNA en
el gel, tefiidas con Bromuro de Etidio).

En el caso del NaCl (Figura 23), existe una clara induccion de la expresion a los 15
minutos del tratamiento, descendiendo ésta 15 minutos después, para volver a aumentar
transcurridos 60 minutos desde este momento.

De esta figura podemos inferir varios fenémenos:
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En primer lugar, existe una expresion basal del gen, aspecto que confirma que
aparecen niveles de mRNA sin existir ninguna clase de tratamiento.

También podemos ver como el tratamiento con NaCl induce la expresion de RCY1,
confirmando datos obtenidos en apartados anteriores.

Por ultimo tenemos un nuevo factor al que referirnos. Se trata de las fluctuaciones
temporales provocadas por la adicion de la sal. Este aumento y posterior disminucidn, podria
ser provocado por el efecto de degradacion de RNA anteriormente nombrado, y una posterior
recuperacion de la célula, o podria deberse a otro fenémeno. Concretamente, podria ser
debido al efecto del ciclo celular en la transcripcion. Asi, siempre teniendo en cuenta que no
hay fluctuaciones en plantas sin tratar (datos no mostrados), podria ocurrir que en la figura
23 estuviéramos observando un sumatorio de sefales. En primer lugar el efecto inductorio de
la sal en RCY1, y un segundo efecto de control de la expresion a cargo de la propia célula y
mediado por factores del ciclo celular. Este ultimo efecto no seria debido al dominio ciclina,
ya que sin sal no hay fluctuacién, sino que serian otros factores del ciclo los encargados de
controlar la sobreexpresion del gen. No conocemos cudl es el motivo de este efecto con
seguridad, y teniendo en cuenta que podrian existir otras explicaciones, sugerimos estas dos

considerandolas las mas probables.

Tiempo (Minutos)

Fig. 24: Cinética de la activacion de la expresion de RCY1. Analisis RT-PCR de
la expresion de RCY1 al afiadir 100mM de LiCl y tomar muestras en los minutos
indicados.

En la parte inferior se muestran los controles de carga de RNA (bandas de rRNA en
el gel, tefiidas con Bromuro de Etidio).

Los resultados obtenidos para el tratamiento con LiCl, fueron similares, si bien se
ven con un poco de retraso. Es decir, el maximo se encuentra a los 30 minutos, habiendo un

descenso de la expresion menos marcado que en el caso anterior, en los minutos siguientes.
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El minimo se encuentra a 120 minutos, momento en el que en el caso del NaCl, existia otro
maximo.

Aunque no se observa si después de 120 minutos existe una recuperacion en los
niveles de expresion, se mantienen las dos explicaciones desarrolladas anteriormente para
explicar este fenomeno.

Para concluir con este apartado, es preciso indicar que existen resultados con
similar apariencia ciclica en el laboratorio donde se realiza la presente Tesis. Concretamente
el gen SRL1, también implicado en tolerancia a estrés salino, sufre estas fluctuaciones al
realizar los mismos experimentos (Datos no mostrados).

Este efecto podria ser sujeto de estudio en futuras investigaciones, que sin embargo

se alejan de los objetivos principales del presente trabajo.

422 INDUCCION DE LA EXPRESION DE RCYl DURANTE
TRATAMIENTOS DE ESTRES HIDRICO.

Aunque en levaduras se obtuvo la conclusion de que la sobreexpresion de RCY1
confiere tolerancia al componente toxico de la sal (Forment et al., 2002), en plantas puede
que esta sobreexpresion cause otro tipo de tolerancias, ya que aunque plantas y levaduras
compartan algunas rutas metabdlicas y de tolerancia (Serrano y Rodriguez-Navarro, 2001;
Serrano, 1996), otras son totalmente distintas y pueden actuar en este caso.

Es por esto que se decidid testar también, si RCY1 sufria variaciones de expresion
del mRNA en respuesta a otros tipos de estrés y si el resultado obtenido apuntaba positivo, se
probaria si dicha sobreexpresion provocaba también tolerancia hacia estos tipos de estrés. El
primero y mds importante que se escogio fue el estrés hidrico.

Se eligio este estrés porque, combinado a los tratamientos con LiCl, nos permitira
discernir si RCY1 responde s6lo al componente toxico de la sal (LiCl a concentraciones
bajas) o por el contrario, la expresion del gen de estudio responde también a un componente
exclusivamente osmotico, en este caso el estrés hidrico.

Soélo se realizé un tipo de experimento para comprobar si el estrés hidrico hacia
variar la expresion del gen de estudio. Este se basaba en un tratamiento de larga duracion y
en maceta con ausencia total de riego. Hay que resefiar que no se uso un tratamiento a corto

plazo, porque este consistia en cultivos liquidos, lo que imposibilita la no adicioén de riego.
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Asi, una vez crecidas las plantas durante 10 dias, se cesé todo tipo de riego y se
fueron tomando muestras de plantas, para su posterior extraccion de RNA y analisis Northern
con sondas de RNA marcadas radiactivamente a partir de un plasmido pBluescript con solo

el dominio RS clonado.

SEQUIA (Dias)
01 2 4 6 8 10 12 14

Fig. 25: Induccién de la expresion de RCY1 durante tratamientos de estrés hidrico. Analisis
Northern de la expresion de RCY1. Cada calle se corresponde con un nimero de dias después
del inicio de la ausencia de riego.

En la parte inferior se muestran los controles de carga de RNA (bandas de rRNA en el gel,
tefiidas con Bromuro de Etidio).

Como podemos observar en la figura anterior, el estrés hidrico si provoca una
induccion de la expresion del gen. En comparacion con el tratamiento con NaCl, podemos
observar que la induccion se produce mucho mas tarde, aunque esto pueda ser debido a que
la tierra no estaba completamente seca.

Este fendmeno puede ser debido a la menor agresividad del estrés hidrico, ya que
solo actuaria un componente osmotico, contrastando con el estrés por NaCl, que sumaria a
este efecto el componente toxico y actia mas rapido (Munns, 2002).

Ya que el resultado ha sido positivo, en cuanto al aumento en la expresion de RCY1
se refiere, se utilizard también el estrés hidrico como una parte importante del trabajo, a la

hora de observar que efectos provoca la sobreexpresion del gen de estudio.
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Se realiz6 también un ensayo Northern de plantas sin tratar durante 24 dias después
de la siembra, y en ningin momento se detectd sefal de expresion de RCY1 (datos no

mostrados).

423 EXPRESION DE RCY! DURANTE OTROS TRATAMIENTOS
ESTRESANTES Y FITOQUIMICOS

Al igual que lo ocurrido en el caso del estrés hidrico, podria ocurrir que otros
tratamientos farmacoldgicos, incluyendo tratamientos hormonales u otros estreses, alteraran
la expresion del gen de estudio. Esto seria un indicio que nos permitiria conocer con mayor
precision las rutas de tolerancia en las que actia RCY 1. Es decir si este gen viera alterada su
expresion después de un tratamiento hormonal concreto, puede que esta hormona esté
relacionada con el mecanismo de tolerancia, y aunque esto no seria probatorio, si seria un
buen punto de partida.

Para comprobar dicha hipotesis de trabajo, se realizaron tratamientos tanto de corta,

como de larga duracion:

4.2.3.1 TRATAMIENTOS EN MACETA Y DE LARGA DURACION

Se realizaron en maceta, y consistieron en sembrar las semillas, y pasados 15 dias
afiadir al agua de riego los siguientes productos fitoquimicos: etefon 100uM, Acido salicilico
100uM, Acido Abscisico 100uM, Acido Jasmonico 50uM, Sorbitol 400mM y peréxido de
hidrégeno 100uM (Lawson et al., 1994; Naranjo et al., 2006). Asimismo, también se realiz
un tratamiento en el que se introdujo una maceta 12 horas a 4°C y otro de 12 horas a 37°C.

Transcurridas 24 horas desde el inicio del tratamiento, se extrajo el RNA y se
realiz6 un ensayo Northern para comprobar los niveles de expresion con respecto a una
planta sin tratar (Control). Las sondas usadas fueron de RNA, marcadas radiactivamente

como en el experimento de la Fig. 19
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Tratamiento

Fig. 26: Induccion de la expresion de RCY1 durante tratamientos
fitohormonales y estresantes. Analisis Northern de la expresion de RCY1 después
de tratamientos durante 24 h de las sustancias indicadas bajo cada calle.

En la parte inferior se muestran los controles de carga de RNA (bandas de rRNA en
el gel, teflidas con Bromuro de Etidio).

El tnico tratamiento que en el que observamos una clara induccion es el producido
por sorbitol. Los demas tratamientos no logran alterar la expresion, o al menos no se logra
detectar en este ensayo. Es por esto que se decidid utilizar el tratamiento con RT-PCR, que
aunque no es del todo cuantitativo, si es mucho mas sensible que el Northern.

Hay que indicar que la aparicion de sefal en el caso del sorbitol, es un indicio mas,
al igual que el estrés hidrico, que apunta que RCY1 también puede estar relacionado con la
respuesta al componente osmotico de la sal, ya que el sorbitol al hallarse en una
concentracion elevada, crea un potencial osmotico en el exterior celular, que impide la

entrada a las particulas de agua, provocando plasmolisis y por tanto estrés hidrico.

4.2.3.2 TRATAMIENTOS EN CULTIVO LIQUIDO Y DE CORTA DURACION

En este caso, para realizar los tratamientos se utilizé un medi6 de cultivo liquido.
Con este método se pretende que la sustancia afiadida entre en contacto mas rapido con la
planta, para poder medir la variacion de la expresion de RCY1 en un tiempo menor.
Adicionalmente se combin6 este método de cultivo con la RT-PCR, para poder obtener asi,
una mayor sensibilidad.

Por tanto, se sembraron semillas en este medio de cultivo, y a los 15 dias se
afiadieron las siguientes sustancias farmacologicas, pero esta vez durante solo 1 hora: etefon

100uM, Acido salicilico 100uM, Acido Abscisico 100uM, Acido Jasmonico 50uM, Sorbitol
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400mM vy peroxido de hidrogeno 100uM. También se realizdé un tratamiento en el que se
introdujo el matraz 1 hora a 4°C y otro de 1 hora a 37°C.

Posteriormente y siguiendo el procedimiento habitual, se extrajo RNA vy se realizo la
RT-PCR a 26 ciclos El ensayo se llevo a cabo usando los cebadores RS-F1 y RS-R1, y con
0.5ug de RNA total.

Tratamiento
il Et JA ARA 54 Hzlifl2 Sork 37°C 4%C

Fig. 27: Inducciéon de la expresion de RCY1 durante tratamientos
fitohormonales y estresantes. Analisis RT-PCR de la expresion de RCY1, después
de tratamientos con distintas hormonas y agentes estresantes. Los tratamientos
fueron realizados en cultivo liquido y con una duraciéon de 1 hora y con 100uM
Etefon (Et), 50uM Acido Jasmoénico (JA), 100uM Acido Abscisico (ABA), 100uM
Acido Salicilico (SA), 100uM H,0, , 0.4M Sorbitol (Sorb) y dos tratamientos a la
temperatura indicada. El no tratamiento se marca con la letra C.

En la parte inferior se muestran los controles de carga de RNA (bandas de rRNA en
el gel, tefiidas con Bromuro de Etidio).

En este caso si podemos observar un nivel de expresion basal (Ver Figura 27), no
mostrado en el Northern. También observamos que ningun tratamiento hormonal consigue
disparar significativamente la expresion de RCY1. Donde si existe variacion, confirmando los
datos del apartado anterior, es en el caso del sorbitol, que corrobora atin mas la hipotesis de
la participacion de RCY1 en el mecanismo de reaccion al componente osmotico de la sal.

También podemos observar otros datos interesantes que no aparecen en el caso del
analisis Northern, siendo achacada esta circunstancia a la mayor sensibilidad del método RT-
PCR.

A 37°C se detecta una induccién, dato en contraste con la menor expresion del gen
a 4°C. El estrés por choque térmico esta relacionado en muchos de sus mecanismos, con el
estrés por choque osmético, ya que durante el periodo a temperatura elevada, la célula

vegetal sufre una desecacion, que activa los mecanismos para responder a choque osmotico
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(Zhu, 2001). Asi pues, este dato de aumento de la expresion a 37°C viene a confirmar que
RCY1 responde tanto al componente toxico, como al componente osmotico de la sal

Hay que destacar también la disminucién de la sefial en el caso del tratamiento con
perdxido de hidrégeno. En principio este dato no seria 16gico, ya que durante el estrés salino
e hidrico, se generan numerosas especies reactivas del oxigeno (ROS) (Zhu, 2001). Estas
ROS, causan un gran dafio celular, pero no son los primeros dafios que ocurren en la célula,
pudiendo ocurrir que RCY1 sea una de los primeros genes que se expresa en presencia de sal,
pero en pasos posteriores del estrés no se exprese. Es decir, al afadir una sal al medio, se
producen primero una serie de dafios en la célula, tales como la inhibicion enzimatica o la
desnaturalizacion de los acidos nucleicos. Posteriormente es cuando aparecen las ROS, y
puede que en este punto, RCY1 ya haya cumplido su funcion.

En resumen, todos estos datos de la expresion de RCY1, nos sirven para poder
predecir cual sera su accion en la célula estresada, y cuales pueden ser los estreses a los que
este gen responda de forma natural. También nos podria haber indicado si puede que haya
alguna ruta hormonal mediando en el proceso, aunque por ahora el resultado es negativo,

aunque no definitivo.

4.2.4 EXPRESION TOPOGRAFICA DE RCY1

Otro dato importante que nos puede revelar este tipo de experimentos de expresion
génica es, en qué organos de la planta se expresa con mayor o menor intensidad el gen de
estudio.

Por tanto, se tratard de extraer RNA de diferentes organos de la planta y
compararlos por separado con una mezcla de RNA, a la misma concentracién, de los
diferentes 6rganos.

Hay que indicar que como al utilizar el método Northern para medir esta expresion,
no es posible detectar nivel basal de RCY1, no seria 16gico entonces, realizar el experimento
utilizando dicha técnica, ya que el resultado seria inexistente.

Es por esto que la técnica a usar serd la RT-PCR, que al ser de corte
semicuantitativo, tendra que ser corroborada por otras técnicas que se expondran
posteriormente.

Asi pues, se separaron los diferentes 6rganos de plantas crecidas en maceta durante
22 dias, extrayéndose posteriormente el RNA y realizdndose el ensayo RT-PCR usando
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como cebadores RS-F1 y RS-R1. La reaccion se llevo a cabo en 32 ciclos y con una cantidad
de RNA de 0.5pg. El RNA usado fue el propio para cada érgano, y en el caso del control, el
RNA usado fue la mezcla de 0.1pg del RNA de cada muestra.

Fig. 28: Expresion topografica de RCY1. Analisis RT-PCR de los diferentes 6rganos
de la planta: Hojas de roseta (HR), Hojas de tallo (HT), Tallo (T), Flor (F), Raiz (R) y
mezcla equimolar (C).

En la parte inferior se muestran los controles de carga de RNA (bandas de rRNA en el
gel, tefiidas con Bromuro de Etidio).

Observando la figura 28, podemos distribuir los 6érganos de la planta en tres grupos,
segun el nivel de expresion de RCY1. En primer lugar, un grupo en los que la expresion del
gen de estudio es mayor que la de la mezcla control, hojas de roseta y flores. En segundo
lugar los organos en los que la expresion es similar, tallo y hojas de tallo. Por ultimo
observamos que la expresion en raices es casi inexistente.

Como se ha indicado anteriormente, este método es indicativo de la expresion, y no
es usado de forma concluyente. Para poder confirmar estos datos y poder concretar con
rotundidad el lugar de expresion de RCY1, se realizaron una serie de experimentos

desarrollados en el apartado siguiente.
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4.3 ANALISIS DEL PROMOTOR DE RCY1 MEDIANTE
GENES TESTIGO

Para la obtencion de un patron topografico de expresion del gen de estudio se
decidi6 realizar este abordaje en plantas transgénicas, en el que el promotor de RCY1 se
fusiona a genes testigo como el GUS, que nos daran una sefial visible, si dicho promotor se
estd expresando.

Con este método no s6lo podremos observar en que tejidos se expresa nuestro gen,
sino que podremos someter a las plantas tratadas, a distintos tratamientos estresante, y

comprobar asi si el promotor responde a estos estimulos.

4.3.1 CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD B-GLUCURONIDASA
BAJO EL CONTROL DEL PROMOTOR DEL GEN RCY1.

Este gen GUS codifica la B-glucuronidasa de Escherichia coli, una enzima capaz de
transformar el sustrato 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-D-glucuronide en una sustancia de
coloracion azul, visible a simple vista. Por tanto, si el promotor actia transcribiendo este gen,
se formard la B-glucuronidasa, y al afadir el sustrato especifico, obtendremos coloracion
azulada en los tejidos de transcripcion activa para dicho promotor (Jefferson et al., 1987).

Para realizar la fusion, primero se amplifico por PCR el fragmento correspondiente
al promotor. Utilizando la base de datos TAIR, en la que se puede encontrar el genoma de
Arabidopsis thaliana secuenciado por completo, se disefiaron unos cebadores cuyo inicio era
el sitio +1 aguas arriba del gen y su final el lugar +1000 también aguas arriba. Asi, con esta
longitud tendriamos cubiertas todas las secuencias promotoras en sentido estricto, tales como
las cajas TATA que se localizan normalmente cerca del inicio del promotor, ademas de otros
posibles elementos en cis. Podria darse el caso de la existencia de estos elementos mas alla
de los 1000 pares de bases, pero la probabilidad de que esto ocurriera no compensaria el
hecho de trabajar con un inserto mayor, factor que dificultaria mas el proceso de clonacion.

Estos cebadores diseniados fueron nombrados como PromRCY1-F1 y PromRCY1-
R1, y contenian en sus secuencias los sitios de restriccion Ncol y Sall respectivamente, lo

que facilitara su posterior insercion en el plasmido escogido. Este plasmido es el pBI121 que
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posee dichos sitios de restriccion en el lugar de policlonacion, ademas de poseer la secuencia
GUS preparada para quedar adyacente al promotor elegido.

Asi pues se procedié a la amplificacion por PCR del promotor y se siguid el
protocolo de clonacion por enzimas de restriccion.

Una vez purificado el plasmido con inserto y comprobado por PCR, que el inserto
era el correcto, se procedid a la transformacion de Agrobacterium tumefaciens y
posteriormente a la de Arabidopsis thaliana obteniéndose un total de 10 lineas homozigotas
independientes.

El siguiente paso a realizar era el de comprobar si habia actividad GUS en alguna
parte de la planta y sin ningln tipo de tratamiento. Para eso, se seleccionaron plantas adultas

poseedoras de todos los tejidos y se procedi6 al tratamiento con el sustrato especifico, y

posterior revelado.

SILVESTRE PROMOTOR RCY1::6US

Fig. 29: Cuantificacién de la actividad p-glucuronidasa bajo el control del promotor del gen RCY1. Deteccion de
actividad glucuronidasa en flores de Arabidopsis thaliana, 2 dias después de la antesis. Se compara la expresion de plantas
no transformadas (Silvestre) con las transformadas con el gen GUS bajo el control del promotor de RCY1.

El resultado fue que s6lo encontrdbamos expresion del promotor en el estigma,
estilo, polen, estambre y parte del filamento, aunque puede que este venga por difusion (Ver
figura 29). En el resto de estructuras analizadas nunca apareci6 coloracion azul, a excepcion
de un porcentaje aproximadamente del 5% de las hojas, que presentaban una leve coloracion

en comparacion al resto de hojas y al silvestre (Ver figura 30).
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Fig. 30: Cuantificacion de la actividad p-glucuronidasa bajo el control del promotor del gen RCY1. Expresion del gen
GUS bajo el promotor de RCY1 en hojas de plantas silvestre (no transformada) (a), 95% de las hojas de la transgénica
Promotor RCY1::GUS (b) y 5% de las hojas de la misma transgénica (c).

También se puede observar que antes de la antesis, s6lo aparece la expresion del
gen testigo GUS en el estigma (Ver figura 31), aunque en menor medida que después de este
proceso (Ver figura 29). Se puede decir por tanto que el promotor de RCY1 provoca
expresion en etapas tardias de la formacion del estambre y polen, y aparece en etapas

tempranas del estigma, pero aumenta mucho su expresion en etapas posteriores.
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Fig. 31: Cuantificacion de la actividad p-glucuronidasa bajo
el control del promotor del gen RCY1. Expresion de GUS
bajo el promotor RCY1 en flores preantésicas.

Gracias a todos estos datos, podemos afirmar que el promotor de RCY1 provoca que
los genes que estén bajo su dominio, se expresen casi exclusivamente en estructuras en donde
es importante que aparezca un proceso de desecacion sin muerte celular, como el polen, que
aunque es fértil aun estando hidratado, sufre un proceso profundo de deshidratacion, que le
permitird entre otros aspectos sobrevivir mas tiempo fuera de la planta, al igual que le
permitira a la planta poder controlar su germinacion en caso de compatibilidad. En el caso de
la antera, ocurre algo similar. Para que ésta pueda sufrir correctamente el proceso de
dehiscencia, y por tanto formar polen maduro y viable se necesita que sufra un proceso de
desecacion, circunstancia que no ocurre por ejemplo en los mutantes dadl, carentes de una
lipasa A1 encargada de formar 4acido jasmoénico e incapaces de desecar la antera (Ishiguro et
al., 2001), no formandose polen viable.

Por ultimo, también es importante anadir que en el estigma también se produce un
proceso de desecacion y posterior recuperacion de la hidratacion, necesaria para la
germinacion del polen desecado. En algunas especies, siendo este el caso de Arabidopsis
thaliana, el estigma se deseca, y si el polen es compatible, se produce una humidificacion del
propio estigma, que causa la germinacion del gameto6fito masculino. Se cree que este proceso
de desecacion es ABA dependiente, aunque el proceso no es ain conocido (Kovaleva and

Zakhalova, 2003).
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El porcentaje de hojas con expresion GUS (5%), ha sido achacado a la posibilidad
de que estas hojas estén sufriendo alglin tipo de estrés osmotico. En este sentido, hay que
indicar que la expresion se observa en los haces vasculares. Teniendo en cuenta los Northern
digitales (Ver apartado 5.9.1), puede que esta expresion se localice en los vasos xilematicos.

También es importante sefialar que no se detect6 actividad GUS en otra estructura

que sufre un proceso de deshidratacion, como es la semilla (Ver figura 32).

Fig. 32: Cuantificacion de la actividad pB-glucuronidasa bajo el control del promotor del gen
RCY1. Actividad Gus en semillas de plantas Prom RCY1::GUS

4.3.1.1 EXPRESION DEL PROMOTOR EN CONDICIONES DE ESTRES SALINO

Las plantas poseedoras de la fusion Prom RCY1::GUS, fueron sometidas a
tratamientos con NaCl 250mM, para observar si el promotor aumenta su actividad en estas
condiciones. Se utilizaron plantas de 7 dias, y los ensayos se realizaron en maceta. Después
se revelo la presencia de actividad GUS.

El resultado obtenido fue claro, las plantas con dicha fusion expresaban el GUS de

manera clara a los 2 dias de comenzar el tratamiento (Ver figura 33), observandose el gen
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testigo en todos los organos visibles, siendo especial su presencia en las raices debido a la

gran intensidad obtenida.

Fig, 33: Deieccion dela actividad GUS en planiss sitvestres v con 2 diss de
tratarniento con 250 ralvI de MaCl €a), plantas con Prom RCY1:G0U5 v antes
de comenzar el tratarierto (b)), ¥ plantas expresando esta misa construceidn
v dos diss después del tratamiento (o)

Por tanto, el promotor de RCY1 es un promotor que promueve la expresion en

condiciones de estrés salino.

4.3.1.2 EXPRESION DEL PROMOTOR EN CONDICIONES DE SEQUIA

Se realiz6 un experimento similar al apartado anterior, en el que plantas sembradas
en maceta se dejaron de regar a partir del dia 7° después de su germinacion. Posteriormente,
se reveld la presencia de actividad glucuronidasa cada 24 horas.

En esta ocasion el resultado también es claro, pero hay que esperar al 8° dia después
del cese del riego para observar expresion GUS. En este caso hay que tener en cuenta que el

estrés no se produce en el mismo instante de la ausencia de riego, como ocurre en el caso del
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NaCl, sino que deben pasar una serie de dias hasta que la tierra humedecida se seca y

comienza el estrés.

Fig. 34: Deeccion dela actividad GUS en planias sitvestres v £ dias después
del cese del riego (a), plantas con la fusidn Prom RCV1 2GS w antes de
comenzar el tratariento (), 7 plantas expresando esta miswaa constmeeidn ¥

2 dias despmés del tratarwento (e).

Con todos estos datos, se puede decir que este promotor, también promueve la

sintesis de RNA en condiciones de estrés por sequia.
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4.4 ANALISIS FUNCIONAL DE RCY1 POR
SOBREEXPRESION EN PLANTAS TRANSGENICAS DE
Arabidopsis thaliana

Después de haber comprobado que la sobreexpresion de este gen otorga tolerancia a
NaCl y LiCl en Saccharomyces cerevisae (Forment et al., 2002), se intenté demostrar, si este
gen de Arabidopsis thaliana, confiere tolerancia a estas mismas sales en la planta de donde
proviene, cuando se sobreexpresa.

Gracias al trabajo previo en nuestro laboratorio del Dr. Miguel Angel naranjo se
realiz6 una construccion en el plasmido pBI121, al que previamente se le habia eliminado el
gen de la glucuronidasa. Asi, el vector sirvio para fusionar el gen RCY1 con el promotor 35S
del virus del mosaico de la coliflor, que una vez introducido en Arabidopsis thaliana,
provocaria la sobreexpresion del gen adyacente, en este caso el gen RCY1.

Este vector, primero se introdujo en Agrobacterium tumefaciens, utilizandose después
el método de infiltracion en planta para transformar Arabidopsis thaliana. Es en este punto
donde empieza el trabajo de este doctorando, al seleccionar las lineas transformadas con
dicha construccion.

Se obtuvo un total de 15 lineas transformadas independientes, de las cuales 8 fueron
seleccionadas 4 generaciones mas tarde como homozigotas, y con s6lo una copia del gen, ya
que cumplian la segregacion mendeliana correctamente, utilizando la kanamicina como
marcador de seleccion, ya que es la que posee el plasmido usado.

Se comprobd que las lineas homozigotas expresaban el gen por medio de un ensayo
Northern (Datos no mostrados).

Se realizaron tratamientos en todas las lineas transgénicas, pero se escogio al azar la
linea transgénica 3 para los siguientes tratamientos, comprobandose que visualmente, el resto

de las lineas tenian un comportamiento similar:

4.4.1 TOLERANCIA A Na(Cl

Antes de comenzar, se observd que en condiciones de ausencia de sal, el crecimiento
de las lineas transgénicas es idéntico al de las plantas silvestres, descartandose asi la hipotesis
de un mayor vigor general de las plantas transgénicas. Esto se puede comprobar en la figura

35 que se representa a continuacion.
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—e— RCY1 —=— Wild type

Pf (gramos)

14

DIAS

Fig. 35: Analisis funcional de RCY1 por sobreexpresion en plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana. Representacion grafica del peso fresco (Pf) con respecto a los dias de
cultivo, de plantas sobreexpresando RCY1 y silvestres, teniendo en cuenta que el dia 0 es el
dia 15 después de la siembra.

Después, se sembraron las semillas homozigotas, junto con plantas silvestres, en
macetas, y se anadid a la solucion nutritiva NaCl 250mM, una vez transcurridos 15 dias
desde su siembra. Siete dias después de iniciado el tratamiento se puede observar (Ver
Figuras 36 y 37) que las plantas transgénicas (Nombradas como Linea 3 y 4) tienen un

desarrollo floral practicamente normal. En cambio, las plantas silvestres no son capaces de

desarrollar el tallo floral debido al estrés causado por el riego con NaCl.

Fig. 36: Analisis funcional de RCY1 por sobreexpresion en plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana. Tratamiento con NaCl 250mM en plantas transgénicas sobreexpresando RCY 1, comparado
con plantas silvestres (control). Todas las plantas se crecieron durante 15 dias, momento en el que a la
solucién nutritiva se le afiadiéo 250 mM de NaCl, hasta 7 dias después cuando se tomo esta foto.
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Fig. 37: Analisis funcional de RCY1 por sobreexpresion en plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana. Tratamiento con NaCl 250mM en plantas transgénicas sobreexpresando RCY'1, comparado
con plantas silvestres (control). Todas las plantas se crecieron durante 15 dias, momento en el que a la
solucion nutritiva se le afiadio 250 mM de NaCl, hasta 7 dias después cuando se tom¢ esta foto.

El 90% de las plantas transgénicas sometidas a tratamiento lograban desarrollarse por
completo, contrastando con el 3% de las silvestres.

Pero no sélo se podia observar una diferencia en el desarrollo reproductor. También
se midieron una serie de parametros que ratifican la tolerancia a NaCl de las lineas
transgénicas con respecto a los controles. De esta forma, se disefio un bioensayo consistente
en el tratamiento de las plantas crecidas durante 15 dias después de la siembra, con NaCl
250mM. Asi, después de este periodo previo de crecimiento, se afiadid la sal a la solucion
nutritiva y se recolectaron 50 plantas distintas cada dia. Los resultados son mostrados de

forma gréfica en las figuras 38 y 39:

| ——RCY1 —=— Wild type

14

DIAS

Fig. 38: Analisis funcional de RCY1 por sobreexpresion en plantas transgénicas
de Arabidopsis thaliana. Representacion de los valores medios del peso fresco (Pf)
de 50 plantas recogidas cada dia durante 12. Las semillas se sembraron y 15 dias
después (Dia 0 del grafico) comenzo el tratamiento con 250mM de NaCl.
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En este grafico podemos observar como tanto las plantas transgénicas, como las
silvestres, crecen de manera similar durante 2 dias, después de iniciar el tratamiento.
Transcurrido este periodo, podemos observar el descenso brusco de peso fresco que sufre las
plantas silvestres, que comienza a deshidratarse por la accion del NaCl. En contraste, se
puede observar que la linea transgénica sobreexpresando RCY1 sigue paulatinamente
aumentando en peso, eso si, sufriendo un descenso en la tasa de crecimiento conforme pasan
los dias.

Asi, podemos decir que en 10 dias una planta silvestres de Arabidopsis thaliana,
pierde el 90% de su peso fresco, en condiciones de NaCl 250mM en la solucion nutritiva. Por
el contrario, las plantas transgénicas no solo no sufren un descenso de su peso, sino que lo
aumentan aproximadamente un 20%, hecho que les permite desarrollar las partes

reproductoras de manera casi normal, como se puede observar en las figuras 36 y 37.

—e—RCY1 —=— Wild type
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Fig. 39: Analisis funcional de RCY1 por sobreexpresiéon en plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana. Representacion de los valores medios del peso seco (Ps) de 50 plantas
recogidas cada dia durante 12. Las semillas se sembraron y 15 dias después (Dia 0 del grafico)
comenzo el tratamiento con 250mM de NaCl.

El gréfico anterior nos permite separar entre hidratacion y crecimiento. Es decir, en
el grafico de la figura 38 podiamos cometer el error de confundir un aumento del agua en las
plantas transgénicas, con un aumento en el crecimiento, y por tanto, mayor tolerancia, pero

en este grafico se mide la planta después de haber sido secada a 42°C durante 12 horas para
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eliminar todo resto de agua. De esta forma nos aseguramos que todo el aumento de peso es

debido a crecimiento.

En este grafico se observa como el crecimiento de la planta transgénica es constante,
aunque transcurre de forma mas lenta a partir del cuarto dia. Por el contrario, el crecimiento
de la planta silvestre solo puede compararse con el de la transgénica el primer dia,
posteriormente crece de forma muy lenta, hasta que aproximadamente en el sexto dia cesa.

Asi, comparando las dos curvas deducimos que las plantas transgénicas toleran de forma mas

eficaz el NaCl que las silvestres.

4.4.2 TOLERANCIA A SEQUIA

Antes de comenzar, hay que indicar que el crecimiento de las plantas transgénicas
sobreexpresando RCY1 es igual al de las plantas silvestres en condiciones normales de riego

y durante 30 dias (Ver figura 40)

\ —+—RCY1 —=— Wild type

Pf (gramos)

35
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Fig. 40: Analisis funcional de RCY1 por sobreexpresion en plantas
transgénicas de Arabidopsis thaliana. Representacion de la variacion del peso
fresco en 30 dias, de plantas silvestres y transgénicas. El dia 0 es el séptimo
después de la siembra.

Después, se sembraron las semillas homozigotas (sobreexpresando el gen RCY1),
junto con plantas silvestres, en macetas. Una vez transcurridos 10 dias desde la siembra, se
dejo de regar totalmente el cultivo y se esper6 12 dias mas hasta tomar las fotos de las figuras
41y 42:
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Fig. 41: Analisis funcional de RCY1 por sobreexpresion en plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana. Tratamiento de ausencia de riego en plantas transgénicas sobreexpresando RCY 1, comparado
con lineas silvestres (control). Todas las lineas se crecieron durante 10 dias, momento en el que ya no se
suministré mas solucion nutritiva, hasta 12 dias después, cuando se tom¢ esta foto.

Fig. 42: Analisis funcional de RCY1 por sobreexpresion en plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana. Tratamiento de ausencia de riego en plantas transgénicas sobreexpresando RCY 1, comparado
con lineas silvestres (control). Todas las lineas se crecieron durante 10 dias, momento en el que ya no se
suministré mas solucion nutritiva, hasta 12 dias después, cuando se tom¢ esta foto.

Las lineas transgénicas (3, 4, 5 y 6), consiguen desarrollarse de forma normal,
mientras que las plantas silvestres ni siquiera son capaces de desarrollar el tallo floral para
poder reproducirse. En el caso de estrés por sequia, el 100% de las plantas transgénicas
desarrollan el tallo floral, contrastando este dato con sélo el 7% de las plantas silvestres,
siendo el tallo reproductivo de estas ultimas siempre de menor tamafio.

Como se muestra en el apartado de estrés salino, en este caso también se ha

considerado el peso fresco y seco para poder valorar la tolerancia. Como sucediera en el caso
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anterior, los graficos representando estos pardmetros demuestran la tolerancia mediada por

RCY1.
—— RCY1 —=— Wild type
P Fig. 43: Analisis funcional de
RCY1 por sobreexpresion en
0,16 plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana.
0,14 Representacion de los valores
medios del peso fresco de 50
0,12 plantas  recogidas cada 2 dias
- durante 30. Las semillas se
2 0,1 sembraron y 7 dias después (Dia 0
£ del grafico) comenzo el tratamiento
© 0,08 al dejar de regar.
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Como se puede observar en este grafico, el peso fresco de las plantas transgénicas,

sobreexpresando RCY1, aumenta aproximadamente durante 5 dias més que en las plantas

silvestres. Esto implica que la planta sigue hidratada durante un periodo mas largo de tiempo,

por lo que su crecimiento serd mas parecido a una situacion de riego normal.

También podemos observar que la posterior deshidratacion es levemente menor en las

plantas transgénicas, debido a que la pendiente descendente del grafico es menor. Esto

también corrobora el efecto de tolerancia a estrés shidrico que provoca el gen RCY1

sobreexpresado.

| ——RCYL —=—Wild type
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Fig. 44: Analisis funcional de RCY1 por
sobreexpresion en plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana. Representacion de los valores
medios del peso seco de 50 plantas recogidas cada 2
dias durante 30. Las semillas se sembraron y 7 dias
después (Dia 0 del grafico) comenzo el tratamiento al
dejar de regar.
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De esta manera, y al observar el grafico, podemos observar que en las plantas
transgénicas se producen 2 etapas de crecimiento, una rapida (1 a 12 dias) y una lenta (12 a
30 dias), pero lo que es mas importante la planta nunca cesa su crecimiento. Por el contrario,
las plantas silvestres crecen hasta el octavo dia y luego entran en una fase de crecimiento
cero.

Este si es un dato definitivo para afirmar la tolerancia a sequia de estas transgénicas,
ya que no solo no cesan su crecimiento en condiciones de ausencia de riego, sino que su

biomasa final es sensiblemente superior a la de las lineas silvestres.

\—0— RCY1 —=— Wild tyDE\ Fig. 45: Analisis funcional
de RCY1 por
sobreexpresiéon en plantas
transgénicas de Arabidopsis
thaliana. Representacion
grafica de la diferencia entre
el peso fresco y el seco (Eje
Y) con respecto al dia de
recoleccion. Los tratamientos
se realizaron igual a las
anteriores figuras.

Pf-Ps (gramos)

Dias

En esta tltima figura, podemos observar un media de la diferencia entre el peso fresco
y seco de cada planta recogida. Asi, observamos como a los 30 dias después del tratamiento,
las plantas silvestres quedan absolutamente secas, es decir no existe diferencia entre peso

fresco y seco, mientras que todavia podemos observar hidratacion en las transgénicas.

4.4.3 TOLERANCIA A LiCl

El tratamiento realizado para observar si existe tolerancia a LiCl es exactamente el
mismo que en el caso del NaCl, a excepcion de la concentracion de sal afiadida a la solucion
nutritiva, que en este caso fue de 100mM.

Los resultados obtenidos son similares que en el caso del experimento con cloruro de

sodio.
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Como se puede observar en la figura 46, las plantas sobreexpresando RCY1 son
capaces de desarrollar el tallo floral después del tratamiento con cloruro de litio, en contraste
con las plantas silvestres. Concretamente el 85% de las plantas transgénicas lo desarrollan,

frente a s6lo un 2% de plantas silvestres.

Silvestre

Fig. 46: Analisis funcional de RCY1 por sobreexpresion en plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana.
Tratamiento con LiCl 100mM en plantas transgénicas sobreexpresando RCY'1, comparado con lineas silvestres
(control). Todas las lineas se crecieron durante 15 dias, momento en el que a la solucion nutritiva se le afiadié 100
mM de LiCl, hasta 7 dias después cuando se tomo esta foto

Los datos de peso seco y fresco son similares también al apartado 5.4.1, y en
este caso se expondran de forma numérica y no grafica.
Asi, transcurridos 12 dias desde el inicio del tratamiento, obtenemos los siguientes

pesos medios (obtenidos de la media realizada entre 60-80 plantas seglin el caso):

Peso fresco (gramos) Peso seco (gramos)
LiCl (mM) Silvestre RCY1 Silvestre RCY1
0 0.253 £0.018 | 0.247 £0.009 | 0.022 £0.002 | 0.022 = 0.002
100 0.015+0.002 | 0.16 £0.008 0.0165 £ 0.002 | 0.019 = 0.002

Tabla 1: Analisis funcional de RCY1 por sobreexpresion en plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
Representacion del peso fresco y seco de plantas silvestres y sobreexpresando RCY 1, después de tratamientos con LiCl.

Estos valores vienen a confirmar el hecho de que la sobreexpresion del gen de estudio

otorga cierta tolerancia a sal, ya que permite un mayor crecimiento (peso seco), asi como una
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mayor capacidad para conservar la humedad (peso fresco), en plantas tratadas durante 12 dias
con 100mM de esta sal.

En resumen, hay que destacar que este gen sobreexpresado, es capaz de otorgar un
grado de tolerancia a sal (NaCl y LiCl), suficiente para que la planta logre sobrevivir mas
tiempo, incluso llegando a reproducirse de forma normal. Pero se puede afirmar también que
esta tolerancia no es exclusiva frente al componente toxico de la sal (LiCl 100mM), sino que

hay una respuesta frente al estrés osmotico provocado por la ausencia de riego.

4.4.4 TOLERANCIA A CALOR Y FRIiO

Se sometié a plantas de Arabidopsis thaliana sembradas en maceta, a un tratamiento
de 37°C y 42°C, durante diferentes tiempos. Los resultados obtenidos no fueron concluyentes
y no se logro observar mayor vigor de las plantas transgénicas con respecto a las silvestres.

El mismo experimento fue llevado a cabo a 4°C, obteniéndose también un resultado
inconcluyente.

Aunque hay muchos genes de respuesta general a estrés, que responden a ambas
situaciones, estrés osmotico y choque térmico, en este caso parece que RCY1 no es un gen de
respuesta general a estrés, sino que parece que soélo intervenga en procesos de estrés salino e

hidrico.

4.5 ANALISIS DE UN MUTANTE “knock out” DE RCY1

Se trata del mutante SALK 013352, cedido por el “SALK Institute”, y creado a partir
de una insercion de T-DNA (Alonso et al., 2003). La insercion se localiza en el primer intron
del gen RCY1 (Ver figura 6), y viene subrayada en color fucsia ().

En primer lugar se comprob6 si existia expresion del gen, por lo que se realizé un
analisis RT-PCR usando las parejas de cebadores RS-F1 con RS-R1, CYC-F1 con CYC-R1
y CYC-F1 con RS-R1. Con esta combinacion de cebadores se cubria la expresion génica del
fragmento de DNA codificante para el dominio RS, el dominio ciclina y de ambos dominios.

El resultado del analisis de las primera generacion de semillas recibidas desde el

“SALK Institute” (3* generacion segin se observaba en las instrucciones de envio), fue
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positivo para la mayoria de los casos en las tres combinaciones, por lo que las semillas
recibidas fueron catalogadas como mezcla de homozigotos y heterozigotos para la expresion
de RCY1. Este hecho también se comprob¢6 al realizar un analisis PCR, ya que al realizar el
experimento con la pareja de cebadores CYC-F1 y RS-R1, se obtuvo un total de 2 bandas de
DNA en la mayoria de los casos, una menor de 1200kb que coincide con el tamafio integro
del gen, y otra de mayor tamafo correspondiente a la suma del gen con el t-DNA insertado
gracias al vector pROK (Alonso et al., 2003). En otros casos solo se obtenia la banda menor,
homozigotos sin insercion, pero en otros s6lo la banda mayor, homozigotos para la insercion.

La tabla que representa el porcentaje de bandas obtenidas por PCR es la siguiente:

Porcentaje obtenido | Porcentaje esperado

1 banda menor 27% 50%
1 banda mayor 28% 17%
2 bandas 45% 33%

Tabla 2: Analisis de un mutante “knock out” de RCY1. Representacion
numérica del porcentaje de de plantas con un determinado patrén de bandas,
segiin posean t-DNA (1 banda mayor), no lo posean (lbanda menor), o sean
heterozigotas para este caracter (2 bandas).

El porcentaje de 1 banda menor, corresponde a las plantas con los dos alelos silvestres
(plantas RR), el de 1 banda mayor, corresponde a las plantas con dos alelos con t-DNA
(plantas rr) y el de 2 bandas se corresponde con la heterozigotas (plantas Rr).

Esta segregacion fenotipica 2:1:1 es la tipica de plantas correspondientes a la 2*
generacion, con lo que asi pudimos comprobar que la segregacion fenotipica era anomala, si
se cumplia la premisa de que las plantas recibidas eran de la 3* generacion y no se
correspondia con la segregacion 3:2:1 esperada (rr:Rr:RR respectivamente).

Se prosiguid con el andlisis sembrando las semillas recibidas en placas que contenian
kanamicina [Marcador de seleccion para el t-DNA insertado (Alonso et al., 2003)], para
eliminar las plantas RR que no aportarian nada al estudio.

El porcentaje de germinacion fue del 75% por lo que se confirmaba la segregacion

2:1:1, es decir s6lo la plantas Rr y rr podian crecer en presencia de este antibiotico.
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4.5.1 ANALISIS FENOTIPICO DE LOS MUTANTES “K.O.”

Se sembraron en maceta las plantas que habian sido capaces de germinar en presencia
de kanamicina, y teniendo en cuenta que dos tercios eran aun heterozigotas, se inicio el
analisis fenotipico, ya que aproximadamente un tercio de las plantas no era capaz de formar

semillas, presentando silicuas de menor tamafio y vacias (Ver figura 47).

Fig. 47: Analisis de un mutante
“knock out” de RCY1. Comparacion
entre las silicuas de plantas mutantes
carentes del gen RCY1 (RCY1-) y
silvestres.

SILVESTRE

Fue en este momento cuando se encontrd explicacion a la segregacion anomala, las

plantas rr, y por tanto poseedoras de dos alelos con insercion de t-DNA, eran estériles.
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SEGREGACION ESPERADA

12 Generacidn ) . .
Rr Resistencia a Kanamicina

2% Generacion L pR m Segregacion 2:1:1
ZZAN

1/6RR  1/3Rr 1/6rr  1/3rr

3% Generacidn | |
1/6RR 1/3Rr 1/2 rr Segregacion 3:2:1

Tabla 3: Analisis de un mutante “knock out” de RCY1l. Representacion de la segregacion esperada al
autofecundar una planta heterozigota, para un gen dialélico.

SEGREGACION OBTENIDA

12 Generacion ) . .
Resistencia a Kanamicina

2% Generacion L Segregacion 2:1:1

1/6RR  1/3Rr 1/6rr

32 Generacion | | \
1/6RR 1/3Rr 1/6rr Segregacion 2:1:1

Tabla 4: Analisis de un mutante “knock out” de RCY1l. Representacion de la segregacion obtenida al
autofecundar una planta heterozigota, para un gen dialélico, en caso de que uno de los alelos en homozigosis,
provoque esterilidad.

Para comprobar esta hipotesis se realizo el analisis PCR de las plantas sin semillas,
obteniéndose que efectivamente, éstas poseian exclusivamente la banda mayor con el t-DNA
insertado.

La explicacion de este fenomeno es clara, las plantas homozigotas, y por tanto

estériles, no poseian polen maduro (Ver figura 48).
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SILVESTRE RCY1-

Fig. 48: Analisis de un mutante “knock out” de RCY1. Observacion en fresco de los estambres de plantas silvestres y
carentes de RCY1 (RCY1-).

Con respecto al resto de caracteres de la planta, todos los tejidos parecian ser
exactamente iguales a los de las plantas silvestres. Por tanto, fenotipicamente hablando, el
unico rasgo diferencial de los mutantes, es la ausencia de polen y por consiguiente de
reproduccion.

Incluso, se realizaron emasculaciones de las anteras de estas plantas mutantes, y se
fecund6é el estigma con polen de plantas silvestres, obteniéndose silicuas con semillas. Las
plantas conseguidas a partir de estas semillas eran fenotipicamente normales.

Este fenomeno viene a confirmar la expresion topografica de RCY1, es decir, este
gen se expresa principalmente en anteras (Ver apartados 5.2.4 y 5.3) y ademas, su mutante
“K.O.” provoca la ausencia de polen, por lo que la principal funcion de este gen podria estar

situada en algunas células del estambre encargadas de formar el polen.

4.5.2 ANALISIS FUNCIONAL DE LOS MUTANTES “K.O.”

Este analisis consistid en someter a las plantas mutantes, a tratamientos estresantes,
para observar si comparadas con el fenotipo silvestre, existian variaciones en el
comportamiento. Existia el problema de la esterilidad del homocigoto, asi que se decidio
sembrar la mezcla de plantas en homo y heterozigosis, realizar los ensayos de tolerancia a

estrés, y a posteriori comprobar por medio de RT-PCR si eran o no homozigotos.
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Antes de conocer estos tratamientos, hay que indicar que el crecimiento sin estrés de

las plantas silvestres y mutantes “knock out” para RCY1 es muy similar (Ver Tabla 5), por lo

que se descarta una menor tasa de crecimiento inicial de cualquiera de los dos tipos.

Peso fresco 20 dias Peso fresco 30 Dias % de tallos florales
(gramos) (gramos) totales
Silvestre 0.19+0.012 0.24 +0.01 100%
Rr 0.195 + 0.009 0.25+0.011 100%
r 0.19+0.015 0.235 +0.009 100%

Tabla 5: Analisis de un mutante “knock out” de RCY1. Representacion del peso fresco y porcentaje de tallos florales de
plantas silvestres, heterozigotas para el T-DNA insertado en el gen RCY1 (Rr), y homozigotas sin expresion de RCY1 (rr).
No se realiz6 ninglin tratamiento estresante.

Asi pues, se sembraron las semillas mutantes y silvestres en maceta, y transcurridos
15 dias se inici6 el tratamiento con 50mM de NaCl y 20mM de LiCl. Paralelamente se
sembraron mas semillas y transcurridos 7 dias se ceso el riego, para asi poder comprobar la
respuesta a estrés hidrico.

7 dias después del inicio del tratamiento, en el caso de las sales, y 20 dias después de
la ausencia de riego, se recogieron plantas que se pesaban en fresco y se identificaban para su
posterior analisis por RT-PCR.

Se escogieron condiciones de tratamiento salino mds suaves, y menos tiempo de
sequia porque asi se pueden observar diferencias mas sutiles en el crecimiento.

Una vez obtenido el resultado del analisis de expresion, se agruparon los pesos

frescos en tres categorias:

NaCl NaCl LiCl LiCl Sequia Sequia
Pf % Pf % Pf %
Silvestre | 0.17 £0.009 | 90% | 0.15 £ 0.01 65% | 0.058 = 0.003 10%
Rr 0.165+ 0.009 | 85% | 0.155+0.011 | 62% | 0.056 + 0.004 7%
T 0.16 £ 0.01 84% | 0.155+£0.09 | 70% | 0.056 + 0.008 7%

Tabla 6: Analisis de un mutante “knock out” de RCY1. Representacion de los valores de peso fresco (Pf) y porcentaje de
desarrollo del tallo floral (%) de plantas silvestres, heterozigotas para la insercion de t-DNA en el locus RCY1 (Rr) y sin
expresion de RCY1 (rr), para plantas tratadas con 250mM de NaCl durante 7 dias, 100mM de Lic. Durante 7 dias y ausencia
de riego (Sequia) durante 20 dias.
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Ninguno de los tratamientos estresantes realizados (Ver Tabla 6) logré modificar el
patron de crecimiento de las plantas mutantes con respecto a las silvestres. Es decir, los pesos
y porcentajes de floracion son practicamente idénticos por lo que se deduce que la pérdida de
expresion del gen de estudio no afecta en nada a la reaccion de la planta frente a un estrés
salino u osmotico.

En principio cabia esperar que las plantas mutantes fueran mdas sensibles, ya que
parece que RCY1 es un elemento importante en la tolerancia a estrés, pero esto no sucede,
pudiendo deberse a la redundancia génica, es decir, que otro gen similar ocupe su funciéon en
cuanto a tolerancia (no frente a formacion del polen). También podria ocurrir que este gen no
sea en absoluto importante para la tolerancia general de la planta, y que si lo sea para la
tolerancia en el polen, que es donde se expresa, pudiendo actuar también a nivel general si
hay sobreexpresion artificial.

En resumen, a nivel silvestre, RCY1 juega un papel determinante en algin momento
de la formacion del polen maduro, pero no es importante para la tolerancia a estrés osmotico

y salino.

4.6 LOCALIZACION SUBCELULAR DE RCY1

Uno de los datos que mas luz puede aportar sobre el modo de accion este gen en la
tolerancia a estrés salino e hidrico, es el de la localizacién de la proteina RCY1 dentro de la
célula. Asi se podra intuir en que procesos celulares destaca por su presencia.

Para realizar este abordaje se decidié contactar con el laboratorio de Peter Shaw, en el
John Innes Institute (Norwich, Reino Unido), ya que es uno de los laboratorios con mas
experiencia en localizacion subnuclear de proteinas, y recordemos que en humanos, la
homologa de RCY1 es una proteina nuclear. Asi pues, después de haber barajado todas las
posibilidades, y teniendo en cuenta la dificultad que existe en hacer anticuerpos concretos de
las proteinas SR, por las reacciones cruzadas que se producen (Blencowe et al., 1994; 1995),
se decidio usar la técnica de la fusion génica entre el gen de estudio y la proteina GFP), para
su posterior observacion “in vivo”.

Esta técnica consiste en clonar en un vector de expresion de Arabidopsis thaliana, la
secuencia codificante del gen a localizar, en este caso RCY1. En el vector se encontrara la
secuencia codificante de la GFP, pudiendo estar tanto en el extremo 3’ como en el 5°, y todo

ello flanqueado por la secuencia del promotor 35S y un terminador de la transcripcién. Con
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esto se consigue que la proteina que se traduzca finalmente, posea en uno de sus extremos la
GFP, y en el otro la proteina a localizar.

Concretamente en este caso se utilizo el método de clonacion “GATEWAY” para
realizar este proceso. En primer lugar se amplifico por PCR un fragmento de DNA que
contenia el gen de estudio, gracias a los cebadores GATRCY-FI y GATRCY-RI.
Posteriormente se realiz6 la recombinacion homologa con el vector madre pDONR, a la que
sigui6 otra recombinacion con el vector pGFP.

Una vez conseguido purificar el vector completo, se comprobd por PCR el tamafio del
inserto, y se prosiguio con la transformacion de Agrobacterium tumefaciens. Directamente,
se transformaron células en suspension de Arabidopsis thaliana y se observo una alicuota de

células transcurridos 3 dias.

Fig. 49: Localizacién subcelular de RCY1. Observacion “in vivo” al microscopio optico de la fusion entre
GFP y RCY1. Todas las fotos pertenecen a la fluorescencia de la fusiéon entre GFP y RCY1, pero nos
muestran los distintos organulos en los que se localiza. En (a) vemos la fusion en el nucleolo, cuerpo nuclear
y vagamente en el nucleoplasma. En (b), se observa en el nucleolo y algunos cuerpos nucleares. En (c)
podemos observar a la fusion en el nucleolo y vagamente en el nucleoplasma, pero no en la vacuola
nucleolar. Por ultimo en (d) observamos el nucleolo, nucleoplasma, algunos cuerpos nucleares, y
probablemente en un cuerpo de Cajal.
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El resultado del experimento fue bastante claro (Ver figura 49). RCY1 se localizaba
claramente en el nutcleo, pero concentrdndose principalmente en el nucleolo, cuerpos
nucleares y posiblemente en los cuerpos de Cajal. Destaca también por su ausencia en la
vacuola nucleolar (Ver figura 49¢) (Jordan, 1984; Johnson 1969). No se detect6 la presencia
de esta proteina en el citoplasma.

En primer lugar, el nucleolo es una de las primeras estructuras celulares que se
describio (Wagner, 1835; Valentin 1836) ya que posee la mayor concentracion de masa de la
célula (Vincent, 1955). Su principal funcion es la de ser el soporte para la sintesis del RNA
ribosomico (Perry, 1960; Edstrom, 1962), localizandose en el la RNA polimerasa I, aunque
también tiene importantes funciones en el transporte de mRNA (Sidebottom and Harris,
1969) y la sintesis de este, (Oakes et al., 1993) ya que en el se localiza parte de la RNA
polimerasa II. Otra funcion conocida es la de contener a ciertas telomerasas (Etheridge et al.,
2002).

En segundo lugar, los cuerpos de Cajal deben su nombre a su descubridor (Cajal,
1903) y son unas pequefias acumulaciones de proteinas y acidos nucleicos, cercanas al
nucleolo (Boudonock et al., 1999), pero que siguen siendo ain estructuras de muy dificil
identificacion (Gall, 2000), existiendo marcadores presenciales como la coilina (Raska et al.,
1991) o el factor U2B (Beven et al., 1995; Boudonock et al., 1998). En el se localizan
numerosas proteinas de procesamiento de pre-RNA (Carmo-Fonseca et al., 1991; 1992;
Matera and Ward, 1993), pero se cree que este proceso no se produce en ellos debido a la
ausencia de otros factores importantes como SC35 o U2AF (Gama-Carvalho et al., 1997).
Aunque pueda ser considerado un reservorio de estos factores de splicing (Charrouxet al.,
1999) es sin duda también un componente activo del procesamiento, pero en el caso de los
snRNAs (Frey and Matera, 1995; Schul et al., 1998) y del pre-RNAm de histonas (Abbot et
al., 1999). También se le atribuyen funciones como el transporte y/o modificacion de los
factores de splicing (Lammond and Earnshaw, 1998; Sleeman and Lammond 1999).

En tercer lugar, los cuerpos nucleares son cimulos de proteinas nucleares que ocupan
el espacio intercromatinico y que aparecen en nimero superior a 25 ¢ inferior a 50 dentro del
nucleoplasma (Spector, 1993). Estan compuestos principalmente de proteinas relacionadas
con el pre-mRNA splicing, aunque en ellos se puede localizar elementos relacionados con la
transcripcion, como la RNA polimerasa II (LaMorte et al., 1998). Debido a su gran
movilidad, se localizan también en el espacio pericromatinico (Spector 1999), factor que
unido a la presencia de la RNA polimerasa Il y a los factores de splicing, otorga a estos

cuerpos la funcion de transcribir y procesar el RNA (Bentley 1999).
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Por tanto, gracias a este experimento hemos podido acotar un poco mas la funcién de
RCY1 y su posible accion en la tolerancia a sal. Por su localizacion es probable que actie en
los procesos relacionados con el procesamiento de RNA, ya sea su transcripcion, splicing, o

transporte.

4.6.1 COLOCALIZACION DE RCY]1

Con el fin de confirmar que RCY1 se localiza en los lugares anteriormente citados, se
procedid a coexpresar la proteina RCY1 fusionada con la GFP, con otras proteinas de
localizacion comprobada, fusionadas a la RFP (Proteina con autofluorescencia roja).

Los vectores de expresion conteniendo la fusion entre ciertas proteinas, marcadoras
de localizacion subnuclear, y la RFP, fueron cedidos por el Dr. Peter Shaw.

El primer paso consistié en transformar Agrobacterium tumefaciens con los vectores
escogidos, pero por separado. Después se procedio a la coinfeccion de células en suspension
de Arabidopsis thaliana con una cepa de Agrobacterium tumefaciens, conteniendo RCY 1-
GFP y otra conteniendo proteina nuclear-RFP.

Como proteinas marcadoras se utilizaron U2B (cuerpos de Cajal), FI61 (Nucleolo) y
EIF4 (cuerpos nucleares) (como fuente se utilizaron los datos propios obtenidos en el
laboratorio del Dr. Shaw). Teniendo en cuenta que la probabilidad de que se exprese la GFP
fusionada es menor al 1%, y de que lo haga la RFP es menor al 0.05%, solo se consigui6 que

se coexpresaran la RCY1 con FI61 (Ver Figura 50).

i

RCY1-GFP FI61-RFP COINCIDENCIA

Fig. 50: Localizaciéon subcelular de RCY1. Autofluorescencia de las proteinas RCY1 y FI61 fusionadas respectivamente
con GFP y RFP (50a y 50b respectivamente). En 50c se representa una imagen que s6lo muestra la zona de coincidencia
entre ambas.
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Por tanto, estd comprobado que uno de los lugares en donde se expresa RCY1 es el
nucleolo, ya que la coincidencia es exacta. Hay que destacar que RCY1 ademdas posee
fluorescencia en otros cuerpos nucleares (Ver figuras 49 y 50a) que no aparecen en F161 (Ver
figura 50b), al igual que RCY1 no posee una zona de mayor fluorescencia subnucleolar,
caracteristica de FI61.

Debido a que los cuerpos nucleares son muy diversos, y su propia definicién dice son
cumulos proteicos en general, es innecesario disefiar otro tipo de experiencias para
colocalizarlos y confirmar que la proteina de estudio se localiza en ellos. Es decir, sélo con la
presencia de cimulos en el nucleoplasma (Ver figura 49) se puede afirmar con rotundidad
que pertenecen al grupo de los cuerpos nucleares, pero sin poder precisar de que tipo, siendo

incluso la existencia de cuerpos de Cajal, una hipdtesis probable.

4.6.2 DINAMICA DE RCY1 EN RESPUESTA A SAL.

Confirmada en apartados anteriores la relacion existente entre el gen de estudio y la
sal (NaCl), se pretende comprobar si este tipo de estrés provoca alteraciones en el patron
observado para la localizacion de RCY1.

Con esta finalidad se disefio un ensayo en el que se someteria a las células en
suspension, ya transformadas con la fusion RCY1-GFP, a cambios en la concentracion de
NaCL en el medio, observandose posteriormente la reaccion de dicha fusion.

En primer lugar se escogio un tiempo fijo de exposicion a la sal, 20 minutos, y se fue

variando la concentracion de NaCl.

139



500mM

Fig. 51: Localizacion subcelular de RCY1 en respuesta a estrés salino. Observacion “in vivo” de la
dinamica de la fusion RCY 1::GFP, al afadir distintas concentraciones de NaCl durante 20 minutos.

Esta reaccion fue inesperada (Ver figura 51). RCY1 es una proteina muy dindmica
que reacciona a sal. Asi, con 10mM de NaCl, ya se puede observar un principio de
deslocalizacion de parte de la proteina, del nucleolo, al nucleoplasma, siendo esta
deslocalizacion atin mayor con 50mM. Con esta misma concentracion, también podemos
observar un aumento de la vacuola nucleolar, o un movimiento de la proteina hacia la
envoltura nuclear. Este fenomeno se agudiza ain mas con la siguiente concentracion testada,
100mM, aumentando la vacuola nuclear, o posiciondndose la mayor parte de la proteina en
la envuelta nuclear. Este proceso es mas claro a 250mM, concentracion a la cual, la proteina
incluso llega a salir al citoplasma. Finalmente, a 0.5M, el fendmeno se completa al colocarse
la totalidad de la proteina en la envuelta.

Hay que indicar, que en este proceso podria influir la pérdida de turgencia por parte
de la célula, al afiadir estas concentraciones salinas. No existe ninguna referencia acerca de
este tipo de ensayos en la bibliografia, pero teniendo en cuenta que las células en suspension
poseen pared celular y no son protoplastos, se considera que una concentracion de NaCl de
hasta 100mM, podria ser tolerada por la célula sin mayor problema. Este hecho se corrobora
al observar que en la figura 29, es a esta concentracion de 100mM, cuando el nucleo,

empieza a perder su figura esférica.
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En segundo lugar, se disenidé otro experimento, a concentracion salina fija, 100mM

(NaCl), y usando el tiempo como diferencial.

Fig. 52: Localizacién subcelular de RCY1 en respuesta a estrés salino. Observacion “in vivo” de la dinamica de la
fusion RCY1::GFP, al afiadir distintas una concentracion fija de Nacl, 100mM, e incubar a distintos periodos temporales,
indicados bajo cada foto.

No observamos ninguna evolucion aparente de la dinamica al variar el tiempo, es
decir la deslocalizacion de RCY1 no se debe a una variacién acumulativa temporal, sino que,
segiin observamos (Ver figura 52), el movimiento de esta proteina es dependiente de la
concentracion.

Se comprob6 gracias a una camara de perfusion que el cambio era momentaneo. Esta
camara perfundia solucién de cultivo de las células en suspension con NaCl, sobre una
preparacion de células, ancladas a un portaobjetos pero vivas, que en todo momento estaba
siendo grabada por una camara fija adjunta al microscopio. El lapso temporal de esta cdmara
era de 2 segundos, y aun siendo este periodo tan corto, en un solo cambio de fotograma la
disposicion temporal de RCY1::GFP ya era definitiva. Es decir, el cambio de posicion era

incluso inferior a estos 2 segundos.
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Por ultimo, se comprobé si el cambio de posicion era reversible. Para esto se disefio
una prueba en la que se afiadia a las células en suspension una soluciéon de NaCl hasta una
concentracion final de 0.5M. Transcurrida 1 una hora, se centrifugaba todo a bajas
revoluciones y se extraia la mayoria de liquido, quedando sélo células. Inmediatamente se

afnadia la misma solucion de crecimiento, pero sin NaCl y se incubaba otra hora.

»

1h 500mM NaCl 1h después del lavado

Fig. 53: Localizacién subcelular de RCY1 en respuesta a estrés salino. Observacion “in vivo” de la dindmica de la fusion
RCY1::GFP al tratar 1 hora con 500mM de NaCl, y otra hora de recuperacion.

Por tanto, el cambio en la posicion de RCY1 es reversible (Ver figura 53). Sélo
podria hablarse de la existencia de cierta difuminacién en el nucleoplasma por parte de
RCY1, después del lavado. Esto podria estar causado por la alteraciéon en la dinamica
después de un fuerte choque salino, o por la presencia de NaCl que no ha podido ser
eliminada en el lavado.

Para comprobar si esta reversibilidad dependia del tiempo, se ensayd el mismo
experimento, pero eliminando los tiempos de una hora de incubacion, es decir se anadié la
sal (0.5M), rapidamente se centrifugd y para finalizar se le afiadi6 la solucion fresca sin la

sal.

NaCl 500mM Después del lavado

Fig. 54: Localizacién subcelular de RCY1 en respuesta a estrés salino. Observacion “in vivo” de la dindmica de la
fusion RCY 1::GFP al tratar con 500mM de NaCl y lavar posteriormente.
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El resultado fue el mismo (Ver figura 54), de lo que se deduce que la reversibilidad
también es instantdnea, y no es necesario cierto reposo celular, es decir, parece que RCY1 es

capaz de reaccionar a cambios de concentracion de forma inmediata.

4.6.3 LOCALIZACION DE LOS DOMINIOS DE RCY1 POR SEPARADO

Con el fin de comprobar cual es el dominio responsable de la localizacion subcelular
de esta proteina, se disefid el mismo experimento que con la proteina completa, pero
habiendo introducido los dominios RS y ciclina (Cyc) por separado junto a la GFP.

Se usaron los cebadores GATRS-F1 y GATRS-R1, para amplificar e introducir el
dominio RS en el pPDONR, y GATCYC-F1 junto con GATCYC-R1 para hacer lo propio con
el dominio ciclina.

Mientras que en ningin momento se pudo concretar la localizacion del dominio
ciclina, ya que se disponia en toda la célula por igual, la localizacion del dominio RS era

clara, ademads de ser idéntica a la de la proteina integra.

Dominio RS

Fig. 55: Localizacion subcelular de RCY1 en respuesta a estrés salino. Observacion “in vivo” de
RCY1::GFP y RS::GFP, siendo RS el dominio N-terminal de RCY1.

Por tanto, es el dominio RS el encargado de localizar subcelularmente a la proteina
entera, siendo también el que confiere la tolerancia a estrés salino (Forment el al., 2000).
Estos dos datos relacionados nos indican que localizacion subcelular y tolerancia pueden

estar relacionados.
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4.7 LOCALIZACION Y DINAMICA DE OTRAS PROTEINAS
NUCLEARES

Debido a las escasas referencias existentes acerca de la dindmica de proteinas
nucleares, durante tratamientos con estrés salinos, se decidio realizar una aproximacion a este
problema. Se procediod localizando primero y tratando con NaCl después, una serie de plantas
transformadas con una fusion entre la GFP y proteinas nucleares que se presentan en los
organulos subcelulares en los que aparece RCY 1.

El primer paso de introducir las secuencias génicas, que se traduciran en una de estas
proteinas, en el vector GATEWAY, habia sido ya realizado por los miembros del laboratorio
del Dr. Shaw. Gracias a esta cesion se comenz6 directamente por transformar Agrobacterium
tumefaciens con cada fusion por separado, para después realizar lo propio con Arabidopsis

thaliana.

4.7.1 LOCALIZACION SUBCELULAR

Transcurridos 3 dias desde la infeccion, se comenz6 por observar cada transformante
por separado. Hay que indicar que el ensayo se realizo con multiples proteinas, pero sélo se
han seleccionado las mas representativas de cada organulo. También hay que destacar que
estas proteinas seleccionadas no intervienen, supuestamente, en la tolerancia a sal mediada

por RCY, solo sirven de referencia para la dindmica intranuclear en tratamientos salinos.
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@
FI61 UZB UPF3

Fig. 56: Localizacion de proteinas nucleares. Observacion “in vivo” de las fusiones entre GFP y las proteinas indicadas al
pie de cada foto.

Como ya se ha indicado (Ver apartado 5.6), RCY1 se localiza en nucleolo y cuerpos
nucleares principalmente. Como podemos observar en la figura 56 la coilina y U2B se
localizan en los cuerpos de Cajal, de hecho su presencia es definitoria para estos cuerpos. En
la misma figura vemos como EIF4 se localiza principalmente en los cuerpos nucleares, F161
es una proteina nucleolar y UPF3 tiene una disposicion similar a RCY1, nucleolar con
presencia en cuerpos nucleares, diferenciandose en que UPF3 tiene una leve presencia
citoplasmatica.

Con estos datos previos ya podemos iniciar el estudio dindmico, que nos permitira

discernir si el caso de RCY1 como proteina mévil frente a sal es unico.

4.7.2 DINAMICA SUBCELULAR

Se realizaron los tratamientos salinos igual que en el apartado 5.6.2, durante 1 hora, y

probando con 100mM y una concentracion superior de NaCl segun la reaccion de la proteina
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Coilina

Fig. 57: Dinamica de la Coilina en presencia de NaCl. Observacion “in vivo” de la fusion entre GFP y Coilina con
diferentes concentraciones de NaCl.

Observamos (Ver figura 57) como la Coilina no sufre modificaciones en su patrén
espacial con 100mM de sal, pero si hay un gran cambio detectado por primera vez a 250mM.
Este cambio consiste en la multiplicacion de cuerpos nucleares en los que se encuentra dicha

proteina, o en la dispersion del cuerpo de Cajal. Por tanto la sal afecta a la disposicion

espacial de la Coilina, pero a mayor concentracion que en el caso de RCY1 (Ver apartado

5.6.2).

Fig. 58: Dinamica de la proteina EIF4 en presencia de NaCl Observacion “in vivo” de la fusion entre GFP y EIF4 con
diferentes concentraciones de NaCl.

En el caso de EIF4, también se observa un cambio, con 150mM de NacCl el patrén de
disposicion espacial granular, se difumina por completo, pasando la proteina a ocupar la
totalidad del nucleoplasma. Este cambio se produce a una concentracion intermedia entre

RCY1 y la Coilina.
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Fig. 59: Dinamica de la proteina FI61 en presencia de NaCl Observacion “in vivo” de la fusion entre GFP y FI61 con
diferentes concentraciones de NaCl.

Al observar la disposicion de FI61 (Ver figura 59) vemos un primer caso en el que no
existe variacion entre la posicion con y sin sal. Hay que indicar que no se han realizado
pruebas con salinidad superior a 0.5M, ya que se considera que la célula estaria demasiado
plasmolitica, anulando cualquier resultado posible. Este resultado corrobora que no hay un
movimiento generalizado de organulos en respuesta a estrés osmotico, lo que corrobora aun

mas el hecho de que la dinamica de RCY1 sea especial.

UZB
OmM 100mM 500mM

Fig. 60: Dinamica de la proteina U2B en presencia de NaCl. Observacion “in vivo” de la fusion entre RFP y U2B con
diferentes concentraciones de NaCl.

Este ultimo factor también es corroborado por la ausencia de movilidad al tratamiento

con NacCl de las proteinas U2B (Ver figura 60) y UPF3 (Ver figura 61).
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Fig. 61: Dinamica de la proteina UPF3 en presencia de NaCl. Observacion “in vivo” de la fusion entre GFP y UPF3 con
diferentes concentraciones de NaCl.

Con todos estos datos, podemos afirmar que el movimiento de una proteina como
RCY1, durante estrés salino, no es ni unico ni generalizado, con respuesta a otras proteinas,
pero si es especial, ya que hay que recordar que se detectaba cierta movilidad con 10mM de
NacCl, una concentracién muy baja en comparacion con otras proteinas moviles.

Es por todo esto, que la movilidad de RCY1 durante el estrés salino, y el bajo limite
de deteccion que posee al entrar la sal, puedan ser claves en la tolerancia a sal que provoca su

sobreexpresion en Arabidopsis thaliana (Ver apartado 5.4).

4.73 MOVILIDAD DE LOS CUERPOS DE CAJAL EN PLANTAS
SOBREEXPRESANDO RCY'1

Debido a la posibilidad de que RCY1 pueda localizarse en los cuerpos de Cajal (Ver
apartado 5.6) (Dickinson et al., 2002), se decidid6 observar si los Cuerpos de Cajal,
representados por la proteina U2B, eran anomalos o tenian una dindmica especial, en plantas
que sobreexpresaban RCY1.

Esto se realiz6 gracias a la técnica de inmunolocalizacion (Ver apartado 3.7.1),
usando como anticuerpo primario el anti-U2B (obtenido en conejo) y como secundario un
“anti-rabbit” (marcado con fitocromo C), ambos cedidos por el Dr. Peter Shaw.

El ensayo consistio en detectar por esta técnica la proteina U2B, definitoria de
cuerpos de Cajal, en plantas silvestres y en plantas con la insercion del 35S::RCY1 (Ver
apartado 5.4). También se hicieron tratamientos con NaCl de ambas y se compard la

dinamica.
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El primer resultado obtenido fue que las lineas sobreexpresando RCY1 no poseen
ninguna anomalia en cuanto a la disposiciéon o numero de los cuerpos de Cajal (Ver figura
62), que deben estar en numero inferior a 3 y cerca del nucleolo, que en esta misma figura es

la parte central oscura del nucleo, donde U2B no posee presencia.

Fig. 62: Movilidad de los cuerpos de cajal en plantas sobreexpresando RCY1. Observacion de U2B
gracias a la fluorescencia del fitocromo C. De derecha a izquierda observamos, U2B en plantas silvestres,
tincion DAPI de cromatina de plantas silvestres, U2B en plantas sobreexpresando RCY1 y tincion DAPI de
estas ultimas.

Tampoco se observa ninguna anomalia en la estructura cromatinica, por lo que se
deduce que es muy probable que RCY1 no afecte ni a los cuerpos de Cajal, ni a la estructura
de la cromatina, al menos en condiciones no estresantes.

Posteriormente, se realizd0 el mismo inmunoensayo, pero habiendo tratado

previamente las plantulas con 250mM de NaCl, durante 1 dia y en placa.
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El resultado fue también negativo, y no se observaron variaciones ni en las plantas

silvestres, ni en las transgénicas, de la disposicion de U2B (Ver figura 63).

Fig. 63: Movilidad de los cuerpos de cajal en plantas sobreexpresando RCY1. Observacion de U2B
gracias a la fluorescencia del fitocromo C, en plantas silvestres (Izquierda) y sobreexpresando RCY1.

Estos datos confirman también que al igual que ocurria con la técnica de fusiones
(Ver apartado 5.7.2), la disposicidn espacial de U2B, no varia con los tratamientos salinos.

Por tanto, de todos estos datos se deduce, al menos en lo que respecta a U2B, que la
sobreexpresion de la proteina de estudio no altera el patron de los cuerpos de Cajal, ni en
condiciones normales, ni estresantes. Por todo esto, la respuesta a estrés mediada por RCY'1
parece no implicar a estos organulos nucleares, y nos proporciona una reduccion en el &mbito

de estudio de la tolerancia a sal.

4.8 PROTECCION DE LA TRANSCRIPCION “In Vitro”
FRENTE A NaCl, MEDIADA POR RCY1

Existen pruebas acerca de la implicacion de RCY1 en splicing y en transcripcion de
células humanas (Ver introduccion). En plantas, desgraciadamente, no es posible atin realizar
un ensayo de splicing totalmente “in Vitro”, por lo que a la hora de testar si hay proteccion
de alguna proteina frente a sal, estariamos observando un fendmeno general de tolerancia a
sal de toda la célula, es decir, si observamos que existe menos cantidad de intrones en el

mRNA maduro en presencia de la proteina de estudio, podriamos estar observando que la
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planta en general tolera la sal y eso provoca un mejor funcionamiento del splicing. Asi por
tanto, si la tolerancia fuera debida a otro proceso, la célula soportaria mejor la sal y toda su
maquinaria incluido el splicing, funcionaria mejor. Como ejemplo podria servirnos un gen
cuya sobreexpresion provocara un mejor transporte de mRNA en presencia de NaCl. Asi, al
probar si en las plantas sobreexpresando este gen funciona mejor el splicing, obtendriamos
una respuesta positiva, y es que este mejor funcionamiento general del transporte de mRNA,
provocaria que todos los demds procesos, funcionen mejor incluido el splicing.

Todos estos problemas se podrian evitar si se pudiera realizar una prueba “in Vitro”
donde se aislara el splicing de los demas procesos, pero como ya se ha explicado, en plantas
aun no es posible, por lo que para el caso de RCY1 se decidio no realizar ningtin ensayo “in
Vivo” de splicing. Pese a todo esto, y como indican los datos en humanos, se asumi6 que
RCY1 si tiene un papel importante en el splicing y este pudiera ser el mecanismo de
tolerancia.

Distinto es el caso de la transcripcion “in Vitro” en plantas, ya que ésta si es posible.
Para su realizacion, en primer lugar se procede aislando y purificando el nacleo del resto de
la célula. Con este paso se eliminan los procesos de transporte y traduccion de mRNA, asi
como el de splicing que no funciona en esta clase de ensayos, elimindndose también los
procesos fisicos de exclusion de iones por la membrana nuclear. En segundo lugar se realiza
el proceso de transcripcion en sentido estricto.

Concretamente, en este experimento, se extrajo nlicleos de células provenientes de
tejido adulto de plantas silvestres y sobreexpresando RCY1 (Ver apartado 5.4). Mas tarde se
realizd la prueba de transcripcion, pero afadiendo distintas concentraciones de NaCl en
alguno de los ensayos. El gen utilizado como testigo de transcripcion fue la Actina 2, gen
constitutivo (An et al., 1996) no relacionado aparentemente con el estrés ni con RCY1. Este
gen fue fusionado al promotor 35S por el método de clonacidén por enzimas de restriccion,
usando como vector el plasmido pBI121 al que previamente se le habia delecionado el gen
GUS. Los cebadores utilizados fueron ACT2-F1 y ACT2-R1.

Asi, se procedid6 mezclando los extractos nucleares con el pldsmido y una
concentracion determinada de sal. A todo ello se le afiadia la mezcla de transcripcion “in
Vitro” y el mRNA resultante era sometido a RT-PCR.

Con esto se pretendia observar en primer lugar, si el NaCl es capaz de inhibir la
transcripcion “in Vitro”, y en segundo lugar, si las plantas sobreexpresando RCY1, son

capaces de proteger frente a esta inhibicion.
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Fig. 64: Proteccion de la transcripcion “in Vitro” frente a nacl, mediada por RCY1. Expresion de la fusion
35S::ACT2 en presencia de distintas concentraciones de NaCl, indicadas bajo cada calle en cantidad milimolar. A la
izquierda se representan las bandas de plantas silvestres y a la derecha las de plantas sobreexpresando RCY1.

En la parte inferior se muestran los controles de carga de RNA.

Como el DNA de la actina corresponde a cDNA, aparece una tnica banda que encaja
en tamafo con el tamafio esperado (2400 pb). Esta banda corresponde a la cantidad de
mRNA de actina 2 transcrito por la polimerasa enddgena en presencia de mayor o menor
concentracion de NaCl.

Por tanto, se observa (Ver figura 64) que tanto en plantas silvestres como en
transgénicas, la sal inhibe el proceso, manifestindose en menor cantidad del gen testigo
transcrito. La RT-PCR es una técnica semicuantitativa y sirve para comparar situaciones, es
decir, no podemos decir que no haya transcripcion con 300mM de NaCl y en plantas
silvestres, solamente que hay menos que con 200mM.

También observamos que hay mas transcripcion del gen testigo con 300mM de sal en
plantas sobreexpresando RCY1, que en las silvestres, lo que nos indica que la mayor
presencia de el gen de estudio protege el proceso de transcripcion frente a la sal. Teniendo en
cuenta que esta proteina interacciona con la RNA polimerasa II (Ver introduccion), podemos
deducir que RCY1 interviene de forma activa en algin momento de la transcripcion,
pudiendo ser el efecto protector frente a sal de tipo directo, si su principal funcién fisiologica
es esta, o indirecto, si la proteccion es un proceso colateral.

Por tanto, y contradiciendo lo que a priori se podia esperar, de que la expresion de un
gen fusionado a un promotor al que no le afecta la sal, fuera constante nos encontramos con
un resultado distinto. Es cierto que el promotor 35S no se ve afectado por la sal en
situaciones fisiologicas, ya que en una célula vegetal nunca se llegaria a tal concentracion
salina pero en este caso se ha creado una situacion artificial que pretende medir, no la
eficiencia de un promotor para promover la transcripcion, sino que se pretende comprobar el
funcionamiento general de las enzimas encargadas de realizar este proceso, obteniéndose por

tanto una inhibicion por sal de la transcripcion.
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5.1 EXPRESION DE RCY1.

5.1.1 CUANTIFICACION DE LA EXPRESION.

Es importante conocer cual es la expresion de un gen para poder intentar inferir un
posible mecanismo de accion o un posible patrén de implicacion de un gen en determinados
procesos.

Un primer aspecto a conocer es el del nivel de expresion basal, pudiéndose asi
distinguir entre genes ubicuos en toda la planta, o genes que so6lo se expresan en
determinados tejidos o situaciones. RCY1 ha demostrado ser un gen con una baja aunque
existente expresion basal, detectandose incluso en todos los drganos principales. Por esto
parece que posee determinada relevancia en la fisiologia de la planta, ya que siempre se
expresa. Esta importancia queda en relieve si centramos nuestra atencidon en otros
organismos. Asi en humanos parece ser un gen importante en la vida celular, viéndose
implicado en procesos de apoptosis (Yang et al., 2003) y siendo utilizada como candidata a
oncogen, (Redon et al., 2002). Detectada su expresion en todos los tejidos, y con distintas
variantes de splicing (de Graaf et al., 2003), parece que su accidon destaque en zonas
implicadas en la reproduccion, factor que concuerda con el aumento de la expresion general
en flores de Arabidopsis thaliana, llevandonos a pensar que no sélo su estructura proteica se
ha conservado a lo largo de la evolucién, como nos indican los datos del BLAST, sino que
este gen pudiera haber conservado su funcion.

En humanos, la proteina codificada, puede poseer solo el dominio ciclina y ser
funcional en la zona testicular (de Graaf et al., 2003), hecho que no ocurre en Arabidopsis
thaliana, en donde sdlo se ha encontrado la proteina entera con sus dos dominios. Teniendo
en cuenta la diferente fisiologia de la reproduccion de ambos organismos, cabe pensar que el
dominio RS juegue un papel importante en el proceso de reproduccion tanto en la planta,
como en humanos, pudiendo ser distintos los procesos donde actlie este gen en cada caso.

Pero la expresion de este gen se dispara al realizar una serie de tratamientos
estresantes. Asi, con tratamientos salinos de NaCl y LiCl, y tratamientos que provocan estrés
hidrico, observamos un aumento en la expresion del gen, sin descartase tampoco una mayor

estabilidad del RNA mensajero.
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Si tenemos en cuenta la presencia de RCY1 en tejidos reproductivos, y la reaccion de
su expresion ante el estrés osmatico (salino e hidrico), podemos inferir que probablemente la
presencia de RCY1 sea importante a la hora de ayudar a estas estructuras reproductivas a
aguantar el estrés osmotico que genera su desecacion. Tanto polen, como estigma, como
fruto, requieren, en la mayoria de casos, de la desecacion para un 6ptimo funcionamiento
(Heslop-Harrison, 1979).

Asi, el polen de Arabidopsis thaliana debe desecarse para su correcto funcionamiento
“in Vivo” (Ma, 2005; Edlund et al., 2004)). Hasta ahora las principales vias propuestas para
la explicacion de la tolerancia al estrés osmotico del polen, habian sido, la respuesta mediada
por ABA (Meurs et al., 1992) y la acumulaciéon de carbohidratos que actian de solutos
compatibles (Still et al., 1994). Teniendo en cuenta que no se han detectado alteraciones en la
expresion de RCY1, durante tratamientos con ABA, pensamos que la respuesta a estrés
osmotico mediada por este gen es independiente de esta hormona, por lo presentamos un
nuevo factor de tolerancia a desecacion de estos tejidos “in Vivo”.

No hubo respuesta de la expresion, tampoco, ante otras hormonas que se han
relacionado con el estrés, como etileno, jasmonico o salicilico, por lo que la respuesta de
RCY1 también ha de ser independiente de estas hormonas. Si hubo respuesta ante el estrés
causado por sorbitol, lo que reafirma la hipotesis de que la respuesta de este gen es frente a
estrés osmatico en general.

Es resefiable también el leve aumento de expresion, provocado por estrés por
temperatura elevada, y la no alteracion de la expresion provocada por bajas temperaturas, ya
que en muchas ocasiones, genes relacionados con estrés osmodtico y por temperatura
coinciden (Sheik-Hamad et al., 1994) debido al proceso de desecacion producido por altas y
bajas temperaturas.

Un comentario aparte requiere la relacion entre la expresion de RCY1 y el estrés
oxidativo. Si tenemos en cuenta la inhibicién de la expresion de este gen, durante
tratamientos con perdxido de hidrogeno, y que la expresion de RCY1 aumente durante
tratamientos con agentes osmoticos hasta un méximo nivel, que luego desciende en forma de
campana, podemos inferir que existe una posible relacion inversa entre estos factores, es
decir que la expresion de RCY1 se vea afectada negativamente frente al estrés oxidativo. Es
decir, en etapas tardias del estrés salino o hidrico, se produce gran presencia de especies
reactivas del oxigeno (ROS), que causan un gran estrés oxidativo (Zhu, 2002; Moran et al.,
1994). Asi, podemos decir que el descenso en la expresion de RCY1 en los ultimos dias del
tratamiento, podria ser debido, no solo al descenso general de la transcripcion o aumento de

la degradacion de RNA, como se propone en resultados, sino que podria ser debido al efecto
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negativo del estrés oxidativo en la expresion de RCY1. Todo esto nos hace proponer que la
respuesta de este gen frente al estrés osmdtico general sea de tipo temprano, no viéndose

implicada en etapas tardias, cuando el estrés oxidativo es muy potente.

5.1.2 ANALISIS DEL PROMOTOR

Este analisis nos permite complementar los datos obtenidos en el apartado anterior.

El primer aspecto destacado es la presencia del gen testigo tanto en polen, como en
estigma y anteras. Este dato corrobora la hipotesis de la relacion entre estructuras que deben
desecarse, con RCY1, y es que no aparece en otro tejido de la planta de forma tan abundante
salvo en estos tres y en un minimo porcentaje de hojas, que se suponen las mas castigadas
por el estrés hidrico. Asi, ya podemos afirmar con mayor rotundidad la candidatura de este
gen a la proteccion de estas estructuras frente a su desecacion fisiologica. Y es que el
ejemplo propuesto para el caso del polen en el apartado anterior, también se cumple para
antera y estigma, las otras dos estructuras donde mas se expresa.

La antera necesita de esa desecacion para una correcta dehiscencia del polen en la
mayoria de las plantas (Bonner and Dickinson, 1989; Matsui et al., 1999). También el
estigma, al menos de Arabidopsis, requiere este proceso para un correcto reconocimiento del
polen estigma

No podemos encontrar esta masiva expresion en la otra estructura donde la
desecacion es fundamental: las semillas. La razéon de esto es desconocida, aunque una
explicacion posible sea que RCY1 confiere tolerancia a sal y sequia de manera secundaria, es
decir, el dominio ciclina es necesario en las nombradas estructuras por tener alguna funcion
reproductiva, y el dominio RS le acompaia confiriendo la tolerancia, pero esta funcion no es
necesaria en las semilla y otros genes otorgan una mayor eficiencia a la hora de la tolerancia
a desecacion.

El segundo aspecto resefiable en este apartado es que los tratamientos salinos y de
sequia promueven la expresion del gen testigo gracias al promotor, lo que descartaria en
principio que la mayor presencia de mRNA en los ensayos Northern y RT-PCR, durante
estos estreses, sea provocada por una mayor estabilidad del mensajero de RCY1. Aunque
puede que los efectos de ambos mecanismos (Aumentos de expresion y estabilidad) sean

sumatorios, esta claro que el factor principal es el aumento de la expresion.
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5.2 ANALISIS FUNCIONAL DE RCY1 POR
SOBREEXPRESION Y CON MUTANTES EN Arabidopsis
thaliana

5.2.1 SOBREEXPRESION EN PLANTAS TRANSGENICAS DE Arabidopsis
thaliana

El uso de la sobreexpresion de un gen en una planta transgénica, nos permite conocer
mas la funcion fisiologica del gen sobreexpresado, ya que su funciéon en general se vera
amplificada.

En el caso de RCY1, la sobreexpresion en Arabidopsis se llevdo a cabo para
comprobar si existia también un efecto de proteccion frente a estrés salino, como ocurria en
levaduras (Forment et al., 2002). En este aspecto no hubo sorpresas comprobandose esta
hipétesis inicial. Lo que sorprendié mas quiza es la gran tolerancia que confiere a sequia este
gen, incluso pudiendo ser denominada resistencia, ya que las plantas adultas en ausencia de
riego se comportan de forma casi normal.

Por tanto, lo que en levaduras no se pudo corroborar, que RCY1 confiriera tolerancia
a estrés hidrico, si se pudo comprobar en plantas, tomando mayor fuerza si cabe la hipotesis
nombrada en apartados anteriores de que este gen es importante en el proceso bioldgico de la
desecacion de estructuras reproductivas. Es decir, RCY1 se expresa de manera basal y en gran
cantidad en anteras, polen y estigma cuando éstos empiezan a necesitar de su desecacion para
su correcto funcionamiento, pero no se expresa en el resto de la planta de Arabidopsis,
probablemente debido a temas de economia celular, es decir ya que esta planta no vive en
condiciones normales en suelos salinos o secos, se prima la expresion de proteinas mas
utiles. Pero al sobreexpresarla de forma artificial, todo este poder de proteccion frente a sal y
sequia se otorga también al resto de la planta, observandose llamativos y elevados indices de
crecimiento de las transgénicas, durante estos estreses.

Es complicado poder comparar el efecto de la sobreexpresion de varios genes con
respecto a la tolerancia a estrés que provocan cada uno por separado, pero el efecto
provocado por RCY1 al ser sobreexpresado es sin duda muy positivo frente a la salinidad y
sobre todo para la sequia. Siguiendo la clasificacion propuesta por Greenway y Munns en
1980, las plantas de Arabidopsis sobreexpresando este gen estarian clasificadas en el area de

las tolerantes a sal y sequia (Ver Introduccion).
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5.2.2 MUTANTE K.O. PARA RCY1

Al crecer una planta que carece de algin gen concreto por el método de las
inserciones de T-DNA, podemos encontrarnos en varias situaciones distintas. La primera, en
la que la mutacién sea letal porque la expresion del gen es fundamental para la planta, y sin
el la planta no se puede desarrollar. Una segunda situacion ocurriria al no observarse ningiin
fenotipo en la planta mutante, debido a la escasa importancia del gen el la vida de la planta, o
principalmente que la funcion del gen truncado sea suplido por otro gen redundante. El tercer
caso y quiza el menos frecuente es el caso en el que encontramos un fenotipo concreto en el
mutante, ya sea morfolégicamente o por respuesta a sustancias fitoquimicas. La cuarta
ocurriria cuando la mutacion se convierte en deletérea para la reproduccion de la planta, es
decir la mutacién no es letal, pero si afecta al sistema reproductivo de la planta, por lo que
esta no se puede reproducir y la mutacion no se transmite.

El caso del mutante K.O. para RCY1 se encuentra en la cuarta situacion definida, ya
que no se puede reproducir en homozigosis, pero también en la tercera, ya que
fenotipicamente no posee polen, factor que se puede comprobar a simple vista.

El por qué de esta carencia polinica es de facil explicacion si tenemos en cuenta los
parametros aportados en apartados anteriores de esta discusion. El polen no llega a formarse
correctamente porque RCY1 es importante para la desecacion de estructuras reproductivas
como la antera, y como ya se ha nombrado, sin desecacion de la antera la maduracion y
dehiscencia del polen no es correcta. Lo que no conociamos hasta este momento es que no
solo es importante, sino que es esencial, ya que sin ¢l no hay polen y por tanto
autofecundacion.

Si debe ser importante aunque no esencial en el proceso de desecacion del estigma
para el posterior reconocimiento polen-estigma, ya que si fecundamos con polen silvestre
obtenemos semillas viables totalmente.

En todos los demas aspectos, ya sean morfologicos, o de respuesta a otras sustancias,
no hay diferencias entre el mutante y el silvestre, por lo que puede que haya redundancia o
que RCY'1 solo actue en el proceso de desecacion de estas estructuras.

En resumen, no hay redundancia génica en lo que respecta a anteras y polen, pero si
en el estigma.

Hay que destacar también el hecho de que este mutante no sea mas sensible a sal, lo
que nos indica que el papel de RCY1 en la tolerancia a sal y de forma general es inexistente,

apareciendo so6lo en las estructuras nombradas.
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5.3 LOCALIZACION SUBCELULAR DE RCY1

El conocimiento de la localizacién subcelular de cualquier proteina nos permite
conocer su funcion de manera mas precisa debido a la enorme compartimentalizacion celular.
Asi, no se podra afirmar con rotundidad que una proteina posee una determinada funcién por
su sublocalizacion, pero el conocimiento de este factor nos permitird afinar mucho en este
aspecto, y sobretodo descartar determinados procesos que no se producen en el lugar celular
donde habita la proteina en cuestion. A todo esto, hay que sumar el poco conocimiento que
se posee en este momento de determinados compartimentos celulares, por lo que nuevas
funciones de determinados habitaculos celulares pudieran aparecer con mucha probabilidad.

Siguiendo este planteamiento, es muy probable que RCY1 sea una proteina
relacionada con el procesamiento del RNA en cualquiera de sus pasos. Esto es debido a la
localizacién nuclear, y mas concretamente a la localizacion de RCY1 en el nucleolo y
cuerpos nucleares.

Como ya se ha comentado en estos compartimentos se localizan las proteinas
encargadas del procesamiento de RNA.

Por tanto, y comenzando con la lista de posibles funciones, RCY1 podria estar
implicada en el proceso de sintesis de RNA ribosémico, debido a su localizacion nucleolar.
Se conoce la asociacion de esta proteina con la RNA polimerasa II en humanos, pero nada se
sabe de su posible interaccion con la RNA polimerasa I en plantas, enzima encargada de la
sintesis de los RNA ribosémicos (excluyendo el 5S). Pero en este organulo, también
podemos encontrar parte de la RNA polimerasa II (Oakes et al., 1993) y aunque no es seguro
que esta activa en esta posicion nucleolar, si puede que este sea un primer contacto entre la
RNA polimerasa Il y RCY1.

Siguiendo con la lista de posibles funciones hay que destacar la importancia de ciertas
proteinas del nucleolo en el transporte del RNA (Sidebottom and Harris, 1969), en las que se
podria encontrar RCY'1, aunque esta hipotesis queda en parte descartada si hablamos de
transporte al citoplasma, ya que en ningin momento se observa la presencia de esta proteina
en ¢él. Pero esta hipdtesis si toma cierta importancia si observamos la movilidad de RCY1
ante situaciones de estrés, y siempre en el interior del ntcleo. Asi, RCY1 podria desplazarse
junto al RNA, no directamente, ya que no posee ningin dominio de unién a éste, pero si
unida a cualquier otra proteina. Aunque puede que su desplazamiento se realice de forma

individual, o unida a otras proteinas, libres de RNA.
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La otra localizacion principal, los cuerpos nucleares, nos marcan dos funciones
posibles mas. Volviendo a la RNA polimerasa II, cuya localizacion, fisica y funcional, si
coincide con la de los cuerpos nucleares, podemos encontrar una relacion interesante entre
esta enzima y RCY1. Y es que RCY1 se une al dominio CTD de la RNA polimerasa II
cuando esta hiperfosforilado, al igual que muchas proteinas encargadas del procesamiento del
RNA (Carty and Greenlaf, 2002). Pero es que este dominio se fosforila masivamente en
situaciones de estrés (Palancade and Bensuade, 2003; Bonnet et al., 1999)), al igual que
conocemos por el presente trabajo que la expresion génica de RCY1 aumenta, por lo que
intuimos que su cantidad proteica serd también superior. Por tanto, es muy probable que en
situaciones de estrés, estas dos proteinas tengan una elevada probabilidad de interaccionar,
hecho al que debemos sumar la dindmica de RCY1 en condiciones de estrés salino. Es decir,
hemos podido demostrar que RCY1 es una proteina mévil y de reaccion inmediata ante este
estrés. La movilidad se produce del nucleolo, donde predomina de forma mayoritaria la RNA
polimerasa I, a zonas donde la RNA polimerasa predominante es la de tipo II, por tanto, la
probabilidad de interaccion entre ambas proteinas aumenta.

Esta dindmica de RCY1, también nos permite pensar que en condiciones de estrés
salino, quedara situada mas cerca fisicamente de proteinas de splicing, por lo que su
interaccion con ellas también sera mas probable, siempre gracias a su dominio RS, dominio
de unién con otras proteinas, sobretodo con un dominio similar.

Pero transcripciéon y splicing estdn asociados (Reed, 2003), debido al ahorro
energético que produce esto en la célula, que no debera transportar los transcritos al lugar de
procesamiento de intrones. Se conoce también que son ciertas proteinas SR las que se
encargan de este acoplamiento (Bentley, 1999), aunque nada se conoce acerca de este
mecanismo en situaciones de estrés. Todo esto nos ha llevado a pensar que RCY1 puede ser
clave en este acoplamiento de procesos durante el estrés, teniendo en cuenta que a su vez

podria actuar internamente en los procesos que trata de acoplar.

5.4 POSIBLE MECANISMO DE FUNCIONAMIENTO DE
RCY1

Conociendo los datos de que RCY1 se colocaliza con la RNA polimerasa Il y que es
capaz de interaccionar con el dominio CTD hiperfosforilado de ésta enzima, s6lo nos queda
por conocer si la funcionalidad de ambas proteinas puede cruzarse, al menos en situaciones

de estrés salino. Para esto se disef6 el experimento de transcripcion “in Vitro”, con el que se

161



consiguieron unos resultados claros a este respecto. Asi, se puede afirmar que la
sobreexpresion de RCY1 provoca una mayor tolerancia de la polimerasa II a estrés salino.
Una posible explicacion seria la de que al interaccionar ambas proteinas, la RNA polimerasa
II, obtuviera una mayor estabilidad, o mas probablemente, el dominio RS al interaccionar
con esta enzima alejara literalmente los cationes toxicos Na', debido a su elevado punto
isoeléctrico. Por tanto, al tener el dominio RS tantos residuos cargados positivamente, y al
estar unidas las dos proteinas, se produciria simplemente un efecto fisico de repulsion idnica
que alejaria los cationes del centro activo de la enzima, para el cual resultarian muy toxicos.

Esta hipotesis explicaria en parte el hecho de que so6lo algunas proteinas RS
sobreexpresadas otorgaran tolerancia a sal. Es decir, recordemos que sélo se pudieron aislar 2
genes de este tipo de proteinas, cuya sobreexpresion conferia tolerancia a sal en levaduras, y
que por tanto el mecanismo de tolerancia es funcional y no por el simple hecho de poseer un
dominio RS. Por tanto, puede que estos dos genes aislados, SRL1 y RCY1, confieran
tolerancia por su capacidad de interaccionar con la RNA polimerasa II, y que otras proteinas
SR no lo puedan hacer, o simplemente si su punto isoeléctrico no es suficientemente alto
como para repeler cationes.

Y es que pudiera ocurrir que estas proteinas RCY1 y SRLI1, fueran homologos
funcionales de otras proteinas de procesamiento de RNA, pero actuaran en situaciones de
estrés osmotico fisioldgico, es decir, en condiciones normales, la planta fabricaria otras
proteinas SR para el procesamiento, pero en condiciones de estrés, puede que se sustituyan
por RCY1 y SRLI entre otras, con lo que la planta lograria un mayor aprovechamiento de
recursos y tolerancia a estrés. Asi, y como ocurre con las proteinas LEA que se acumulan en
la etapa de embriogénesis, probablemente por su alto poder hidrofilico, pero poseen
funciones homologas a cualquier proteina propia de estados no estresantes (Wise and
Tunnacliffe, 2002), podria ocurrir que estas proteinas se expresasen en momentos de
deshidratacién controlada, como en anteras, polen o estigmas, o de estrés osmotico en
general. Asi estas proteinas cumplirian con su funcidén normal y protegerian a la vez a la
planta de un estrés salino o hidrico simultdneamente.

Por tanto, y teniendo en cuenta todos estos datos, se procedera a un resumen general
de la propuesta de funcionamiento de RCY1.

El funcionamiento de RCY1 comenzaria con un aumento de expresion génica al
detectarse el estrés, ya sea salino o hidrico, aunque puede que en vivo se exprese también en
antera, polen y estigma antes del estrés debido a la presencia en el promotor de secuencias

especificas para estos tejidos, como las secuencias tipo LATS52 localizadas en la region
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promotora. Este aumento de expresion en principio seria ABA independiente, y nada se
conoce acerca de los mensajeros que podrian estar implicados.

Tedricamente, este aumento en el mRNA provocaria un aumento de la cantidad de
proteina total de este gen. Rapidamente y gracias al dominio RS, la proteina se colocaria en
el nucleolo y cuerpos nucleares. Hay que indicar que de forma basal aunque en muy poca
cantidad también hay expresion de RCY1 en todos los tejidos, existiendo proteinas en los
nucleolos y cuerpos nucleares de todas las células de la planta.

Asi, por tanto, si el estrés salino u osmotico que ha provocado el aumento de
expresion persiste, la proteina localizada en estos organulos comenzara a ocupar todo el
nucleoplasma y a interaccionar con la RNA polimerasa I, estabilizandola o repeliendo los
cationes toxicos entrantes o acumulados por deshidratacion, pero siempre provocando como
resultado un mejor funcionamiento de esta enzima. Paralelamente puede qua ayude a esta
enzima también a colocalizarse con los factores de splicing, mejorando el proceso de
acoplamiento de ambos procesos en situaciones de estrés. También puede que estimule el
proceso de splicing, que ya de por si esta dafiado debido a los efectos del estrés.

El resultado de este proceso lo podemos encontrar en que tanto el estigma como el
polen sufren un proceso de deshidratacion fisioldgica, recuperandose después para poder
reproducir a la planta. Este mantenimiento vital de las células en situaciones de
deshidratacion puede ser debido a la accion de proteinas como RCY1, que también ayudaran
a la célula vegetal a mantenerse en condiciones de estrés salino u osmético en otros 6rganos

y gracias en teoria a este mecanismo propuesto.
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6-CONCLUSIONES

e RCY1 tiene en general una expresion basal (sin ningln tratamiento) muy baja. Esta
expresion aumenta de forma considerable al realizar tratamientos estresantes con
NaCl, LiCl, ausencia de riego y sorbitol. En el caso de los tratamientos con las sales
anteriormente nombradas, el aumento de expresion se produce tanto al aumentar la
concentracion de sal, como al realizar una cinética a concentracion constante. Estos
factores nos indican que RCY1 es un buen candidato para estar implicado en los
mecanismos de respuesta frente a estrés salino (tanto a su componente toxico como a
su componente osmotico) e hidrico.

e Ninguna de las fitohormonas con las que se ha trabajado (todas las que en teoria estdn
relacionadas con el estrés), ha resultado tener efectos sobre la expresion de RCY1.
Cabe destacar la ausencia de efecto provocado por el acido Abscisico, una de las
hormonas principales en la respuesta a estrés salino. Es por esto que a priori podemos
calificar la accion de RCY1 en la respuesta a estrés como ABA independiente.

e Donde si aparece una expresion basal elevada de RCY1 es en anteras, polen y
estigma. Estas estructuras necesitan de una desecacion fisiologica y posterior
recuperacion, para su correcto funcionamiento, y es en este proceso donde
presuntamente puede intervenir el gen de estudio. Es decir, RCY1 actuaria como
proteina vicariante de otras proteinas relacionadas con el procesamiento de mRNA en
esta situacion de desecacion. Asi, la planta lograria una mayor tasa de supervivencia
de estas células durante dicho estrés.

e La sobreexpresion de RCY1 en plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana les
otorga a dichas plantas cierta tolerancia frente a situaciones de estrés salino (NaCl y
LiCl) e hidrico (ausencia de riego), lo que provoca que estas plantas tengan una
mayor facilidad para el crecimiento y desarrollo reproductivo en estas situaciones
estresantes, en comparacion con las plantas silvestres de Arabidopsis thaliana. Este
hecho confirma definitivamente la implicacion de este gen en la respuesta a estrés
salino e hidrico.

e La ausencia de RCY1 en plantas mutantes “knock out” provoca, en homozigosis,
esterilidad masculina, es decir, las plantas sin ningln tipo de expresion de este gen
carecen de polen maduro. Este hecho no viene si no a confirmar que el gen de estudio

esta implicado en la formacion o maduracion de estructuras que necesitan desecacion
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fisiologica, como en este caso es la antera y el polen. Asi, puede que al no aparecer
RCY1, las células de las anteras no sobrevivan a la desecacion necesaria para formar
el polen maduro y mueran.

La proteina codificada por RCY1 se localiza en el nucleolo y algunos cuerpos
nucleares. Pero esta conformacion se ve alterada al tratar con cantidades muy bajas de
sal (10mM NaCl). Es en esta situacion cuando la proteina se deslocaliza hacia ocupar
parte del nucleoplasma. Esta situacion no es exclusiva de RCY1, pero si a
concentraciones tan bajas, donde ninguna otra proteina nuclear testada reaccionaba
ante tan exigua cantidad de sal. Esto nos indica la alta sensibilidad de RCY1 a sal, y
nos da una prueba mas de su implicacion en el procesamiento de mRNA. Asi, puede
que RCY1 se almacene en el nucleolo (como ocurre con otras proteinas) y no sea
hasta los primeros momentos del estrés cuando comience a desplazarse para ocupar
los lugares donde va a desempefiar su funcion, en teoria cerca de la RNA polimerasa
II, teniendo en cuenta los datos en humanos.

Existe cierta proteccion de RCY1 frente al estrés salino (NaCl) durante la
transcripcion, al menos durante la transcripcion “in Vitro”. Puede que después de
desplazase del nucleolo al nucleoplasma, se acerque a la RNA polimerasa II,
protegiéndola de la accion de las sales, o simplemente mejorando las interacciones
con otras proteinas que se necesitan para el correcto funcionamiento de la

transcripcion.
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