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Introduccién

1. Introduccion

El ciclo de vida de las angiospermas se caracteriza por la existencia de un periodo
durmiente que separa el desarrollo embrionario y postembrionario del esporofito. Durante
las ultimas etapas del desarrollo, ¢l embrion acumula gran cantidad de nutrientes de reserva
y entonces comienza un proceso de deshidratacion programada y la transicion al estado
durmiente. El embridn puede permanecer en este estado durante largos periodos de tiempo
y finalmente en respuesta a una serie de sefiales enddgenas y/o exdgenas, que pueden
variar de una especie a otra, €l embrion emerge del estado durmiente y comienza su

desarrollo postembrionario vegetativo.

1.1. Desarrollo del embrion en guisante

La embriologia de guisante ha sido ampliamente estudiada entre otros por Cooper
(1938) y Marinos (1970). El ovario del guisante contiene de ocho a diez 6vulos. Antes de
la fertilizacion, el dvulo estd formado por un saco embrionario haploide multicelular,
rodeado de tejido esporofitico diploide, los tegumentos. Estos tegumentos dejan una
abertura en el dpice de los sacos embrionarios a modo de canaliculo, llamada micrépilo.
Por ultimo, un filamento conecta el évulo con la placenta del ovario denominado funiculo.
En el extremo del saco embrionaric mas proxime al micropilo se halla la ovocélula vy dos
células adyacentes, las llamadas sinérgidas. En ¢l extremo opuesto se hallan otras tres
c€lulas, las antipodas, y en el centro una célula binucleada (ntcleos polares). Solo dos de
estas siete células, la ovocélula y la célula central, participan directamente en la fertiliza-

cion.
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Cada gametdfito masculino (polen) produce dos células espermaticas no flageladas.
Estas dos células llegan hasta el évulo llevadas por el tubo polinico, y entran dentro del
saco embrionario a través del micrdpilo. Las dos células espermaticas se liberan y una de
ellas se fusiona con la ovocélula para formar el zigoto, que dara lugar al embrién. La otra
célula se fusiona con los dos nlcleos polares de la célula central dando lugar al
endospermo. Por tanto la fertilizacién dispara la formacion de una nueva generacion
esporofitica, que engloba el desarrollo de la envoltura de la semilla, el endospermo y el
embrion.

Aunque la fertilizacion de la ovocélula y de la célula central se produce al mismo
tiempo, el endospermo se desarrolla mas rapidamente de modo que acaba envolviendo al
embridn. En los cereales, el endospermo constituye el principal tejido de almacenamiento y
persiste en la semilla madura seca. Sin embargo, en guisante, como en la mayoria de las
dicotileddneas, las reservas se almacenan en el embridn y el endospermo se reabsorbe en la
semilla madura.

En guisante, el embrion estd formado por dos sistemas de organos primarios, eje y
cotiledon. Estos organos tienen un destino distinto durante el desarrollo y estan
compuestos por tres tejidos basicos, protodermo, procambium y meristemo fundamental,
que dardn lugar a los tejidos epidérmico, vascular y parenquimdtico de la plantula,
respectivamente (Goldberg er al.,1994). El eje o region del hipocotilo-radicula, contiene
los meristemos de la raiz y el talio, y dara lugar a la planta adulta tras la germinacion. Por
otro lado, el cotileddn, es un 6rgano que ha acabado su diferenciacion y acumula material
de reserva que sera utilizado por la plantula durante su crecimiento y desarrollo, hasta que
ésta sea fotosintéticamente activa. En guisante, al contrario que en otras plantas los
cotiledones no funcionan como drganos fotosintéticos tras la germinacién.

El desarrollo del embrion tras la fertilizacion se puede dividir basicamente en tres
etapas (Goldberg, 1989). (1) En la primera etapa, de intensa division celular, se produce la
diferenciacion de los meristemos y se establece asi un eje bipolar raiz-tallo que constituye

el patron basico de desarrollo de la planta. Por otro lado, se diferencian los tejidos
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primarios, epidérmico, vascular y tejido fundamental, (2) Durante la segunda etapa, de
expansion celular, cesa la division celular y se produce la sintesis de material de reserva en
los cotiledones, de forma que el embridn alcanza su maximo tamafio. (3) Finalmente, las
células del embridn y las capas de células de la semilla que lo rodean, pierden mas del 90%
de su contenido en agua, la actividad metabdlica cesa y la semilla entra en un estadio de
embrion durmiente.

La definicién de estado durmiente es ambigua, quizas porque se manifiesta de formas
distintas en diferentes especies (Bewley, 1997). Se podria simplificar diciendo que el
estado durmiente se alcanza cuando se produce una parada en el proceso de germinacion
en semillas viables bajo condiciones favorables. Tras la formacion de los meristemos y los
sistemas de tejidos basicos no hay ninguna barrera intrinseca que impida el desarrollo de
los 6rganos en los meristemos. De hecho, en algunas especies, durante el desarrollo de la
semilla se diferencian los primordios de las hojas, raices laterales o adventicias, y algunas
veces incluso los primordios florales (Crouch, 1988). Sin embargo, en guisante, como en la
mayoria de las especies, la formacion de oOrganos queda restringida al crecimiento
postgerminativo. En ambos casos, la elongacién celular es inhibida en esta fase del
crecimiente para que se produzca €l almacenamiento de material de reserva y la parada del
desarrollo posterior y, de ese modo, el embrion quede encerrado dentro de la semitla. Si un
embrion inmaduro se extrae de la semilla y se cultiva en un medio simple con nutrientes,
se produce la elongacidn celular, lo que indica que debe existir algin factor o factores en la
semilla que inhiben la germinacién precoz de manera que se permite que proceda el resto
del desarrollo de la semilla (Crouch, 1988). A lo largo de muchos afios, gran cantidad de
trabajos han mostrado la existencia de diferentes mecanismos géneticos y bioquimicos que
separan ¢ integran el desarrollo del embrion y la germinacion, aunque la mayor parte de
estos estudios se han realizado sobre las especies de maiz y 4rabidopsis. Recientemente, se
ha demostrado que estos mecanismos operan a través de un niimero escaso de rutas que
contienen reguladores que simultancamente reprimen la germinacion y estimulan el

desarrollo del embrion (revisado en Holdsworth er al., 1999). La influencia de las
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hormonas en el control de la transicién embrién-plantula se establecié hace muchos afios.
De hecho, muchos de los genes implicados en el control de la maduracion del embrion y fa
germinacién codifican proteinas que regulan la produccion o sensibilidad a hormonas. Por
ejemplo, el ABA es un potente inhibidor de la germinacion en muchas especies, mientras
que el acido giberélico (GAs) promueve la germinacion (Kende & Zeevaart, 1997). La
identificacion de genes que codifican proteinas implicadas en la sintesis y percepcién del
ABA, ha proporcionado evidencias genéticas acerca del papel del ABA en la induccién de
la maduracion de la semilla y represion de la germinaciéon. Mutaciones en estos loci
trastornan la maduracion del embrion (incluyendo la acumulacion de material de reserva),

la tolerancia a la deshidratacién y la entrada en el estado durmiente.

1.2. Germinacion

Por definicion, la germinacion implica una secuencia de eventos que comienza con la
entrada de agua en la semilla seca y termina cuando parte del embrién, normalmente la
radicula, se extiende hasta penetrar las estructuras que lo rodean (Bewley, 1997).

Inmediatamente después de la imbibiciéon de la semilla se recupera la actividad
metabdlica y se reanuda la actividad respiratoria. Durante la germinacion, probablemente,
se produce la reparacion del DNA dafiado como consecuencia de los procesos de
deshidratacién e hidratacion celular. Sin embargo, la sintesis de DNA se inicia con el
restablecimiento de la division celular ya durante el desarrollo postgerminativo (Osborne
& Boubriak, 1994).

Tanto la germinacién como el desarrollo de la plantula constituyen procesos criticos
para la vida del esporofito. Durante este periodo, se establece la arquitectura basica de la
planta madura, siguiendo el patrén formado durante la embriogénesis, y tienen lugar
cambios fisiologicos muy importantes. Se movilizan las reservas de lipidos y proteinas

para proveer de carbono y nitrégeno a la plantula antes de que se inicie la fotosintesis.
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Como ya se ha comentado, las hormonas juegan un papel muy importante durante este
proceso, mientras que el ABA es un potente inhibidor, GA3 promueve la germinacion. La
relacion entre los niveles residuales de ABA en la semilla seca, y los niveles de GA,
durante la imbibicion, asi como, la capacidad de percepcion de ambas hormonas podria

contribuir a la decision entre estado durmiente o germinacién (Holdsworth ez al., 1999).

1.3. Expresion génica durante la maduracion de la semilla

El proceso de maduracion prepara a la semilla para la germinacién y el posterior
desarrollo de la planta adulta. Durante la maduracion, la semilla en desarrollo aumenta
dramaticamente en volumen y en masa debido a una significativa expansién celular que va
acompaflada por la acumulacion de material de reserva. El nivel de ABA alcanza un
maximo de acumulacion durante la maduracion temprana, de modo que suprime la
germinacion precoz y modula la expresion génica.

De entre los genes que se expresan durante la maduracion de la semilla de guisante
cabe destacar aquellos que codifican proteinas de reserva. En guisante, las proteinas de
reserva de la familia de las globulinas (proteinas de reserva solubles en sal) constituyen
aproximadamente el 80% de la masa proteica de la semilla madura (Evans et al., 1984;
Boulter er al., 1987). Estas se dividen en dos grupos en base a su coeficiente de
sedimentacion: leguminas 11S y vicilinas 7S. En guisante, como en otras leguminosas,
existe ademds un tercer grupo de proteinas de reserva, denominadas convicilinas,
relacionadas inmunoldgicamente con las vicilinas (Gatehouse ef al., 1983). Las leguminas
son proteinas hexaméricas cuyas subunidades son sintetizadas como un precursor que
contiene una cadena N-terminal acida (cadena o) y una cadena basica C-terminal (cadena
). Tras un corte proteolitico ambas cadenas permanecen unidas por un enlace disulfuro.
Las vicilinas son proteinas triméricas cuyas subunidades presentan tamafios variables entre
50-70 kDa (Shewry et al., 1995). Ambos grupos de globulinas presentan un alto grado de

identidad de secuencia, como se discutira en el apartado 1.4.
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Las proteinas de reserva son transportadas y almacenadas en unas vacuolas
especializadas denominadas cuerpos proteicos. Estas proteinas son codificadas por familias
multigénicas (Bewley & Marcus, 1990) v muchas de ellas sufren modificaciones
postraduccionales, como proteolisis limitada y glicosilaciéon. En guisante, como en la
mayoria de las especies, los mRNAs de las proteinas de reserva empiezan a detectarse al
final de la primera etapa de la embriogénesis, es decir, cuando cesa la division celular, sin
embargo su maxima expresion se alcanza durante la etapa de expansion celular. Al final
del desarrollo de la semilla, los niveles de mRNA de las proteinas de reserva disminuyen
hasta desaparecer completamente en la semilla madura, y sus genes permanecen
silenciados durante el resto del ciclo de vida de la planta.

Tradicionalmente, se ha considerado a las proteinas de reserva como meros almacenes
de nutrientes que se utilizan durante la germinacién y crecimiento de la pléntula. Sin
embargo, recientemente se han identificado en el exudado de semillas de diferentes
especies, una serie de péptidos con actividad antimicrobiana que proceden de cortes
proteoliticos en el extremo N-terminal hidrofilico de algunas proteinas de la familia de las
vicilinas (Marcus et al., 1999). Estos autores sugieren que ciertas vicilinas poseen un papel
en la defensa frente a patdgenos durante la germinacién de las semillas. Sin embargo, no
todas poseen este extremo N-terminal hidrofilico, y es precisamente éste el caso de las
vicilinas de guisante (Dure, 1990).

Otras proteinas caracteristicas de las semillas, ampliamente caracterizadas en muchas
especies durante los Gltimos veinte afios, son las proteinas Lea (Late embryogenesis-
abundant) (Dure, 1985; Galau et al., 1986; Baker et al., 1988; Hughes & Galau, 1989;
Espelund et al., 1992). Como su nombre indica, estas proteinas se sintetizan durante la
ultima etapa de la embriogénesis y alcanzan un nivel maximo de acumulacion durante la
deshidratacion de la semilla. Dado que su expresion estd regulada por la hormona ABA
{Galau et al., 1986; Goday et al., 1988; Giraudat et al., 1994), a algunas de ellas se las ha
denominado proteinas Rab {Responsive to ABA) (Mundy & Chua, 1988; Pla et al., 1989).

A diferencia de las proteinas de reserva, muchas de estas proteinas pueden ser inducidas en
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tejidos vegetativos en respuesta a estrés hidrico o tratamiento con ABA (Skriver & Mundy,
1990). Aunque la mayoria de las proteinas Lea son altamente hidrofilicas (Dure et al.,
1989; Galau et al., 1987; Hughes ef al., 1987) y podrian estar implicadas en la proteccion
de tejidos frente a la deshidratacion extrema, no hay todavia una funcion clara y definitiva
para esta clase de proteinas.

Las proteinas Lea han sido clasificadas en diferentes grupos, de los cuales las
proteinas Lea de clase II o deshidrinas, han sido las mas estudiadas. Las deshidrinas
contienen en su secuencia una serie de motivos conservados (DEYGNP, KIKEKLPG) que
aparecen una o mas veces. Ademas, poseen en muchos casos otros dos segmentos cortos
caracterizados, respectivamente, por una serie de residuos de serina y por una secuencia
relactonada con el sitio de union de nucledtidos de algunas chaperonas (revisado en Close,
1997). Aparte de su aparicion al final de la embriogénesis, las deshidrinas se acumulan en
tejidos vegetativos expuestos a sequia asi como por otros tipos de estrés hidrico como las
bajas temperaturas (Houde e al., 1992; Neven et al., 1993), estrés salino (Mundy & Chua,
1988) e incluso por herida (Richard et al, 2000). Roberton & Chandler (1992)
demostraron la presencia de deshidrinas en guisante y observaron que su expresion,
durante el desarrollo del cotiledén se correlacionaba con la expresion de las proteinas de
reserva. Sin embargo, tras la germinacion las deshidrinas eran reexpresadas en plantulas de
guisante sometidas a sequia, al contrario de lo que ocurria con los genes de las proteinas de
reserva, lo que indicaba una regulacion diferencial de ambos tipos de proteinas.

Se ha sugerido que las deshidrinas actuarian sinérgicamente con azicares y otros
solutos para estabilizar macromoléculas, creando un capa ordenada de moléculas de agua,
lo que dificultaria su desnaturalizacién (Ingram & Bartels, 1996; Close, 1996). Muchas
proteinas y estructuras subcelulares podrian ser preservadas de esta manera durante la
deshidratacion de los tejidos de la planta.

Al igual que muchos organismos, las plantas responden a las altas temperaturas con la
sintesis de proteinas sHSPs (small Heat Shock Proteins). Las sHSPs de plantas pueden

dividirse en cinco familias en base a su homologia de secuencia, inmunoreactividad
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cruzada y localizacién subcelular (Vierling, 1991; Waters ef al., 1996; Wehmeyer &
Vierling, 2000). Aunque la mayoria de las sHSPs se inducen en respuesta a estrés en los
tejidos vegetativos, durante los tltimos diez afios se han identificado un gran nimero de
proteinas sHSPs en diferentes especies, que se expresan durante el desarrollo de la semilla
a la temperatura normal de crecimiento (Gydrgyey ef al., 1991; Almoguera & Jordano,
1992; Coca et al., 1994; DeRocher & Vierling, 1994; zur Nieden ef al., 1995).

En guisante también se ha descrito ia presencia de proteinas sHSPs citosélicas (clase I
y II) que se expresan coordinadamente a lo largo del desarrollo del embrion. Estas
proteinas aparecen en el embridn durante la sintesis del material de reserva y el nivel de
expresion aumenta a medida que la semilla se deshidrata (DeRocher & Vierling, 1994).
Un patrén de acumulacion similar se ha observado en las sHSPs de clase II en girasol,
mientras que las sHSPs de clase I se acumulan mas tarde durante el programa de
maduracion de la semilla (Coca et af., 1994). El ABA no parece inducir la expresion de
estas proteinas en tejidos vegetativos, sin embargo, dado que la regulacion de la expresion
génica por ABA parece ser normalmente especifica de tejido, es posible que durante el
desarrollo la expresion de las sHSPs si esté regulada por el ABA. Debido a su patron de
acumulacion, durante la maduracion de Ia semilla, diversos autores han sugerido que las
sHSPs podrian estar implicadas en la adquisicion del estado durmiente y/o en la tolerancia
a la deshidratacion, los dos procesos que caracterizan este estadio de desarrollo (Coca ef
al., 1994; DeRocher & Vierling, 1994; zur Nieden ef al.,, 1995,Wehmeyer & Vierling,
2000). Por otro lado, estas proteinas persisten varios dias durante la imbibicién y
germinacion de la semilla y entonces disminuyen rapidamente, lo que indica que también
podrian tener un papel en la rehidratacion de la semilla.

La funcidn de estas proteinas durante el desarrollo estaria confinada al citoplasma, ya
que no se ha observado la expresion, durante el desarrollo, de ningun miembro de proteinas
sHSPs con localizacién en orginulos. Aunque no existen evidencias in vivo, recientes
experimentos in vitro sugieren que las sHSPs citos6licas funcionarian como chaperonas

moleculares, ya que previenen la agregacion térmica de proteinas y facilitan su
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reactivacion posterior (Lee et al., 1995). Las sHSPs de plantas podrian prevenir la
agregacion no especifica de proteinas del citoplasma en semillas durante la deshidratacion
y/o asistir al plegamiento de proteinas desnaturalizadas durante la imbibicion, asi como en

tejidos vegetativos estresados por calor (Wehmeyer & Vierling, 2000).

El desarrollo de la semilla es un proceso complejo que implica cambios secuenciales
de los distintos organos que la componen. Esto se traduce en la expresion de un gran
nimero de genes en diferentes células a lo largo de las sucesivas fases del desarrollo.
Mientras algunos de estos productos se originan en respuesta a sefiales de desarrollo, otros
pueden por si mismos influir en los procesos de desarrollo. La mayor parte de los estudios
realizados se han dirigido hacia la descripcion de los diferentes tipos de genes que se
expresan en las semillas y sus patrones de expresion espacial y temporal. Sin embargo, en
los ultimos afios se han realizado progresos realmente importantes en el descubrimiento de
la estructura y el modo de accidn de genes implicados directamente en el desarrollo del
embrion y la maduracién de la semilla, principalmente en Arabidopsis y maiz. Poco a poco
se estan estableciendo algunas cascadas de transduccién de sefial con sus componentes, de
manera que se conocen algunos factores que modulan o incluso disparan procesos de
desarrollo. De los resultados obtenidos hasta el momento parece que existe una amplia red
de regulacion més que una jerarquia de acciones. Por ejemplo, la idea de que los
metabolitos podian actuar como moléculas sefializadoras no ha sido analizada hasta que
recientemente se ha demostrado que, especialmente los azidcares, pueden regular la
actividad de diversos genes. Con la nueva tecnologia de chips de DNA se pueden analizar
los cambios a nivel de expresion génica a gran escala, y con ello avanzar rapidamente en el
conocimiento de los componentes de esta amplia red de regulacion. Sin embargo, no hay
que olvidar que son necesarios estudios a nivel de proteina y a niveles estructurales
superiores (subcelular, celular y de la planta entera) para profundizar y ampliar nuestro

conocimiento acerca de la maduracion de la semilla como parte del desarrollo de la semilla
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y de la vida de la planta en general (revisado en Wobus & Weber, 1999; Hodlsworth ef al.,
1999).

1.4. Aspectos estructurales y evolutivos de la superfamilia

cupina

Como se ha comentado anteriormente, pronto se observd que las proteinas de reserva
de la familia de las globulinas presentaban un elevado grado de similitud de secuencia
(Sherry ef al., 1995). Desde ese momento, se fue ampliando €l nimero de proteinas
relacionadas con las globulinas, hasta que recientemente Dunwell e al. (2000) han
agrupado un gran numero de proteinas, tanto de procariotas como de eucariotas,
estructuralmente relacionadas pero funcionalmente distintas, a la que han denominado
superfamilia cupina. El nombre cupina procede del latin “cupa” que significa pequefio
barril ya que, como se discutird mas adelante, ésta es la estructura compartida por todas las
proteinas incluidas en esta superfamilia.

F1 analisis de secuencia de la proteina codificada por el cDNA clonado en este trabajo,
ha permitido incluir esta proteina dentro de la superfamilia cupina. Es por ello que en este
apartado se hard un pequefio recorrido histdrico sobre aspectos estructurales, funcionales y
evolutivos de esta superfamilia.

La primera estructura tridimensional de una proteina de reserva resuelta por difraccidn
de rayos X, fue la de la faseolina de Phaseolus vulgaris (Lawrence et al., 1990). La
comparacion de la estructura tridimensional de la faseolina con la de la canavalina de
Canavalia ensiformis (Ko et al., 1993) confirmé la proximidad estructural de ambas
proteinas y la existencia de un médulo duplicado en la estructura. El modulo, denominado
a + B, estd formado por un barril de hojas B y tres hélices o. Ambas proteinas son

trimericas y cada mondmero esta formado por dos modulos o + B (figural).
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Figura 1. {A) Estructura del mondémero de la faseolina, donde se indican los diferentes
elementos de estructura secundaria (hélices o en amarillo y hojas B en morado) que
constituyen el modelo candnico propuesto por Lawrence et al. {1994). La punta de
flecha seiala el eje de simetria. El lazo EF, aparece coloreado en fucsia. (B) Trimero de
faseolina.

El alineamiento de secuencias de faseolina y canavalina con otras globulinas permitio
postular un modelo canénico {Lawrence ef al., 1994) basado en la identificacion del papel
estructural de determinados residuos conservados. Los elementos que forman la estructura
canonica son los siguientes:

(i) Barriles p

Los barriles B N- y C-terminales se extienden desde la hoja p A’ a la hoja B J en
ambos mddulos N- y C-terminal de un mondémero. Es una region especialmente con-
servada, de manera que se han producido pocas inserciones o deleciones en vicilinas y
proteinas tipo vicilina. La hoja C es la mas larga, en ella se produce una amplia
protuberancia (B-bulge) debido a la existencia de un residuo de prolina, que interrumpe los
puentes de hidrogeno con la hoja H, conservado en ambos barriles N- y C-terminales
(Pro67 en el barril N-terminal y Pro254 en el barril C-terminal de la faseolina). Este
residuo parece tener un papel estructural muy importante en el acomodamiento del
dominio o-helicoidal insertado entre los segmentos de cadena J y J’. De los residuos
estrictamente conservados en los dos barriles solo dos son idénticos en ambos modulos:

Pro67 y Gly81 (barril § N-terminal), que corresponden estructuralmente a la Pro254 y
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Gly269 (barril p C-terminal). Por tiltimo, aparece en el extremo N-terminal del polipéptido
una cadena adicional, denominada hoja Z que incluye un motivo altamente conservado
P(F/Y)XF. Parece ser que el papel estructural de este motivo en las proteinas 7S es permitir
la interaccién entre los barriles N- y C-terminales estabilizando la estructura del moné-
mero. La zona anterior a este motivo en el extremo N-terminal del polipéptido es muy va-
riable en cuanto a longitud y secuencia, y aparece desordenado en los estudios de rayos X.
(i1) Dominios a-helicoidales

Los dominios helicoidales N- y C-terminales sobresalen a ambos lados del monémero
como un par de “ganchos”, que son basicos para la estabilizacién del trimero, enlazandose
los dominios a-helicoidales N y C-terminales de mondmeros adyacentes, Las hélices 2 y 3
presentes en ambos dominios a-helicoidales presentan similitud con el motivo hélice-
vuelta-hélice descrito en ciertas proteinas de union al DNA (Brennan & Matthews, 1989).

Los elementos descritos abarcan del 90 a 95% de las secuencias de las proteinas 7S y
describen aquellas partes de la estructura que se consideran invariables. Las inserciones o
deleciones se limitan a sitios concretos, v existen 28 residuos estrictamente conservados o
que solo toleran cambios conservativos suficientes para garantizar la integridad de la
estructura.

Shutov et al. (1995) realizaron un alineamiento multiple de las regiones N y C-
terminales de ocho leguminas y siete vicilinas de varias especies de dicotiledoneas,
monocotiledoneas y gimnospermas. Estos autores observaron que las regiones correspon-
dientes a las hojas C a la D y las hojas G y H son las més conservadas y que existian dos
motivos de secuencia altamente conservados: P-(X):3.14-G, donde la prolina y glicina son
los dos residuos estrictamente conservados en los dos dominios seglin el modelo canénico
y un segundo motivo G-(X)s-I-P-X-G. Por otro lado, observaron que en el dominio C-
terminal, el lazo EF ha tolerado largas inserciones de hasta 60 residuos, a lo largo de la
evolucion (insercion I1). Finalmente, el analisis del patrén intron/exdn de los genes de
vicilinas y leguminas mostré que al menos tres de las cinco posiciones de intrones en los

genes de vicilinas estdn conservadas en los genes de leguminas. Con todo esto se propuso
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que vicilinas y leguminas procederian evolutivamente de la duplicacion de un gen ancestral
comun formado por un tinico médulo o + .

Baiimlein et al. (1995) utilizaron los motivos altamente conservados, en busca de
posibles proteinas homologas compuestas por un tnico dominio. Encontraron que una
proteina de trigo, cuya sintesis coincide con el inicio de la germinacién, denominada
germina, presentaba estos dos motivos. La germina es una glicoproteina homohexamérica
con una excepcional resistencia a proteasas. Previamente Lane ef al. (1991) habian descrito
que las germinas estaban claramente relacionadas con las esferulinas 1a y 1b del hongo
myxomycete Physarum polyvcephalum. Al realizar el alineamiento de secuencia de estas
dos proteinas con los dominios N- y C-terminales de vicilinas y leguminas, se observo que
la homologia que presentaban se extendia a lo largo de todos los elementos estructurales.
El gen que codifica la germina no posee intrones, sin embargo, la esferulina tiene dos
intrones, la posicién del segundo intrén coincide exactamente con la posicidn del cuarto
intrén en el dominio C-terminal de las globulinas. Estos autores concluyeron que las
germinas y esferulinas representarian un estadio anterior a la duplicacion del dominio
unico ancestral, en la evolucion de los genes de las globulinas de la semilla. Aunque la
funcion exacta de las esferulinas no se conoce todavia, parecen estar implicadas en
procesos de deshidratacidon/hidratacion celular durante la esporulaciéon del hongo. La
esporulacion (en principio, similar a la maduracion de las semillas) permite una
eliminacién ordenada de agua en los tejidos, dando lugar finalmente a un ciste durmiente,
adecuado para la dispersion y capaz de sobrevivir en condiciones ambientales adversas.
Por otro lado, Lane et al. (1993) descubrieron que la germina de trigo tenia actividad
oxalato oxidasa convirtiendo el oxalato en CO, y H0O», y propusieron que el H>O»
generado podria promover la remodelacion de tejidos mediada por peroxisomas, lo que
facilitaria la entrada de agua durante la germinacién. El hecho de que ambas proteinas
tuviesen funciones relacionadas con procesos de deshidratacion e hidratacion celular llevo

a Batimlein ez al. (1995) a sugerir que las globulinas de las semillas de espermatofitos
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habrian evolucionado de un grupo de proteinas ancestrales funcionalmente implicadas en
€stos procesos.

Posteriormente, Braun et al. (1996) aislaron y caracterizaron proteinas de reserva de
las cicas que contenian en su secuencia los residuos estrictamente conservados del modelo
candénico. Las cicas son consideradas fosiles vivientes, ya que han sobrevivido 200
millones de afios de evolucion con muy pocos cambios. Solo estas plantas y otra
gimnosperma, Ginkgo biloba, producen células espermaticas moviles, proporcionando el
nexo de unién entre gimnospermas y helechos. La bisqueda de secuencias similares en el
banco de datos Swissprot revelé que, ademds de otras proteinas tipo vicilina, aparecia en
soja una proteina de union a sacarosa (Grimes ef al., 1992), denominada SBP (sucrose
binding protein). La comparacion directa de la canavalina con la SBP permitié sugerir una
estructura similar entre la SBP y las vicilinas, ademas esta proteina presentaba una precisa
conservacion de las cinco posiciones de intrones de la vicilinas, lo que sugirié que ambos
polipéptidos y sus respectivos genes estarian evolutivamente relacionados. La SBP es una
proteina de 62 kDa asociada a la cara externa de la membrana plasmatica de algunos tipos
celulares implicados en el transporte de sacarosa en cotiledones, hojas y el floema maduro
(Grimes et al.,1992; Overvoorde et al., 1996).

Las vicilinas y leguminas actuales estdn formadas por un conjunto de regiones
constantes y regiones variables, €stas ultimas ricas en 4cido glutamico y glutamina,
obviamente relacionadas con su funcion de reserva. El alineamiento de secuencias de
diferentes vicilinas y la SBP demostraron que la SBP carecia de estas regiones variables, lo
que Hevo a estos autores a sugerir que las globulinas actuales podrian haber derivado de un
ancestro como la SBP por inserciones de estas regiones variables ricas en glutdmico y
glutamina. Finalmente, Braun er al. (1996) agruparon todas estas proteinas, estructural-
mente relacionadas pero con funciones distintas, en una tinica superfamilia génica.

La busqueda de proteinas homologas en plantas sin semillas, que pudiera dar alguna
pista acerca del intermediario entre el modulo ancestral simple y el médulo duplicado de

las vicilinas y leguminas, llevd a Shutov ez al. (1998) al descubrimiento de una proteina
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tipo vicilina en el helecho Matteuccia struthiopteris, especifica de las esporas. Esta
proteina (MVP) presentaba las principales caracteristicas de la familia de vicilinas, ademas
contenia dos intrones que coincidian exactamente con la posicién de los intrones cuatro y
cinco de otras vicilinas. La secuencia de la MVP era muy similar a las vicilinas de
gimnospermas. La mayor diferencia observada entre la MVP y el resto de vicilinas fue su
lazo EF extremadamente corto en el dominio C-terminal. L.a comparacién de secuencias
indicd que entre todos los miembros de la superfamilia de globulinas, compuestos por dos
modulos, la MVP era la que mayor similitud de secuencia presentaba con las germinas y
esferulinas, lo que sugeria que la MVP representaba el ancestro de dos mddulos de las
globulinas de reserva y por tanto se podia considerar el eslabon molecular entre los
miembros de modulo unico (germinas y esferulinas) y los de dos médulos (Shutov ef al.,
1998).

La reciente publicacion de secuencias de genomas completos de arqueas y bacterias ha
provocado el desarrollo de gran variedad de nuevos analisis para el estudio de la evolucion
de genes y proteinas, en este sentido, Dunwell e al. (1998, 2000) utilizaron una secuencia
de nueve residuos H/THPRATEI (“germin box™) que se encuentra muy conservada tanto
en germinas como en esferulinas. El analisis de esta secuencia en las bases de datos reveld
que sdlo ciertos residuos estaban absolutamente conservados en todas las proteinas que lo
contenian, y que habia otro motivo a continuacién igualmente conservado formado por las
secuencias G(X)sHXH(X)1G y G(X)sP(X)sH(X)sN separadas por una secuencia de longi-
tud variable. Se utilizo la faseolina, cuya relacion estructural con las germinas y esferulinas
ya habia sido descrita, como referencia estructural, y se observo que estas dos secuencias
estaban contenidas en las hojas p C/D y G/H respectivamente, dentro de los dos barriles B
(N- y C-terminales) de su estructura. El espacio variable entre secuencias era equivalente a
las inserciones toleradas en el lazo EF (Gane e al.,1998).

Un nuevo analisis de estos motivos de secuencia en las bases de datos llevo a la
identificacion, por primera vez, de una serie de proteinas funcionalmente diferentes pero

que contenfan un dominio estructural comin, un barril B, tanto en procariotas como en
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eucariotas, lo que permitio trazar su evolucion desde bacterias y arqueas hasta eucariotas,
incluyendo animales y plantas superiores. Estas proteinas fueron agrupadas y acufiadas por
Dunwell et al. (2000) como superfamilia cupina.

Es un hecho que proteinas homoélogas pueden evolucionar hacia actividades
funcionales diferentes o relacionadas (Murzin, 1993), pero la serie cupina es posiblemente
unica en cuanto a la amplia gama de funciones que presentan las proteinas que forman
parte de esta superfamilia. Entre ellas hay enzimas (isomerasas, epimerasas, ciclasas,
oxidasas, descarboxilasas, deshidrogenasas), proteinas de unidén a diferentes moléculas
(auxinas, azicares, DNA) y también proteinas de reserva de la semilla. Dunwell ef al.
(2000) especulan que la protocupina ancestral fue una molécula pequefia
(aproximadamente 100 residuos), estable al calor, con capacidad de unir metales y de
unirse de forma no especifica a un amplio rango de moléculas. La estabilidad de la
estructura en hojas B permitié que a lo largo de la evolucién se reclutara esta estructura
para una variedad de propositos, dando lugar a proteinas funcionalmente distintas aunque

muchas de ellas relacionadas con la respuesta a estreses bidticos y abidticos.

1.5. Cambios en ¢l nucleo asociados al estado durmiente de las

semillas.

Durante la tltima etapa del desarrollo de la semilla, el contenido en agua de los tejidos
se reduce dramaticamente y la semilla entra en un periodo durmiente. Durante este estadio,
los componentes celulares deben ser protegidos frente a diferentes dafios inducidos por la
deshidratacioén, que incluyen, desnaturalizacion de proteinas, pérdida de integridad de las
membranas, y multiples dafios ocasionados por los radicales libres que se generan. Los
transcritos de los genes Lea y algunas sHSPs son muy abundantes en este ultimo periodo
del desarrollo, y podrian ejercer un pape! muy importante en la proteccion de los
componentes celulares frente al dafio inducido por la deshidratacion. Sin embargo, sélo

unas pocas proteinas asociadas a la deshidratacion se han localizado en el micleo, tales
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como Rabl7 (Goday et al., 1994), Tasl4 (Godoy et al., 1994), QP47 (Chiatante et al.,
1995), Rab28 (Niogret et al., 1996} y Perl (Stacy et al., 1999).

El nicleo contiene la informacidn necesaria para el desarrollo de un nuevo organismo,
por lo tanto cualquier dafio que se produzca en el DNA, la membrana nuclear o la
capacidad de producir los componentes ribosémicos en el nucleolo, podria ser critico para
la germinacion y el crecimiento posterior. Resulta obvio, por tanto, que los mecanismos
responsables de la proteccion de los componentes nucleares frente a la deshidratacion sean
de importancia vital durante la transicion de la vida embrionica a la vida vegetativa. Sin
embargo, el nucleo ha recibido escasa atencién en lo que se refiere a los mecanismos

implicados en la tolerancia a la deshidratacion.

1.5.1. Organizaciéon de la cromatina: el nucleosoma y estructuras de

orden superior

El nicleo eucariota estd fundamentalmente constituido por cromatina, una estructura
nucleoproteica que tiene como componente mas abundante el DNA y las histonas. La
unidad basica de la cromatina es el nucleosoma. El nucleosoma esta formado por 146 pb de
DNA enrolladas alrededor de un octdmero de histonas, que contiene dos moléculas de cada
una de las cuatro histonas internas H2A, H2B, H3 y H4. Ademas, el nucleosoma posee una
longitud variable de DNA, denominado DNA espaciador, que interacciona con una quinta
histona, H1. El octadmero de histonas posee una estructura tripartita, formada por un
tetrimero de dos copias de las histonas H3 y H4 flanqueado por dos dimeros H2A-H2B. La
determinacién de la estructura del octimero de histonas a 3.1A (Arents er al, 1991)
permitié identificar un motivo estructural denominado Aistone fold, conservado en las
cuatro histonas a pesar de la ausencia de similitud de secuencia entre ellas. El histone fold
estd directamente implicado en la formacion de heterodimeros de histonas asociadas a
través de un motivo denominado handshake, ast como en el ensamblaje de éstos para

formar el octamero de histonas. El motivo histore fold caracteristico de los dos tercios C-
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terminales de las histonas internas, estd formado por una hélice corta de 10 residuos
seguida de un lazo corto y una hoja 3, una larga hélice de 27 residuos, otro lazo corto y
otra hoja [ seguida de una ltima hélice corta de 10 residuos (Arents & Moudrianakis,
1993).

Posteriormente, el grupo de Richmond resolviod la estructura del nucleosoma a 2.8 A
de resolucion (Luger er al., 1997). Este Gltimo trabajo confirmé la estructura del octamero
de histonas aislado, afiadié algunos detalles sobre la estructura de las histonas y permitié
trazar la trayectoria exacta del DNA alrededor de las histonas.

El DNA en el nicleo eucariota se encuentra condensado en un factor de
aproximadamente 2000 a 10000 veces (Saitoh ez al., 1995). Esta compactacion se consigue
mediante pliegues del DNA que implican la interaccion con diferentes proteinas y
mantiene el DNA en una forma competente para la transcripcion, replicacion y reparacion.
Asi, se pueden distinguir distintos niveles de empaquetamiento del DNA. En primer lugar
el nucleofilamento de 10 nm de diametro, constituido por la sucesion de nucleosomas
conectados por el DNA espaciador. Ademas, por cada nucleosoma existe una molécula de
H1 que interacciona con el DNA espaciador generando una estructura plegada en una fibra
de 30 nm de didmetro (revisado en van Holde & Zlatanova, 1995). Esta fibra es estable en
el nicleo interfasico, y es la forma mas extendida del DNA en situacion fisiologica. La
fibra de 30 nm contiene seis nucleosomas por vuelta de solenoide, donde la histona Hl
queda en el interior y su presencia es critica para la formacién y el mantenimiento de esta
estructura. En el cromosoma interfasico las fibras de 30 nm se encuentran formando lazos
de 5-200 kb que estin unidos en sus bases a una estructura proteica denominada matriz
nuclear. En el anclaje de estos lazos a la matriz nuclear estan implicadas unas secuencias
de DNA especificas denominadas secuencias MAR (matrix attached regions) (Mirkovitch
et al., 1984; Hatton & Gray, 1999). Las secuencias MAR son regiones ricas en A+T vy se
localizan generalmente en las regiones reguladoras de los genes o en la regiéon 3° no

traducible, pero raramente en la region codificante.
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Durante la mitosis, los dominios en forma de lazo se organizan en el interior de ia
estructura del cromosoma metafésico, que supone el maximo grado de condensacidn del

DNA en el interior del niicleo.

1.5.2. Las histonas como participantes en la regulacién de la expresion

génica

Las histonas internas son proteinas de pequefio tamafio (11-15 kDa), de caracter
basico, altamente conservadas a lo largo de la evolucion. Cada una de las histonas internas
contiene el dominio estructurado correspondiente al motivo histone fold y una cola N-
terminal desestructurada. La elevada conservacion de la porcion central de las histonas que
contiene el motivo histone fold, se explica por su implicacion en las interacciones histona-
histona e histona-DNA implicitas en su papel estructural. Los dominios N-terminales de
las histonas han permanecido igualmente conservados a lo largo de la evolucion, sobre
todo en las histonas H3 y H4. Estas regiones no estructuradas contienen la mayoria de los
sitios de modificacion postraduccional, lo que refleja su papel esencial en la regulacion
génica, como se vera mas adelante.

La vision de las histonas como meros elementos estructurales ha cambiado en los
ultimos afios y en la actualidad se consideran elementos integrales y dinamicos de la
maquinaria responsable de la regulacién de la transcripcidn, asi como, probablemente de
todos aquellos procesos dependientes del DNA tales como la replicacion, reparacion,
recombinacion y segregacién cromosomal, funciones que desempefian mediante
interacciones especificas con otras proteinas.

Entre las proteinas que interaccionan con las histonas cabe destacar numerosos
silenciadores, correpresores o coactivadores, que en ocasiones se ven afectados por el
grado de modificacion postraduccional de los extremos N-terminales de las histonas
(Struhl, 1998; Strahl & Allis, 2000). Ademds, las histonas pueden unir otras proteinas con

diversas funciones, tales como chaperonas, durante el ensamblaje (Adams & Kamakaka,
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1999; Verreault, 2000) o remodelacién de la cromatina (McQuibban ef al., 1998; Ito ef al.,
2000). Sin embargo, en muchos casos, se desconoce la funcion de las proteinas que
interaccionan con las histonas (Bortvin & Winston, 1996; Borowski et al., 1999).

Las histonas sufren diferentes tipos de modificaciones postraduccionales en sus
extremos N-terminales tales como acetilacion, fosforilaciéon, metilacion, ADP-ribosilacién
y ubiquitinacién (van Holde, 1988). De todas estas modificaciones, la que mads atencion ha
recibido es la acetilacidn. En los dltimos afios han sido identificadas la mayor parte de las
enzimas responsables de la acetilacion (HATs) y desacetilacion (HDACs) de histonas, que
previamente habian sido identificadas como reguladores transcripcionales (revisado en
Grunstein, 1997; Struhl, 1998). Numerosos estudios han demostrado la importancia de esta
modificacién en la regulacion de diferentes procesos celulares tales como, el ensamblaje de
la cromatina {Smith & Stillman, 1991; Verreault et al., 1996), la regulacion de la
transcripcion (Tumer ef al, 1992; Braunstein et al, 1993), el silenciamiento
transcripcional y mantenimiento de la heterocromatina (Thompson ef al., 1994, Braunstein
et al., 1996).

Si se considera unicamente las fuerzas electrostaticas necesarias para el plegamiento
del polimero de cromatina, la acetilacidn, a través de la neutralizacion de cargas positivas,
y la fosforilacién de las histonas, mediante la adicién de cargas negativas, provocarian una
descondensacién de la fibra de cromatina (Roth & Allis, 1992). Sin embargo se han
descrito casos en donde el resultado de determinadas modificaciones provoca justo el
efecto contrario, por ejemplo, para la segregacion y condensacion de los cromosomas
durante la mitosis y la meiosis se requiere la fosforilacion de la histona H3 en la serina 10
y la serina 28 (Wei et al., 1999). Por ello, algunos autores coinciden en la idea de que
existiria lo que Strahl & Allis (2000) han denominado “cdédigo de histonas” (véase también
Lopez-Rodas ef al., 1993). Struhl & Allis (2000) proponen que las distintas modificaciones
de las histonas, en una o mas colas, actuarian de manera combinatoria o secuencial, dando
lugar a un codigo que seria reconocido por ofras proteinas que posteriormente

desencadenarian distintos procesos.
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Las colas N-terminales sobresalen de la estructura de la cromatina y constituyen
aproximadamente del 25 al 30% de la masa individual de cada histona (van Holde, 1988;
Wolffe & Hayes, 1999), de manera que proporcionan una superficie expuesta para la
posible interaccién con otras proteinas. Sin embargo las proteinas no histona pueden unirse
también a otros dominios. El motivo histone fold no es exclusivo de las histonas y podria
estar implicado en la dimerizacion de otras proteinas (Arents & Moudrianakis, 1995). El
uso de nuevos métodos en la busqueda de motivos en proteinas (Altschul er al., 1997;
Eddy, 1998) ha permitide ampliar el espectro de proteinas conocidas que poseen el motivo
histone fold (Sullivan et al., 2000). Algunas de las proteinas incluidas en la base de datos
generada (http://genome.nhgri.nih.gov/histones/) podrian unirse a las histonas a través del
histone fold. Por ejemplo, se ha sugerido que la proteina centromérica CENP-A, y la
proteina macro-H2A, una proteina no histona de rata, relacionada con H2A, sustituirian en
algunos nucleosomas a H3 y H2A, respectivamente (Wolffe & Pruss, 1996).

Finalmente destacar, que no solo las histonas sufren modificaciones. El DNA también
sufre modificaciones, de las cuales la mas frecuente es la metilacion de citosinas
(Robertson & Jones, 2000). Todas estas modificaciones de la cromatina, y sus
implicaciones en el metabolismo de la célula, ponen de manifiesto que la cromatina no es
simplemente una estructura estatica que sirve para compactar el DNA en el nticleo, sino
que constituye un sustrato activo para la maquinaria celular y una fuente importante de

regulacion de los procesos biologicos.

1.5.3. Proteinas ne histonas que modulan la estructura del DNA y actian

como elementos arquitectonicos en complejos nucleoproteicos

Para la catélisis y regulaciéon de una gran variedad de transacciones del DNA los
componentes activos resultan, con frecuencia, insuficientes para generar la estructura
adecuada del DNA, y se requieren factores accesorios, que faciliten la formacion de

determinadas estructuras nucleoproteicas. Proteinas como las HU asociadas a la cromatina
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en bacterias o las proteinas HMG1-/ike asociadas a la cromatina en organismos eucariotas,
constituyen ejemplos de proteinas que se unen al DNA y que pueden actuar como
elementos arquitecténicos en el ensamblaje de complejos nucleoproteicos de orden
superior (Grosscheld, 1995). Se cree que, al menos en parte, su actividad se basa en la
induccidn de cambios conformacionales en el DNA y en las proteinas.

En principio, la energia libre necesaria para deformar la hélice de DNA podria ser
proporcionada por la fuerza de las contactos proteina-proteina o proteina-DNA., Por
ejemplo, en E. coli, un simple dimero de la proteina AraC puede unirse a dos sitios no
adyacentes del promotor del operon de arabinosa con alta afinidad, formando un lazo
especifico de DNA (Lobell & Schleif, 1990). Sin embargo, hay situaciones en que las
interacciones son débiles, v en estos casos se requiere o bien una curvatura intrinseca en la
hélice de DNA, o bien la union de proteinas que generen la energia necesaria para la
deformacidn de la hélice. Estas proteinas arquitecturales moldean la hélice de DNA de
manera que adopta la conformacién adecuada para la interaccion, por ejemplo, entre
proteinas unidas a secuencias no adyacentes. Por otro lado, se ha observado que cambios
en la conformacion del DNA pueden estimular también el reconocimiento del DNA por
proteinas especificas e intensificar, por ejemplo, la activacion transcripcional (Schultz et
al., 1996; Zappavigna et al., 1996).

Como se ha comentado, entre las proteinas arquitecturales se incluyen las proteinas
HMG]-like de organismos eucariotas. Las proteinas HMGs forman una familia
heterogénea de proteinas cromosomales de pequefio tamafio, constituyendo el grupo de
proteinas no-histona més abundante y ubicuo del nicleo eucariota. Las proteinas HMGs
presentan una composicién de aminoacidos inusual. Contienen una alta proporcioén de
aminoacidos acidos y basicos, y son solubles en TCA 2% o PCA 5%. Las proteinas
HMG|-like representan un subgrupo de HMGs (Bustin & Reeves, 1996) y contienen un
motivo comin, de aproximadamente 75 residuos de aminodcidos, denominado “dominio
HMG”. Este dominio contacta predominantemente con ¢l surco menor del DNA (Bianchi,

1995; Read et al., 1995). Las proteinas con dominios HMG se pueden dividir en dos
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grupos atendiendo al grado de especificidad de secuencia y el nimero de dominios que
poseen (Grosschedl! ez al., 1994). Por un lado, las proteinas HMG1 y UBF (upstream-
binding factor) son proteinas ubicuas que contienen varios dominios HMG y no poseen
especificidad de secuencia o sdélo en pequefla medida. Por otro lado, factores
transcripcionales que contienen un tnico dominio HMG se unen a secuencias especificas
del DNA. Miembros de ambos grupos de proteinas con dominios HMG reconocen
estructuras deformadas de DNA e inducen curvaturas en un DNA lineal. Ademas, las
proteinas HMG1 son capaces de introducir superenrollamiento negativo en un DNA
plasmidico (Grasser et al., 1996; Ritt et al., 1998), y pueden actuar como elementos
arquitecténicos facilitando la formacion de estructuras nucleoproteicas complejas
(Grosschedl, 1995).

Las proteinas HU-/ike de bacterias presentan una gran similitud con las proteinas
HMGT1 en lo que respecta a sus propiedades funcionales y de unién al DNA. Ambas
proteinas se unen inespecificamente al DNA y le confieren flexibilidad. A pesar de su
relacion funcional, las proteinas HU-like y el dominio HMG presentan una estructura
completamente distinta. Mientras que las proteinas HU-/ike estan constitwidas por hojas
antiparalelas (Tanaka et al., 1984), el dominio HMG consta de tres hélices a (Weir et al.,
1993). Por tanto la similitud de estos dos tipos de proteinas no reside en la forma en que
interaccionan con el DNA sino en el resultado final de su interaccion.

Aunque el ensamblaje de varios complejos nucleoproteicos puede describirse como
modelos simples en dos dimensiones, las proteinas que inducen cambios en la estructura
del DNA también pueden estar implicadas en la formacién de estructuras o lazos
tridimensionales de DNA. El nucleosoma serfa el prototipo de este tipo de complejos
nucleoproteicos, en el cual aproximadamente 160 pb de DNA forman dos superhelices
alrededor de un niicleo compacto de histonas. Se ha sugerido que la unidn del factor
transcripcional UBF al promotor ribosomal ir vitro implica la formacién de una particula
como el nucleosoma en la cual el DNA se enrolla alrededor de UBF. La proteina UBF

contiene cinco dominios HMG y un dominio de dimerizacion, de manera que se¢ generan
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dimeros con diez dominios potenciales de unién al DNA. La digestién del complejo UBF-
DNA con DNasa I revel6 una periodicidad de corte de unas 10 pb muy similar al patrén
observado en el nucleosoma (Bazett-Jones ef al., 1994). Imagenes de espectroscopia
electrénica sugerian que el dimero UBF residia en el interior de un lazo de 200 pb. Sin
embargo, a diferencia del nucleosoma, ¢l complejo UBF-DNA poseia un nicleo de baja
densidad, consistente con la idea de que el lazo de DNA generado por UBF esta
estabilizado por una serie de curvaturas en fase del DNA, mas que por la formacion de un
ndcleo compacto de proteinas.

En muchos casos, estas proteinas arquitecturales pueden ser inmunoprecipitadas en los
complejos nucleoproteicos. Sin embargo, en algunos casos estas pueden jugar un papel
transitorio o catalitico en la formacién de estructuras nucleoproteicas compactas. Las
proteinas no especificas HMG1 y HU se ha propuesto que podrian actuar como chaperonas
de DNA uniéndose cooperativamente e incrementando uniformemente la flexibilidad del
DNA (Travers et al., 1994). De acuerdo con esta hipétesis, los complejos transitorios entre
el DNA vy las chaperonas serian rdpidamente desplazados por los componentes proteicos

del complejo final.

1.5.5. Cambios estructurales de la cromatina asociados a la transicién
estado durmiente/germinacion de las semillas y su relaciéon con la

tolerancia a la deshidratacién

Aungque se conoce en detalle la estructura de la cromatina a nivel del nucleosoma, esta
situacion contrasta con un absoluto desconocimiento a nivel de los cambios moleculares
que ocurren en la cromatina durante los procesos de desarrollo y germinacion de las
semillas.

Estudios de microscopia electronica sobre los efectos de la deshidratacidn en tejidos
vegetales capaces de sobrevivir a condiciones de deshidratacion extrema, tales como,

embriones maduros, la radicula durante el inicio de la germinacién o la planta de la
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resurreccion, han revelado que la cromatina estd sujeta a una fuerte y reversible
condensacion acompafiada de una parada en el metabolismo. Mientras que en los tejidos no
tolerantes a la deshidratacion, como por ejemplo los de plantulas de 72 horas después de la
imbibicién en maiz, se produce una condensacién irreversible de la cromatina de manera
que ¢sta pierde su integridad funcional y la capacidad de sintetizar mRNA y rRNA tras la
rehidratacion (Leprince et al., 1995). El proceso de descondensacién de la cromatina que
ocurre entre las 24 y 72 horas después de la imbibicion en maiz, y que implica cambios en
la compactacién de la cromatina, y en el contenido proteico, estaria, por tanto, asociado
con la perdida de tolerancia a la deshidratacién. Aunque en guisante no se han descrito
estudios similares, si se ha descrito que Gnicamente durante la germinacion, hasta 24 horas
después de la imbibicion, el guisante es tolerante a la deshidratacion (Bewley, 1979).
Algunos autores han sugerido que la histona H1 y otras proteinas no histonas, como QP47
(Chiatante et al., 1995), podrian estar implicadas en los cambios de estructura de la
cromatina durante los procesos de deshidratacion e hidratacion celular (Chiatante, 1991).
Por otro lado, datos obtenidos en nuestro laboratorio (Ull & Franco, 1986) muestran la
existencia de cambios en el espaciado nucleosomal entre semillas de guisante no
germinadas vy plantulas 62 HAI que estan de acuerdo con una disminucién de la

condensacion de la cromatina durante la germinacion.

1.6. Antecedentes de la proteina p16 de Pisum sativum

En estudios previos de nuestro laboratorio dirigidos a caracterizar los cambios que
ocurren en el nicleo durante la germinacion de la semilla de guisante, se estudiaron
cambios en la cromatina y enzimas implicados en la acetilacion de histonas tanto en
semillas no germinadas como en plantulas de guisante ( Ull & Franco, 1986; Sendra ef al.,
1988; Rodrigo & Franco, 1990; Ull et al., 1991; Mingarro et al., 1993).

Uno de los cambios dependientes de la germinacion observados fue la presencia de un

polipéptido que se aislaba junto con las histonas en extractos acidos de proteinas obtenidas
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de niicleos o cromatina purificada de ejes embrionarios de guisante no germinados. Se
observé que este polipéptido migraba en SDS-PAGE ligeramente retrasado con respecto a
la histona H4, con una movilidad electroforética compatible con una masa molecular
aparente de 16 kDa. Este polipéptido se denominé pl6. La proteina pl6 desaparecia a lo
largo de la germinacion y no se detectaba en extractos proteicos de tejidos adultos, por lo
tanto parecia una proteina nuclear especifica de embridn de guisante.

Se analizaron las propiedades de solubilidad propuestas para las proteinas HMG, y se
observd que aunque se extraia con HC1 0.25 M, pl16 no era soluble en TCA 2%. Por lo
tanto, no cumplia el criterio operativo de una proteina tipo HMG. Por otro lado, p16 no se
extraia junto con la histona H1, la cual es soluble en PCA 5%, sino que aparecia junto con
las histonas internas.

La proteina p16 fue purificada por electroforesis preparativa y electroelucién, lo que
permitio obtener anticuerpos policlonales. El suero utilizado a una dilucién 1/500,
detectaba una banda especifica tanto en extractos de proteina total, como en extractos
acidos de proteinas obtenidas a partir de nicleos purificados.

La interaccion de pl6 con la cromatina se puso de manifiesto mediante tres tipos de
experimentos.

(i) Digestion de nicleos con DNasa 1. La digestion del DNA nuclear con DNasa I resulta
en la liberacion de proteinas unidas a la cromatina. Las histonas, proteinas fuertemente
unidas al DNA, solo se liberan tras una larga digestion. Cuando se utilizé este experimento
para analizar el tipo de interaccion de pl6 a la cromatina se observé que la proteina p16
solo se liberaba de la cromatina a tiempos largos de digestidn y con posterioridad a que lo
hiciera la histona H1 e incluso las histonas internas H2A y H2B. Por tanto, parecia haber
una desestabilizacidn de la estructura nucleosomal antes de la liberacion de p16. Estos
resultados indicaban que p16 se une fuertemente al DNA, bien directamente o través de la
interaccion con las histonas internas.

(ii) Ensayos de entrecruzamiento con formaldehido. Con el objetivo de estudiar la posible

interaccion de pl6 con las histonas, se llevd a cabo un experimento de entrecruzamiento
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con formaldehido sobre nucleosomas aislados, en condiciones en que las proteinas que
estan proximas se entrecruzan entre ellas pero no con el DNA. Se observé la formacién de
un complejo que contenia pl6 junto con las histonas intemas. Este complejo no contenia
HI lo que sugeria que pl6 estaria mas proxima a las histonas internas que H1.

(iii) Obtencidon de nicleos en ausencia de agentes reductores. Para demostrar la posible
interaccion de pl6 con las histonas in vivo, se purificaron nicleos en un medio que
contenia iodoacetamida y en ausencia de agentes reductores para preservar los enlaces
disulfuro preexistentes. Dado que tanto la histona H3 como la proteina pl6 contienen un
residuo de cisteina, se pensd que si se encontraban préximas ambas proteinas podrian
entrecruzarse. Se observo la formacion de heterodimeros H3-p16 lo que indicaba de nuevo
que pl6 se encuentra proxima a las histonas internas en el niicleo de ejes embrionarios de

guisante no germinados.

1.6. Objetivos

La cromatina es un componente esencial de las células y su estructura debe ser
protegida de alguna manera durante el estado durmiente de las semillas. Los problemas
causados por un aumento de la fuerza iénica podrian ser especialmente importantes en el
nucleo donde el metabolismo depende de la estabilidad de la organizacién tridimensional
de la cromatina. A pesar del extremo déficit de agua, los tejidos del embridn permanecen
viables en la semilla seca y recuperan su actividad inmediatamente después del inicio de la
germinacién. Como ya se ha descrito, la eliminacion de agua durante la maduracion de la
semilla estd relacionada con una condensacién de la cromatina. Fsta sufre una
descondensacion durante el proceso de rehidratacion (Leprince ef al., 1995). A pesar de la
importancia de este proceso, apenas se ha investigado en esta drea y existe muy poca
informacién acerca de los mecanismos moleculares que favorecen la condensacion de la
cromatina durante la deshidratacion y permiten la reanudacién de las propiedades

funcionales de la cromatina tras la rehidratacion.
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Proteinas asociadas a la cromatina, especificas del embrioén y que desaparecen durante
la germinacion, como es el caso de plé, podrian tener un papel en el establecimiento,
mantenimiento o proteccion de la estructura de la cromatina, preservandola de la pérdida
dramética de agua que sufren las semillas al final de la embriogénesis. En este sentido,
resultaba interesante el estudio en detalle de las caracteristicas de esta proteina y su posible
funcién asociada a la cromatina.

Para abordar este trabajo nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Aislamiento y caracterizacién del cDNA que codifica la proteina p16.

2. Estudio de la regulacién de la expresion del gen que codifica la proteina pl6
durante el desarrollo embrionario y la germinacidn.

3. Estudio de la interaccion de la proteina p16 con los componentes de la cromatina,

histonas y DNA.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Material biologico

2.1.1. Material vegetal

Las semillas de guisante (Pisum sativum, cv. Lincoln) se obtuvieron localmente de
“Semillas E. Noguera ¢ hijos”. Esta variedad es facil de conseguir en el mercado y presenta

una alta tasa de germinacidn en cualquier periodo del afio.

2.1.1.1. Imbibicién de las semillas

Para la desinfeccién e imbibicion de las semillas, éstas se sumergieron en etanol 96%
durante 30 segundos, se lavaron con agua desionizada y se dejaron durante 10 minutos en
lejia comercial depurada al 12,5% (v/v) en agua. Se lavaron varias veces con agua
abundante sumergiéndolas finalmente en un volumen grande de agua desionizada, en una

cubeta tapada con papel de aluminio, a 4°C durante 20 horas.

2.1.1.2. Germinacién de las semillas y tratamientos

Las semillas embebidas se pusieron a germinar en bandejas, sobre papel de filtro
empapado y tapadas con papel humedecido, a 28°C en oscuridad, Semillas de distintos
tiempos durante la germinacidén y crecimiento posterior de la plantula, se sometieron a
sequia o fueron tratadas con ABA o sorbitol. Para ello se dispusieron en placas petri de
14 cm, sobre papel de filtro seco, o bien se aplicé sobre cada semilla 100 pl de una
solucion 100 pM de ABA o 1,5 M de sorbitol. En la placa control se aplicaron 100 pl de

agua desionizada sobre cada semilla. El tratamiento de herida se realizé sobre plantulas
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HAI 18 pinchando dos veces con una aguja el eje embrionario. En todos estos tratamientos
la temperatura se mantuvo constante a 28°C y en oscuridad. Los tratamientos a bajas y
altas temperaturas se realizaron sobre plantulas HAI 18, que se dispusieron en placas petri
sobre papel de filtro humedecido, en una cémara a 4°C o en una estufa a 40°C. Todo el
material vegetal fue congelado con nitrégeno liquido y almacenado a —80°C hasta el

momento de su analisis,

2.1.1.3. Crecimiento de las plantas y tratamientos

Para los tratamientos sobre planta adulta, las semillas una vez embebidas, se
sembraron en vermiculita estéril y se pusieron a germinar a 28°C en la oscuridad. A los
cuatro dias las plantulas se pasaron a una camara de cultivo con un fotoperiodo de 16 horas
de luz, 8 horas de oscuridad y se regaron con fertilizante mineral liquido para jardineria
(Gesal). Tras 9 dias, las plantas fueron sometidas a sequia, colocandoias en una bandeja
sobre papel de filtro seco, o tratamiento con ABA, sumergiendo las raices en una solucion
200 pM de ABA en un vaso de precipitados y rociando el resto de la planta varias veces
con la misma solucion de ABA. Al cabo de 24 horas después del tratamiento se congelaron
con nitrogeno liquido por separado hojas, raices y tallos.

Para obtener muestras durante la embriogénesis, las semillas embebidas, se sembraron
en vermiculita estéril y al cabo de una semana se transplantaron a macetas individuales
desinfectando las raices y los cotiledones con Benomilo al 0,5% (p/v). Las plantas se
regaron con solucion nutritiva Hoagland n° 1 suplementada con oligoelementos de Hewitt
(Carbonell & Garcia-Martinez, 1980) y se crecieron en invernadero bajo condiciones de
luz natural y temperaturas entre 28°C durante ¢l dia y 17°C durante la noche. Entre 45 y 50
dias después de la siembra aparecieron las primeras flores que se marcaron en €l momento
de antésis. Se recogieron muestras periédicamente durante el desarrollo. Todo el material
vegetal fue congelado con nitrégeno liquido y almacenado a —80°C hasta el momento de su

analisis.
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Para determinar el peso fresco, el peso seco y el contenido de agua de la semilla
durante su desarrollo, se tomaron 25 semillas que se pesaron conjuntamente para
determinar el peso fresco medio por semilla. Estas mismas, se mantuvieron a 80°C durante
24 horas, tras lo cual se determind el peso seco medio por semilla. Esta operacién se
realizd en un pesasustancias para evitar la rehidratacion de la muestra. Finalmente, se

calculo el contenido de agua promedio.

2.1.2. Manipulacién de Escherichia coli

2.1.2.1. Cepas de E. coli

La cepa DHS a se utilizo de forma rutinaria en diferentes etapas durante el aislamiento
y manipulacion de plasmidos, asi como para su almacenamiento en glicerol 15% a —80°C.
Para la obtencidn de proteinas recombinantes se transformd una cepa especial para
expresion, BL21(DE3) pLysS (Invitrogen). Esta cepa se caracteriza por tener un bajo nivel
de proteasas y por la inhibicion de la expresién basal de la proteina recombinante, de forma

que su expresion solo se induce en presencia de IPTG (Boehringer Mannheim).

2.1.2.2. Condiciones de crecimiento

Para el crecimiento de E. coli se utilizé el medio LB liquido [triptona 1% (p/v)
(DIFCO), extracto de levadura 0,5% (p/v)} (Pronadisa), NaCl 1% (p/v)] o sdlido,
afiadiendo 2% (p/v) de agar bacteriologico (Pronadisa). Todos los medios se esterilizaron
en autoclave durante 20 minutos a 1 atm de presion. Cuando las células de E. coli fueron
transformadas con plasmidos se afiadio al medio de cultivo los antibidticos requeridos.
Para la cepa DH5a ¢l medio LB se suplementé con ampicilina, a una concentracion final

de 50 pg/ml, esterilizada por filtracién (Boehringer Mannheim). Cuando se utilizé la cepa
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BL21(DE3) pLysS, el medio LB se suplementé con ampicilina 100 pg/ml y cloranfenicol
30 pg/ml (Boehringer Mannheim). Para la induccion de la expresion de proteinas se afadio
al medio IPTG a una concentracion final de 1 mM. En algunos casos, los medios s6lidos en
placa petri se suplementaron con 50 pl de IPTG 2% (p/v) y 50 pl de X-gal 2% (p/v).

Las células se crecieron a 37°C en todos los casos, excepto en los experimentos de

expresion, donde tras la induccion con IPTG se continud el cultivo a 30°C.

2.1.2.3. Preparacién de células competentes y transformacién de E. coli

Para la transformacion, se prepararon células competentes mediante el tratamiento con
cationes divalentes, siguiendo el procedimiento descrito en Ausubel et al. (1993). La
transformacion con DNA plasmidico se realizé6 por choque térmico a 42°C durante 45

segundos de forma convencional siguiendo el protocolo original de Hanahan (1983).

2.2, Aislamiento del cDNA que codifica la proteina p16

2.2.1. Construccion y rastreo de una genoteca de cDNA de e¢jes

embrionarios de guisante

Para la construccién de la genoteca de cDNA se partid de 2 gramos de ejes
embrionarios de guisante 30 DAF y se realiz6 una extraccién de RNA total (apartado
2.5.1). El RNA rico en colas poli (A) se aislé a partir de 1 mg de RNA total utilizando el
kit de promega PolyATtract mRNA isolation system IIl. A partir de 5 pg de mRNA se
sintetizaron los cDNA correspondientes, €stos se clonaron direccionalmente a los brazos
del vector A-ZAP, y se empaquetaron mediante Gigapack® II Goldpackaging extract
(Stratagene), siguiendo las recomendaciones del fabricante. El titulo de la genoteca
obtenida fue 2.5 x 10° p.fu. pl’. La genoteca de cDNA fue rastreada con el anticuerpo de

p16. 5 x 10* fagos se incubaron con la cepa XL-1-Blue, se sembraron en placas petri y se
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dejaron durante 5 horas a 42°C. A continuacién, sobre la superficie de las placas se
depositaron filtros de nitrocelulosa impregnados de una solucion 10 mM de IPTG vy se
mantuvieron durante 3,5 horas a 37°C para inducir la expresién de las proteinas
heterélogas. Los filtros se revelaron con un protocolo similar al del analisis mediante
Western blot (apartado 2.6.5), a excepcion de las concentraciones utilizadas de anticuerpo
de pl6 (dilucion 1:100) y anticuerpo secundario de cabra anticonejo conjugado a
peroxidasa de Promega (dilucién 1:3000). Tras sucesivas rondas de rastreo con el
anticuerpo se aislaron y purificaron 20 clones que daban reaccién con el anticuerpo. Los
insertos fueron escindidos del vector A-ZAP y propagados en el fagémido resultante
pBluescript IT SK(+/-), segiin las instrucciones del fabricante. El tamafio de los insertos se
determind por digestion con los enzimas de restriccion EcoRI y Xhol. Cinco de ellos

fueron analizados observandose que contenian insertos de aproximadamente 1.7 kb.

2.2.2. Secuenciacion del DNA

La secuenciacién de dos de los clones de cDNA obtenidos del rastreo de la genoteca
con el anticuerpo de pl6, se realizd mediante el método de terminacién de cadenas con
dideoxinucledtidos (Sanger ef al., 1977), utilizando el sistema fmol™ DNA sequencing
System (Promega). Como is6topo radiactivo se utilizé [a-S]-dATP (1000Ci/mmol,
Amersham). Como cebadores se utilizaron la secuencia del promotor de la RNA
polimerasa del fago T7 (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3") vy la del promotor de la
transcriptasa reversa (5’-GGAAACAGCTATGACCATG-3’) presentes en el vector p-
Bluescript (Stratagene). La secuenciacion se continué en las dos direcciones. Para ello se
utilizaron oligonucledtidos basados en la secuencia del ¢cDNA a medida que éste se
analizaba. A la secuencia de cDNA obtenida se le asigné el nombre de psp34 (pea seed

protein).
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2.3. Subclonado del cDNA que codifica a p16

2.3.1. Diseiio de construcciones

El cDNA que codifica p16 se clono en dos vectores de expresion diferentes. En ambos
casos se siguid el mismo proceso para la obtencion de la construccion adecuada.
(i) Se amplifico por PCR el ¢cDNA que codifica a p16 utilizando como molde el cDNA
pspi4.
(i) El producto de PCR fue purificado por electroforesis preparativa y subclonado
directamente en el vector pGEM-T.
(iii} El plasmido pGEM-pl6 se digirié con el enzima Xhol, y ¢l ¢cDNA de pl6 con
extremos Xhol se purificéd por electroforesis preparativa.
(iv) Para la expresion de pl6é fusionada a GST se utilizé el plasmido pGEX4T-1
(Pharmacia Biotech), que fue linealizado con Xhol, purificado por electroforesis
preparativay ligado al cDNA de p16 con extremos Xhol.
(iv’) Para la expresion de p16 fusionada a cola de histidinas se utilizé el pldsmido pRSETA
(Invitrogen) linealizado como en el caso anterior con Xhol, purificado por electroforesis
preparativa y ligado al cDNA de p16 con extremos Xhol.

A continuacidn se describira con detalle cada uno de las técnicas utilizadas en este proceso.

2.3.2. Purificacion de plasmidos de E. coli

Para el aislamiento a gran escala del plasmido, PBS-psp34, se siguid el procedimiento
clasico descrito por Sambrook et al. (1989), aunque se introdujo un paso intermedio de
precipitacion del RNA con LiCl 2,5 M, y una digestion con RNasaA 0,02 mg/ml
(Boehringer Mannheim) durante 1 hora a 42°C.

En diferentes etapas durante el proceso de subclonado del cDNA de pl6 se han

utilizado otros dos métodos de obtenciéon de plasmidos. Por un lado, para el analisis de
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gran cantidad de clones, se utiliz6 un método rapido de obtencidn de plasmidos
(Berghammer & Auer, 1993). A pesar de que el grado de pureza de esta extraccion es bajo,
los enzimas de restriccion digieren estos plasmidos sin problema, lo cual permite el andlisis
rapido y barato de gran cantidad de clones en la bisqueda de la construccion deseada. Una
vez seleccionado el clon positivo se utilizo el kit Q/Aprep Spin Miniprep de QIAGEN,
para el aislamiento del plasmido a pequefia escala, siguiendo las instrucciones del
fabricante. La calidad de esta extraccion es necesaria para la posterior secuenciacion del

plésmido y transformacién de E. Coli.

2.3.3. Reacciones de PCR

Para la amplificacion por PCR del cDNA que codifica p16 se utilizé como molde el
cDNA de psp54y se disefiaron los oligonucledtidos: 5’-CCCCTCGAGATGTCTAGACA
AAAAAAGATG-3’ y 5’-CCCCTCGAGTCACACAACAGCACGAC-3’, conteniendo en
su extreme 5’ tres citosinas y la secuencia diana del enzima de restricciéon Xhol,
seleccionada para su posterior clonacién. La reaccién en cadena de la polimerasa se realizé
en un termociclador Eppendorf. La mezcla de reaccion contenfa 10 ng de DNA molde
(PBS-psp54), 1 uM de cada oligonucledtido, dNTPs 0,25 mM, 1x tampdén de PCR
comercial, MgCl; 1,5 mM y 1 unidad de Taq polimerasa, en un volumen final de 50 ul. El
programa utilizado fue el siguiente: 2 minutos de desnaturalizacién inicial a 94°C, 25
ciclos de amplificacion (1 minuto a 94°C, 1 minuto a 50°C, 2 minutos a 72°C) y una

extension final de 10 minutos a 72°C.

2.3.4, Reacciones enzimaticas

El producto de PCR fue purificado por electroforesis preparativa (apartado 2.3.5) y
subclonado directamente en el vector pGEM-T (Promega), aprovechando el residuo de

adenina que deja en los extremos 3’ la Taq polimerasa utilizada. Este pldsmido permite la

35



Materiales y Métodos

seleccion por color de clones positivos (plasmido mas inserto) en placas IPTG/X-gal. En
todos los casos se utilizé la T4 DNA ligasa y una relacion molar inserto a plasmidode 3 a
1, segun sugiere Revie ef al. (1988) para insertos pequefios (menores de 0.3 kb). Las
reacciones de ligacion se llevaron a cabo durante 4 horas a temperatura ambiente, o toda la
noche a 16°C.

Para la clonacion del cDNA de p16 en los diferentes plasmidos de expresion se digirié
con Xhol tanto el plasmido recombinante pGEM-T-p16 como los plasmidos de expresion
seleccionados. Posteriormente, con el fin de determinar la presencia de inserto (en este
caso el cDNA de pl6), asi como su orientacién en los plasmidos de expresion, se
realizaron digestiones con diferentes enzimas de restricciéon. En todos los casos, se digirié
con 5 unidades de enzima por pg de DNA, en el tampén comercial indicado y un volumen
final de reaccién al menos 10 veces el volumen de enzima utilizado, La duracion de la
incubacion fue de 1 hora a la temperatura Optima del enzima. La cantidad de DNA se
estimo por comparacion con el patrén A-HindIll (Promega), preparado a una concen-

tracion de 0,1 mg/mi.

2.3.5. Electroforesis en gel de agarosa y purificacion de fragmentos

Para geles analiticos se utilizo el tampon TBE [Tris-HCI 89 mM, acido bdrico 89 mM,
EDTA 2 mM, pH 8,0] y para geles preparativos el tampén TAE [Tris-HCI 40 mM, acido
acético 20 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0]. Tanto el gel como el tampén contenfan bromuro de
etidio a una concentracion final de 0,5 ug/ml en geles analiticos y de 0,1 pg/ml en geles
preparativos. En ambos casos la concentracion de agarosa vari¢ entre 0,7-1,2% (p/v)
dependiendo del tamafio del DNA.

Las muestras de DNA se prepararon afiadiendo tampodn de carga 6x [sacarosa 40%
(p/v), azul de bromofenol 0,05% (p/v), EDTA 100 mM]. Los geles se corrierona 100 V.

El aislamiento de fragmentos tras la electroforesis preparativa se realiz6 mediante el

kit QIAquick Gel Extraction de QIAGEN y se siguieron las instrucciones del fabricante.
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2.4. Anilisis genomico de psp54 de Pisum sativum

2.4.1. Preparacion de DNA genémico

La extraccion de DNA se realiz6 siguiendo el método descrito por Michaels et al.
(1994). Se utilizé6 como material vegetal 2 gramos de hojas jovenes que se trituraron en un
mortero en presencia de nitrogeno liquido, el tejido se homogeneizd en 5 ml de tampén de
extraccion [NaCl 0,25 M, Tris-HCI 50 mM pH 8,0, EDTA 20 mM, SDS 0,5% (p/v), B-
mercaptoetanol 0,25% (v/v)), y se agité durante 5 minutos a 60°C. Se afiadieron 3 ml de
fenol y se agité 5 minutos mas a 60°C. Se afiadieron 3 ml de cloroformo y se centrifugd a
15000g durante 10 minutos. A la fase acuosa se afiadieron 0,35 volumenes de etanol
absoluto y se incubo 20 minutos en hielo, en estas condiciones se consigue la precipitacion
de los polisacaridos. Los polisacaridos inhiben la actividad de enzimas de restriccion,
ligasas, etc., utilizadas posteriormente para modificar el DNA. Se centrifugdé de nuevo y
los acidos nucleicos se precipitaron con 1 volimen de isopropanol durante 15 minutos a
temperatura ambiente. El precipitado se lavé con etanol 80%, se secd, se disolvio en 3 ml
de tampon TE [Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM], y se trato con RNasa A 1 pug/mi
durante 1 hora a 37°C. El DNA fue precipitado con 1/3 voliimenes de 8 M acetato aménico
vy 2,5 volimenes de etanol 100% durante 15 minutos a temperatura ambiente, El DNA
precipitado se disolvié en 1 ml de agua estéril y se cuantific por determinacién de la

absorbancia a 260 nm en un espectrofotémetro Shimadzu UV, modelo 160A.

2.4.2. Analisis mediante Southern blot

El DNA gendmico fue digerido {10 pg/digestion), con los enzimas de restriccion Bell,
Bglil, EcoRV, Kpnl y EcoRI. Los fragmentos resultantes se separaron por electroforesis en
gel de agarosa al 0,7% {p/v) en tampon TBE 1X. El gel se traté con HC1 0,25 M durante 15

minutos, se desnaturalizé incubando dos veces durante 15 minutos con una solucién
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desnaturalizante [NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M], y finalmente se incubd 20 minutos con una
solucién neutralizante [NaCl 1,5 M, Tris-HCl 1| M pH 8,0]. Finalmente, se transfirié en
SSC 10X [NaCl 1,5 M, citrato trisédico 150 mM, pH 7,0] a una membrana de nylon
Hybond-N (Amersham) siguiendo el procedimiento descrito por Southern, (1975), y
detaliado en Ausubel et al. (1993). E1 DNA se entrecruzé a la membrana mediante
irradiacion ultravioleta (150 mJoule) en un GS Gene linker UV chamber (Bio-Rad).

2.4.3. Marcaje radiactivo y purificaciéon de la sonda de cDNA psp54

El DNA utilizado como sonda fue el fragmento Apal/Spel del cDNA de psp54. 25 ng
de DNA se marcaron con [o->P]dCTP (3000Ci/mmol, Amersham), mediante el método de
cebadores al azar (Feinberg & Volgelstein, 1983), utilizando el kit Random Primed DNA
labelling (Boehringer Mannheim). La sonda se purificé de los dANTP marcados no
incorporados, en una columna de exclusion MicroSpin™ S-300HR columms (Amersham
Pharmacia Biotech) siguiendo las instrucciones del fabricante. La sonda se desnaturalizo a

100°C durante 10 minutos antes de afiadirla a la solucién de hibridacion.

2.4.4. Hibridacién y autorradiografia

La membrana de nylon fue prehibridada e hibridada a 65°C en las condiciones
descritas por Church & Gilbert (1984). La membrana se prehibridé durante 10 minutos en
solucion PSE [fosfato sédico 0,3 M pH 7,2, SDS 7% (p/v), EDTA 1 mM)]. La hibridacién
se llevd a cabo en la misma solucion pero en presencia de la sonda radiactiva, durante toda
la noche, en una estufa de hibridacion (Amersham Pharmacia Biotech). Posteriormente la
membrana se lavd dos veces, durante 5 minutos a 65°C en una solucion [Na,HPO,; 40 mM
pH 7,2, SDS 5%, EDTA 1 mM]; seis veces durante 5 minutos a 65°C en una solucién
[Na;HPQ4 40 mM pH 7,2, SDS 1%, EDTA 1 mM]; y durante 20 minutos adicionales en

este tltimo tampon. Todos estos lavados se realizaron con agitacion constante.
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La membrana se expuso a una pelicula Kodak sensible a rayos X (Kodak XAR-5), a
-80°C, en un estuche Hypercasserte™ (Amersham) con pantalla intensificadora, durante
1-2 dias de exposicion. El revelado se realizo manualmente: (i) la pelicula se introdujo en
la solucion reveladora Roentogen (Tetenal) de 30 segundos a 2 minutos, (ii) se pasé a una
cubeta con H20O durante Iminuto, y finalmente, (iii) se introdujo en una cubeta con la

solucion fijadora Agefix (AGFA)) durante 2 minutos .

Todas las disoluciones y el material utilizado en la manipulacion de DNA se

autoclavaron durante 20 minutos a 1 atm de presion.

2.5. Aislamiento y analisis de RNA

2.5.1. Preparaciéon de RNA total de plantas

La extraccion de RNA se basé en el método fenol/SDS descrito en Ausubel et al.
(1993). El material vegetal fue triturado en mortero con nitrogeno liquido. El polvo
resultante se transfirid a un tubo estéril que contenia tamp6n de extraccion [Tris-HC1 180
mM pH 8,2, LiCl 90 mM, EDTA 4,5 mM, SDS 1% (p/v)] en proporcién 10 ml/gr tejido y
fenol (3 ml/gr tejido). Se agitd y se afiadio cloroformo (3 ml/gr tejido). El homogeneizado
se incubd 20 minutos a 50°C y se centrifugd a 17700g durante 20 minutos a 4°C. La fase
acuosa fue extraida una vez mas con fenol/cloroformo, y otra con cloroformo solo. El RNA
fue selectivamente precipitado con LiCl 2 M toda 1a noche a 4°C. El precipitado se recogid
por centrifugacion a 15300g durante 20 minutos a 4°C y se disolvié en H,O (2 ml/gr
tejido). Se realizd una segunda precipitacion con LiCl 2M durante 2 horas a 4°C y
finalmente el RNA se recuperd por centrifugacion a 12100g durante 20 minutos. El
sedimento se disolvié en H,O ( 6,5 ml/gr tejido). La concentracion de RNA se determind
por absorbancia a 260 nm, y su integridad se comprob6 mediante observacién de los RNAs

ribosomicos en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio. El RNA se repartié en
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alicuotas, se precipité con 0.1 voliimenes de acetato s6dico 3 My 2 volumenes de etanol

100%, y se almacené a -80°C hasta su utilizacion.

2.5.2. Analisis mediante Northern blot

El RNA total (10 pg) se separd por electroforesis desnaturalizante en gel de agarosa
1% (p/v) en tampén MAE 1X [MOPS 20 mM, acetato sédico S mM, EDTA 1 mM, ajus-
tado a pH 7,0 con NaOH ] y 2,2 M de formaldehido. Las muestras se prepararon afiadiendo
4 volimenes de tampon de RNA 1,25 X [ 2,2 ml formamida, 0,8 ml formaldehido, 0,5 ml
MAE 10X, 0,4 ml glicerol 8%, 0,1 ml azul de bromofenol 2% (p/v)], para visualizar el
RNA ribosomico se afiadi6 al tampon de RNA, bromuro de etidio a una concentracion
final de 0,05 ug/ul. La electroforesis se corrid a 100 V.

La transferencia de RNA a membrana de nylon Hybond-N se realizé en tampdn
SSC 5X, como se describe en Ausubel er al. (1993). El RNA se entrecruzé a las
membranas mediante irradiacion ultravioleta (150 mloule)} en un GS Gene linker UV

chamber (Bio-Rad).

2.5.3. Marcaje de la sonda, hibridacién y autorradiografia

Fl marcaje de la sonda, la prehibridacion e hibridacion de las membranas se realizo en
las mismas condiciones indicadas en el apartado 2.4, asi como los lavados, exposicion de

las membranas y revelado.

Todas las disoluciones y el material utilizado en la manipulacién del RNA se

esterilizaron durante 1 hora a 2 atm de presion , y en todo momento se trabajé con guantes.
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2.6. Aislamiento y manipulacion de proteinas

2.6.1. Extraccién de proteina total

Para la extraccion de proteina total de diferentes tejidos vegetales se siguid el método
descrito por Rivin & Gruth (1991). El material vegetal se triturd en mortero con nitrogeno
liquido y se homogeneizo en el tampon de extraccion [Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, SDS 1%
(p/v), urea 2 M, PMSF 1 mM, B-mercaptoetanoi 0,6% (v/v)] en proporcion 5 ml/gramo de
tejido. El homogeneizado se sonicod durante 3 minutos en hielo y se centrifugd a 17500g
durante 15 minutos. El sobrenadante se precipité afiadiendo TCA a una concentracion final
del 25% (v/v) durante 1 hora a 0°C . El precipitado se recuperd por centrifugacion a
17500g durante 10 minutos en frio, se lavé una vez con acetona:HCl (60:1) y dos veces
con acetona deshidratada. Finalmente, ¢l precipitado de proteinas se seco en una bomba a

vacio.

2.6.2. Fraccionamiento subcelular

Ejes embrionarios de guisante se homogeneizaron en tampon ME-6 [MES 10 mM pH
6,0, sacarosa 0,3 M, CaCl> 8 mM, MgCl, 8 mM, glicerol 20%, PMSF 0,7 mM] en
proporcidn 10 ml/gramo de tejido. Posteriormente se afiadid Triton X-100 a una concen-
tracion final de 0,75% (v/v) y se incubd durante 1 hora a 4°C en agitacion. Este
homogeneizado se filtrd a través de muselina y filtros de nylon de un tamafio de poro
descendiente: 200, 100, 54 y 20 um. El sedimento de la centrifugacién a 800g constituye
una fraccién nuclear cruda que se purificéd segun se describe en el apartado 2.6.3.1. El
sobrenadante obtenido tras la sedimentacién de los nucleos se centrifugd a 10000g durante
10 minutos y finalmente, et sobrenadante del0000g se centrifugé a 100000g durante 1
hora. Para analizar la presencia de p16 en las diferentes fracciones subcelulares, la fraccion

nuclear purificada y los sedimentos de 10000g y 100000g fueron extraidos con acido
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(HCI 0,25 M). Las proteinas presentes en el sobrenadante de 100000g se precipitaron con
acido triclorodcetico a una concentracion final del 25% (v/v). Las proteinas obtenidas de

las diferentes fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE y Western blot.

2.6.3. Extraccion de proteinas nucleares de Pisum sativum

2.6.3.1. Aislamiento de nicleos

En el apartado anterior se ha descrito la obtencién de una fraccion nuclear cruda a
partir de ejes embrionarios de guisante. Posteriormente, los nucleos obtenidos se
purificaron por centrifugacién en un gradiente de percoll siguiendo el método descrito por
Ull & Franco (1986). Para ello los niicleos se depositaron sobre un gradiente de percoll al
30, 60 y 90% en tampon ME-6 situado sobre un colchéon de sacarosa 2,3 M, y se
centrifugaron a 800g durante 3¢ minutos. Los nicleos se recogieron con ayuda de una
pipeta pasteur entre la capa de percoll 90% y el colchén de sacarosa. Todo el proceso se

realizd a 4°C.

2.6.3.2. Extraccién de proteinas solubles en acido

Las proteinas solubles en acido de ntcleos purificados, se extrajeron con HCI a una
concentracion final de 0,25 M durante 2 horas a 4°C. Las proteinas solubles en acido se
recogieron mediante centrifugacion a 16000g durante 10 minutos y se precipitaron con
ocho volumenes de acetona toda la noche a —20°C. Las proteinas precipitadas se recogieron
mediante centrifugacion a 18900g durante 15 minutos, los sedimentos se lavaron dos veces
mas con acetona deshidratada y se secaron. Las muestras se almacenaron a 4°C en

fiambreras con silicagel hasta el momento de su analisis.
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2.6.4. Inmunolocalizacién de p16 en nucleos aislados

Nucleos purificados en gradiente de percoll se fijaron con Lowicryl K 4M y se
polimerizaron en capsulas de gelatina. Secciones finas de 94 nm de espesor se procesaron
tal y como describen Bendayan ef al. (1987) para la inmunolocalizacién con particulas de
oro. Las muestras se trataron con el anticuerpo de p16 utilizando una dilucién 1/5000, o
bien con el suero preinmune como control, en el tampén de inmunodeteccion [NaCl 0,23
M, BSA 0,1%, Tris-HC1 20 mM, pH 7,4] conteniendo suero fetal bovino a una
concentracién del 1%. Como anticuerpo secundario se utilizaron inmunoglobulinas de
cabra anticonejo conjugados a particulas de oro (10 nm, Sigma) diluido diez veces en el
tamp6n anterior pero conteniendo Tween 20 0,05% y suero fetal bovino 5%. Tras los
lavados con el tamp6n de inmunodeteccion , las muestras se lavaron con agua destilada y
se tifieron con acetato de uranilo. Las preparaciones se examinaron y fotografiaron en un

microscopio electrénico Philips modelo CM-10.

2.6.5. Electroforesis y analisis Western blot

Los extractos de proteinas se disolvieron en el tampén de muestras de SDS [Tris-HCI
62,5 mM pH 6,8, glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v), azul de bromofenol 0,002% (p/v), B-
mercaptoetanol 5% (v/v)] habitualmente a 5 pg/ul y se aplicaron en cada pocillo 25 ug de
proteina.

Las proteinas procedentes de diferentes extractos se separaron en geles de
poliacrilamida 15% (p/v) en presencia de SDS, siguiendo basicamente el método descrito
por Laemmli (1970). Los geles se tifieron con azul Coomassie y en ocasiones con plata
(Wray et al., 1981).

En el analisis mediante Western blot las proteinas de los geles se electrotransfirieron a
membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) utilizando el tampén [metanol 20% (v/v), glicina
192 mM, SDS 6,1% (p/v), Tris-HC1 25 mM pH 8,3]. La transferencia se llev a cabo en el
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sistema Trans-blot (Bio-Rad). Las membranas de nitrocetulosa se bloquearon en TBS
{Tris-HC1 20 mM pH 7,6, NaCl 150 mM] con 5% de leche en polvo desnatada (TBSL),
durante 1 hora. El anticuerpo de pl6 se utilizd rutinariamente a una dilucién 1:500 en
TBSL. Las membranas se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo primario, v se
lavaron tres veces durante 10 minutos en TBSL, el primer lavado se prepard afiadiendo
tween-20 0.1% (v/v) (TTBSL). Los anticuerpos secundarios utilizados fueron de cabra-
anticonejo conjugados con peroxidasa (dilucién 1/3000) (Bio-Rad), o conjugados con
fosfatasa alcalina (dilucion 1/5000) (Bio-Rad), ambos fueron diluidos en TBSL. Los
lavados se realizaron con el tampén TBS sin leche, afladiendo al primer lavado Tween-20
0,1%. El revelado se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante para cada
anticuerpo. En el caso del anticuerpo unido a peroxidasa se utilizaron como sustratos HRP
¥ H0a. En el caso del anticuerpo unido a fosfatasa alcalina se utilizaron como sustratos

NBT y BCIP.

2.6.6. Purificacion y secuenciacién de p16

2,6.6.1. Purificacion de p16 mediante RP-HPLC

La purificacion de pl6, a partir de un extracto acido de proteinas nucleares, se llevé a
cabo siguiendo el método descrito por Ballestar et al. (1996). Se wutilizé una columna de
fase reversa Deltapak C-18 de Waters Assoc. (15 x 0,78 ¢m D.I) y se colocd una
precolumna Guard-PAK (uBondapak C-18, Waters Assoc.) entre el inyector y la columna.
Se utilizé un equipo Waters 600E conectado a un detector UV-visible 486 (Waters Assoc.).
La separacion de p16 se llevd a cabo mediante un gradiente lineal de acetonitrilo (30-55%
en 105 minutos), que contenia acido trifluoroacético 0,3%. Se recogieron fracciones de
Iml y alicuotas de 100 pnl de cada fraccion se liofilizaron y se analizaron en SDS-PAGE.

La identidad de p16 se determind mediante Western blot.
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2.6.6.2. Digestién triptica, purificacién de péptidos y secuenciaciéon

La digestion triptica de 150 pg de pi6 pura se realizd a 37°C durante 4 horas con
tripsina (Sigma) 1 mg/ml tratada con TPCK a razén pl6é/enzima de 37,5 (p/p). Los
péptidos tripticos se purificaron por RP-HPLC, mediante un gradiente lineal de acetonitrilo
0-55% en 50 minutos. El analisis de la secuencia N-terminal de la proteina intacta y los
péptidos tripticos se llevdo a cabo por degradacion automdtica de Edman en un

Prosequencer 6625 (Waters).

2.6.7. Expresion y purificacién de proteinas recombinantes

2.6.7.1. Expresion y purificacién de proteinas recombinantes en E. coli

Para la obtencién de la proteinas GST y GST-pl6, las células de E. coli, cepa
BL21(DE3)pLysS (Invitrogen), se transformaron con el plasmido pGEX4T-1 y con la
construccion pGEX4T-1-p16 respectivamente. La induccion de la expresion de proteinas
se realizo cuando el cultivo alcanzo una Agp de 0,7, afiadiendo al medio IPTG a una
concentracidn final de 0,1 mM., El cultivo se incubd durante 3 horas a 30°C. Las células se
resuspendieron en tampén PBS [NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO,4 10 mM, KH,PO4
1,8 mM, pH 7,2], se lisaron por sonicacién, y las proteinas de fusion se purificaron de la
fraccion soluble por cromatografia de afinidad, en Glutathion-Sepharose, mediante el kit
GST gene fusion system (Pharmacia Biotech), segln las instrucciones del fabricante.

Para la obtencion de la proteina de fusidn ¢hise)pl6, las células de E. coli, cepa
BL21(DE3)pLysS (Invitrogen), se transformaron con la construccion pRSETA-plé. Las
células transformantes se inocularon directamente de la placa al medio de cultivo, sin pasar
por precultivo. La induccion de la expresion de la proteina recombinante se realizo cuando
el cultivo alcanzé una Agoo de 0,7, afiadiendo al medio IPTG a una concentracion final de
1 mM. El cultivo se incubé durante 3 horas a 30°C. Las células se recogieron por

centrifugacion y se suspendieron en ¢l tampén de sonicacion [fosfato sédico 50 mM
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pH 7.6, imidazol 20 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, Tween-20 0,5%(v/v), coctel de
inhibidores de proteasas para extractos bacterianos 0,2% (v/v) (Sigma)], se lisaron por
sonicacion, y la proteina de fusion se purifico de la fraccion soluble utilizando la resina Ni-
NTA Agarose (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. La proteina (hisg)p16
eluye en imidazol 300 mM.

2.6.7.2. Expresion in vitro de (hiss)p16

Para la expresion in vitro de la proteina de fusidn (hisg)pl6 se utilizé 1 pg de la
construccion pRSETA-pl6 como molde y se empled el kit TNT T7 Quick Coupled
Transcription-translation System (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para el marcaje de la proteina sintetizada se utilizé un aminoécido radiactivo L-[>>S]Met
(Amersham Pharmacia Biotech). Las proteinas sintetizadas se analizaron por electroforesis

en geles de poliacrilamida en presencia de SDS y autorradiografia.

2.6.8. Analisis Far Western blot

Para el andlisis Far Western blot histonas internas de eritrocito e histonas de guisante
se separaron en SDS-PAGE y se transfirieron a membrana de nitrocelulosa en el tampén T
[glicina 192 mM, SDS 0,02%(p/v), Metanol 20%(v/v), Tris-HCl 25 mM pH 8,3]. La
membrana se incubd 30 minutos a temperatura ambiente en el tampén Farwest [KCl 75
mM, NaCl 75 mM, EDTA 1 mM, MgCl, 0,25 mM, DTT 0,5 mM, Nonidet NP-40 0,05%,
BSA 0,4% (p/v), Ficoll 400 0,4% (p/v), PVP 0,4% (p/v), Hepes 20 mM, pH 7,7] y se
incub6 16 horas a 4°C en 2 ml de tampdén Farwest conteniendo la proteina radiactiva
[*°S1Met-(hiss)p16, finalmente se realizaron tres lavados de 10 minutos en el mismo
tampon. La unién de [>S]Met-(hiss)pl6 se examiné con la ayuda de un analizador de

imagen Fla-3000 ( Fujifilm) y por autorradiografia.
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2.6.9. Ensayos de pull-down

Para los ensayos de pull-down alicuotas de 600 pul de la fraccién soluble de extractos
de E. coli transformadas con las construcciones pGEX4T-1 y pGEX4T-1-pl6, se
incubaron con 20 pl del gel glutathion-Sepharose 4B durante | hora a temperatura
ambiente. El gel se lavd exhaustivamente con PBS y con el tampén de union [MgCl; 15
mM, NaCl 150 mM, EDTA 15 mM, glicerol 10%(v/v), Triton X-100 0,3% (v/v), NaN3
0,02% (p/v), DTT 1 mM, céctel de inhibidores de proteasas para extractos bacterianos
0,2% (v/v) (Sigma), Tris-HCI 25 mM, pH 7,5]. A continuacion histonas internas de
eritrocito de pollo o de guisante (20 pg en 65 ul de tampodn de unién) o bien histonas
individuales de eritrocito de pollo (5 ug en 65 pl de tampon de unidén), se afiadieron al gel
con GST o GST-pl6 inmovilizadas. La mezcla se incubd 15 minutos a temperatura
ambiente en un agitador orbital. El gel se sedimentd a 3000g durante 1 minuto y se
recuperd el sobrenadante (fraccion no retenida). Posteriormente, el gel se lavd
sucesivamente con 65 pl de tampdn de unién conteniendo cantidades crecientes de NaCl
(150, 250, 500, 700, 1000, 2000 mM), se centrifugd y se recogieron los sobrenadantes. Las
proteinas retenidas después del ultimo lavado fueron liberadas hirviendo el gel en el
tampon de muestras de SDS. El contenido de proteinas de cada fraccidén se analizé
mediante SDS-PAGE.

2.6.10. Ensayos de interaccion de (hiss)p16 con el DNA

En los ensayos de interaccion de p16 con el DNA se utilizaron diferentes moléculas de
DNA: (i) DNA plasmidico pBluescript v pRSETA, obtenidos seglin se describe en el
apartado 2.3.2. El plasmido pBluescript se utilizo en la conformacion superenrollada, tal y
como se extrae de E. coli, y lineal, digerido con el enzima de restriccion EcoRl. La
cuantificacion del DNA se realizé por determinacion de la absorbancia a 260 nm. (ii)El

DNA (208-12) que consiste en 12 repeticiones en tandem de una secuencia de 208 pb
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derivada del gen rRNA 5S de Lytechinus (Tse ef al., 1998). (iii)}) Mononucleosomas de
eritrocito de pollo obtenidos por digestion de la cromatina con nucleasa de micrococo y
purificados en una columna Ultrogel AcA34 segin el procedimiento descrito por Kornberg

et al. (1989). Las dos ultimas preparaciones de DNA fueron cedidas por el Dr. Ramén
Sendra.

2.6.10.1. Ensayo de movilidad en gel nativo

La proteina recombinante (hisg)pl6 obtenida de E. coli se cuantificé por el método de
Bradford (1976). Los ensayos de interaccion con el DNA se realizaron en un volumen final
de 10 pl, en el tampdn [Tris-HCl 10 mM pH 7,5, NaCl 75 mM, MgCl, 5 mM, EDTA 1
mM, DTT 1 mM, Ficoll 3%]. En algunos casos se afiadié poli-L-glutamico (Sigma) como
competidor. Esta molécula estd compuesta por 90 residuos de glutdmico y tiene un peso
molecular de 13,6 kDa. Las incubaciones DNA-proteina se realizaron durante 10 minutos
a temperatura ambiente, siguiendo el protocolo descrito por Grasser ef al. (1994) y la
formacién de complejos DNA-proteina se analizé6 mediante electroforesis en gel de

agarosa 1% (p/v) en tamp6n TBE 0,5 X.

2.6.10.2, Cambios en la conformacién del DNA en presencia de p16

El piasmido pBluescript extraido de E. coli en su conformacion superenrollada se
relajo por accion de la topoisomerasa 1 de germen de trigo de Sigma (1 unidad/pg DNA)
durante 1 hora a 37°C, en el tampdn de la topoisomerasa [Tris-HC1 40 mM pH 7,5, NaCl
100 mM, EDTA 1 mM, MgCl; 5 mM, BSA 100 pg/ml]. Alicuotas del DNA relajado (5,2
nM) se incubaron en presencia de topoisomerasa 1 (1 unidad/pg DNA) con diferentes
cantidades de la proteina (hisg)p16 (3 pM y 15 uM) , citocromo ¢ (15 uM) o la histona H4
(15 pM), en el tampdn anterior durante 1 hora a 37°C (Grasser ef al., 1996). Transcurrido

este tiempo la muestra se desproteinizd con SDS y proteinasa K a una concentracién final
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de 1% y 0,05 pg/pl respectivamente durante 30 minutos a 37°C. El DNA desproteinizado
se analizd en un gel de agarosa al 1% en tampon TAE 1X [Tris-acetato 40 mM pH 8,0,
EDTA 1 mM].

2.7. Andlisis informatico de las secuencias de cDNA y proteina

en los bancos de datos

Existen numerosas bases de datos disponibles en la red informética que permiten
realizar estudios comparativos y predicciones acerca de una gran variedad de aspectos
importantes para el estudio de la estructura y funcion de proteinas no caracterizadas.

En la siguiente tabla se detallan las bases de datos y los servicios automaticos
disponibles en la red, que se han utilizado en el analisis de la secuencia del cDNA de psp54

asi como de las secuencias de proteinas derivadas: p54 y pl6.

Bases de datos

Secuencias de DNA, cDNA y secuencias de proteina derivadas

GenBank  (http://www.ncbi.nlm.gov/Web/Genbank/index.htmt)
EMBL Nucleotide sequence Database (http://www.ebi.ac.uk/embl.html)

Genomas

SGD (http://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces/)
AtDB (http://genome-www.stanford.edu/Arabidopsis/)

Secuencias de proteinas

SWISS-PROT/TrEMBL (http://www.expasy.ch)

Motivos de secuencia de proteina

PROSITE (http://www.expasy.ch/sprot/prosite.html)
Pfam (http://Pfam.wustl.edu)
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Estructura tridimensional de proteinas

PDB (http://www.pdb.bnl.gov)

Servidores

ProtParam tool (http://www.expasy.ch/cgi-bin/protparam)
Caracteristicas de la proteina: composicion en aminoacidos, punto isoeléctrico, masa

molecular, etc.

PredictProtein (http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein/)

Alineamiento de secuencias (identificacidon de proteinas homdlogas); accesibilidad al
solvente; localizacién de hélices transmembrana; estructura secundaria; prediccion de

estructura tridimensional.

PSORT (http://psort.nibb.ac.il.jpl)
Prediccion de la localizacion subcelular

Comparacion del perfil de hidropatia (http:/bioinformatics.weizmann.ac.il)

ProfileScan Server (http://www.isrec.isb-sib.ch)

Utiliza el programa “pfscan” para la bisqueda de motivos de secuencia en la proteina en
estudio, que estén descritos en las bases de datos de motivos significativos de secuencia,

como son PROSITE y pfam.
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3. Resultados y Discusion

3.1. Aislamiento y caracterizacion del cDNA que codifica la

proteina p16

3.1.1. Purificacién y secuenciacién parcial de la proteina p16

En estudios previos se habia puesto a punto el aislamiento de p16 mediante extraccion
acida de la cromatina, seguida de electroforesis preparativa y electroeluciéon. La proteina
purificada de esta forma se utiliz6 para la inmunizacién de conejos, que permitié la
obtencién de anticuerpos altamente especificos. Sin embargo, este método era muy
laborioso y la proteina purificada se obtenia en pequefias cantidades, de manera que
resultaba necesario el empleo de alguna técnica alternativa. Para ello se puso a punto el
aislamiento de p16 mediante RP-HPLC.

En el protocolo alternativo de purificacion de pl6, se realiz6 una extraccion acida de
nticleos purificados de ejes embrionarios de guisantes no germinados y las proteinas
solubles se fraccionaron mediante RP-HPLC con un gradiente 30-55% de acetonitrilo en
105 minutos. En la figura 2, se muestran los resultados de un cromatograma tipico. Se
recogieron fracciones que se analizaron mediante SDS-PAGE. De esta forma se identificé
pl6, que eluye con un tiempo de retencion de 41 minutos, equivalente a 40% de

acetonitrilo.
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En la figura 3A, se muestra el andlisis mediante SDS-PAGE de las fracciones

correspondientes a p16. Junto a p16 pura se muestra las proteinas presentes en el extracto

acido de partida. El anticuerpo de
pl6 confirmé que la proteina
aislada era pl6 (figura 3B).
También se observé que en
ausencia de agentes reductores
aparece una banda adicional con
una masa molecular compatible
con la formacion de un dimero de
pl6 (figura 3C). Como se vera en
el apartado 3.1.2, pl6 contiene un
residuo de cisteina que estaria
implicado en la formacion del

dimero.
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Figura 3. Purificacién de la proteina pl6. (A) SDS-
PAGE de un extracto acido de proteinas nucleares (linea
izquierda} y pl6 purificada mediante RP-HPLC (linea
derecha).

Western blot de pl6 purificada, electroforesis realizada
en presencia (B) o ausencia (C) de agentes reductores. La
masa molecular de los patrones se muestra a la derecha
del panel C.

52



Resultados y Discusién

El aminoacido N-terminal de la proteina no estaba bloqueado, lo que permitié

secuenciar ¢l extremo N-terminal de p16. La secuencia obtenida fue: S-R-Q-K-K-S-X-I-S-
Y-H-N-I-N-A-K-L-R-P-G-; donde el aminoédcido X no pudo ser identificado. Por otro

lado, la proteina p16 purificada por
RP-HPLC se digirié con tripsina y
los péptidos tripticos se fraccio-
naron mediante RP-HPLC. En la
figura 4, se muestra el croma-
tograma de la digestidn triptica. Se
secuenciaron los dos  picos
mayoritarios (péptidos T1 y T2).
La secuencia de T1 corresponde a
la del péptido 6 - 16 del extremo
N-termunal y la del péptido T2
corresponde a una secuencia
interna de p16: K-E-E-F-F-F-P-Y-
D-N-E-E-R.

"
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Figura 4. Separacion mediante RP-HPLC de los
péptidos tripticos de pl6. Se muestra el perfil de
absorbancia a 230 nm, donde se sefialan en morado
los péptidos elegidos para la secuenciacién.

3.1.2. Aislamiento del cDNA que codifica la proteina p16

3.1.2.1. Construcciéon de una genoteca de cDNA de ejes embrionarios de guisante

La disponibilidad de anticuerpos policlonales especificos contra pl6 permitio la

obtencion del clon de cDNA que codifica esta proteina. Para ello se construyd una

genoteca de expresion en el vector A-ZAP a partir de mRNAs de ejes embrionarios de

semillas de guisante recolectadas 30 dias después de la floracion (DAF). Se selecciono este

periodo de tiempo asumiendo que, si la proteina p16 se encontraba en la semilla y no en la
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planta adulta (como se vera en el apartado 3.2.2), su mRNA debia acumularse durante la
maduracion de la semilla. La genoteca se rastred con el anticuerpo de pl6, y se obtuvieron
20 clones que daban reaccion con el anticuerpo. Se analizaron cinco de ellos y se observo
que contenian insertos de aproximadamente 1,7 kb. Dos de estos clones fueron
caracterizados posteriormente. Los insertos fueron escindidos del vector A-ZAP,
propagados en el plasmido resultante pBluescript II SK(+/-} y se secuenciaron las dos
cadenas de DNA de los dos insertos seleccionados. La secuencia de nucledtidos del primer
clon se muestra en la figura 5. El segundo clon resultd ser una version truncada del
primero, que empieza en la posicion 131, siendo el resto de la secuencia idéntica al

primero.

3.1.2.2. Analisis de la secuencia de cDNA del gen que codifica p16

La secuencia de ¢cDNA obtenida, contiene un coddén de inicio ATG dentro de la
secuencia AACCATGGCG, que se aproxima bastante a la secuencia consenso de inicio de
la traduccién en plantas (Liitke ez al., 1987) y un codon de parada TGA, mostrados en
negrita en la figura 5. Ambos codones delimitan una pauta de lectura abierta de 1449 pb,
que codifica un polipéptido de 483 aminoacidos con una masa molecular de 54,5 kDa, al
que se hard referencia a partir de este momento como p54. 90pb por delante del sitio
poli(A) se encuentra una posible secuencia sefial de poliadenilacion (444TA4AAA) y un
motivo menos conservado rico en GT (Wu et al., 1995). El gen que codifica la proteina
p54 se denomind pspS54 (de pea seed protein). La secuencia de cDNA se depositd en la

base de datos GenBank donde se le asignd el cdédigo de acceso Y11207.

Figura 5. Secuencia de nucleétidos y de aminodcidos deducida del cDNA psp54. El codon de inicio y de
terminacion se marcan en negrita. En el extremo 3’ la supuesta sefial de adenilacién y la secuencia rica en
GT se marcan en cursiva. El nicleo hidrofébico del supuesto péptido seflal se marca en negrita y el punto
entre la Gly27 y la Arg28 indica el posible lugar de procesamiento del péptido sefial . Las dos supuestas
sefiales de localizacidn nuclear se sefialan en negrita y cursiva, El péptido N-terminal y el péptido triptico
secuenciados de pl6 se muestran con un subrayado simple y doble respectivamente. La flecha entre la
Asn371 y la Ser372 indica el punto de procesamiento para rendir pl6 madura. La secuencia de
nucleétidos ha sido depositada en ¢l GeneBank/EBI Data Bank con el n° de acceso Y11207.
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CAATGCGATATGCAGCGCCAATATGATGARAGAAGACAAACGGATATGCATGGAGAGGTGT 180
Q C D M o R Q Y D E E D K R I C M E R C

GATGATTATATTAAGAAGAAACAAGAGCGACAGAAACATAAAGAACATGAAGAAGAAGAR 240
2] D ¥ I K X X ¢ E R @ K H K E H E E E E

GAACAGGAACAAGAAGAGGATGAAAACCCTTATGTCTTTGAAGACAATGATTTTGAAACA 300
E Q E Q E E D E N P Y V F E D N D ¥F E T

AAAATCGACACAAAGGATGGTCGTGTTTTGATTCTAAACAAGTTTAATGAAAAATCAAAG 360
K I o T K o 6 R VvV L I L N K F N E K 5 K

CTACTCAAAAACATTGAGAACTATGGTTTGGCCGTTTTAGAAATAAAAGCAAACGCTTTT 420
L L K N I E N Y G L. A V L E I K A N A F

CTTTCTCCACACCACTATGACTCTGAGGCTATATTATTCAATATAAAGGGGAGAGGCATA 480
L s P B H Y D 8§ E A I L F N I K G R & I

ATCGGGTTGGTGGCAGAARGATAGARCAGAGAGATTCAACCTTGAAGAAGGAGACATCATG 540
I G L Vv A E D R T E R F N L E E G o I M

AGGGTACCAGCAGGGACACCAATGTATTTGGTTAACAGAGATGAGAACGAGAAACTTTAT 600
R vV P A GG T P M ¥ L ¥V N R D E N E K L ¥

ATTGCTGCSTTTCACATGCCACCTTCTTCTGGTTCTGCTCCAGTTAATCTTGAGCCATTT 660
I A A F H M P P 38 8 G 5 A P V N L E P F

TTTGAGTCTGCAGGAAGAAAACCAGAATCAGTTCTCAATACATTCAGCTCCARAGTGCTC 720
F € 8 A G R K P E 5 VvV L N T F 8§ 8 K V L

CAAGCAGCATTGAAGAGCTCGAAGGGTGAGTTGGAAACGGTTTTGGATGAACAGAAGAAG 780
Q A A L K s 8 K 6 E L E T VvV L © E Q K K

GGAAGAATTTTCAAAATAGAAAAAGAAGATGTGCGTGGCTTGGCTCCCAAGAARAAGTCTT 840
G R I F K I E K E D V R 66 L A P K K 5 L

TGGCCTTTTGGTGGACCATTTAAAAGTCCATTCAATATTTTCAGCAACAACCCAGCTTTC 900
#w P P 6 G P F K § P F N I F § N N P A F

TCTAACAAGTTTGGTAGTCTCTTTGAAGTTGGTCCTTCTCAAGAAAAGAGTGGACTTGAR 960
5 N K F G 8§ L FF E V G P S8 Qg E K 8 G L E

GGACTCAATCTCATGCTTACCCTTGCCAACATCACCAAGGGGTCAATGTCTACTATTCAC 1020
G L N L M L T L A N I T K G 5 M S T I H

TACAACACAAATGCAAACAAGATAGCATTGGTAATTGATGGAGAAGGAGAATTGGAGATG 1080
Y N T N A N K I A L v I p GG E G E L E M

GCATGTCCACACATGCCATCAAGTTCATCAAACTCTAGACAAAAAAAGAGTAGCATTTCA 11490
A C P H M P S & 5 8 N1rS R Q@ K K 5 5 1 s

TACCATAATATCAATGCAARAGTTGAGGCCTGGAGTGATGTTTGTGGTTCCAGCTGGTCAT 1200
bd j N I N A K L R P G V M F V V P A G H

CCTTTTGTAAACATAGCTTCCAAGAAGAAGAATCTCATTGTGGTTTGCTTTGAGGTTAAT 1260
P F VvV N I A 5 K K K N L I Vv ¥V C F E V N

GCACAAAGAAACAAGAAGCTTGCTTTAGCAGGGAAGAAGAACATTGTGAGTGCATTGGAC 1320
A Q R N X XK L A L A G K K N I Vv § A L D

AAGGCAGCTAAGGAGGTAGCATTTGACATAGCTGCTGAGAAGGTGGATGAGGTGTTTGAG 1380
K A A K E VvV A F D I A A E XK ¥V D E V F E

AGAAAGGAGGAATTCTTTTTCCCATATGATAATGAGGAGAGGAAGGAGGAACATGGTCGT 1440
R K & K frp F F P Y D N F E R K E E H G R

GCTGTTGTGTGAAGAGGGTGTTGTACTACAGTGGTGATGTAAGTTAGATAATGTATGTAT 1500
AV V¥V

ATGAAGGGATGTAAACTAAATAAAAACAACACAAATTGCTGCCTGTTATGGCAACAAARC 1560
CATTTGTGITGTTGTIGTATC TATCTAAGTTAATGTGAGTTTTTCTTCTTTGGTTT (A1, 16323
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3.1.3. Caracterizacion de la secuencia de aminoacidos codificada por el

gen pspS54

3.1.3.1. Anilisis de la secuencia de aminoacidos del precursor p54

La proteina codificada por ei gen psp54 es de mayor tamafio que pl6, sin embargo
tanto el péptido N-terminal como el péptido triptico interno de p16 pueden alinearse en la
secuencia proteica deducida del ¢DNA (figura 5, subrayado simple y doble). La
localizacion del péptido N-terminal de la proteina p16 en este polipéptido mas largo, indica
que la proteina pl6 madura comienza en la Ser 372 de p54. De acuerdo con estos datos,
pl6 estaria codificada por el ultimo tercio del cDNA del gen psp54, y por tanto la proteina
precursora p54 debe ser procesada para dar lugar a la proteina p16 madura.

La secuencia deducida del cDNA indica que p16 es una proteina basica con un punto
isoeléctrico de 9,52 y con una masa molecular real de 12,5 kDa, calculados con el
programa ProtParam tool .

Para el analisis de posibles motivos de localizacion subcelular en la secuencia de
aminoacidos de p54, se utilizo el programa PSORT. Este programa analiza la secuencia
proteica en base a caracteristicas de seflales de distribucién subcelular de proteinas
conocidas. En los primeros 27 residuos de p54 se enconfraron motivos consenso de
péptidos sefial (Watson, 1984; von Heijne, 1986), que normalmente tienen una longitud de
20-40 aminoacidos. De acuerdo con el patron establecido, esta secuencia presenta un
nticleo hidrofébico (IFLFFLLALL) precedido por dos residuos cargados (Lys4 y Lys6). El
punto de procesamiento de la secuencia sefial N-terminal podria ser entre la Gly27 y
Arg28, ya que la presencia de dos aminoacidos de cadena corta en las posiciones -1y -3
respecto al sitio de corte (Gly27 y Ala25 en p54) es un hecho comiin en el procesamiento
de secuencias sefial (von Heijne, 1986).

Por otro lado, se encontraron dos posibles secuencias bipartitas de localizacion nuclear

(Robbins et al., 1991; Stacy et al., 1999), una en la regién N-terminal de p54 y otra en la
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regién correspondiente a pl6 (figura 5). Estas sefiales, sugieren la posible existencia de
mas de un destino subcelular tanto de p54 como de los productos resultantes de su
procesamiento, y estarian de acuerdo con la presencia de pl6é en niicleos de guisante.
Aunque no es un hecho frecuente la coexistencia de mas de una sefial de localizacién
subcelular en un mismo polipéptido, se conocen algunas proteinas en donde se presenta
esta peculiaridad. Por ejemplo, existe una nucleosido trifosfatasa (NTPasa) de guisante,
asociada a la cromatina, que posee un péptido sefial en su extremo N-terminal y una
secuencia bipartita de localizacion nuclear hacia la mitad de la proteina (Hsieh et al., 1996).
Estos autores plantean la posibilidad de que parte de la poblacion de mRNAs podria perder
la region que codifica el péptido sefial (o bien que ésta quedara oculta), la NTPasa
traducida de esta poblacién de mRNAs no tendria el péptido sefial para dirigirse al reticulo
endoplasmico, pero si la secuencia de localizacion nuclear que la transportaria al niicleo.
Alternativamente, podria existir alguna ruta, hasta el momento desconocida, de transporte
de proteinas desde el reticulo endoplasmico al interior del nucleo o podria darse una
competencia entre las distintas sefiales que permitiera una distribucién de las proteinas a
diferentes localizaciones subcelulares.

Finalmente, se llevé a cabo una busqueda de secuencias consenso de modificaciones
postraducctonales mediante el servidor ProfileScan Server y el programa ScanProsite. p54
posee secuencias consenso para diversos tipos de modificaciones (fosforilacion, glico-
silacidn, etc.). Algunas de las secuencias consenso de fosforilacién por proteina quinasas A
y C se encuentran en la regién correspondiente a pl6. La posible fosforilacion de la Ser7
de p16 seria compatible con la ausencia de sefial en el ciclo 7° de secuenciacion del péptido
N-terminal de pl16. Algunos resultados preliminares de fosforilacién in vitro de pl6,
obtenidos en nuestro laboratorio, indican que p16 es sustrato de proteina quinasas A y C.
La existencia de modificaciones postraduccionales de p16 o de su precursor p54 podrian
tener algiin papel en el destino subcelular de estas proteinas, en su degradacion y/o en su

funcién.

57



Resultados y Discusion

3.1.3.2. Comparacién de la secuencia de aminoicidos de p54 en las bases de datos

Ei alineamiento de la secuencia de p54 con secuencias no redundantes de los
diferentes bancos de datos (Genbank, EMBL, PIR, SwissProt) se llevé a cabo mediante el
programa BLAST (Altschul et al., 1990), al que se puede acceder a través del servidor
NCBI (National Center for Biotechnology Information). Entre las secuencias resultantes,
aparece en primer lugar una proteina de haba (Vicia faba), que ha sido depositada
recientemente (Wobus, 2001) en las bases de datos y que presenta un 85% de identidad y
un 94% de similitud de secuencia con p54. Hasta el momento no existe ninguna
publicacion acerca de las propiedades de esta proteina. En el capitulo 3.2.5, se mostrard
que ¢l anticuerpo de pl6 reconoce en haba una proteina de un tamafio muy similar a p16,
que podria ser el resultado del procesamiento de la proteina precursora, p54-like,
depositada en el banco de datos. Esta proteina p54-/ike contiene la secuencia de corte Asn-
Ser v las posibles secuencias de péptido sefial y de localizacion nuclear presentes en p54.

En segundo y tercer lugar aparecen dos proteinas de soja muy similares entre si y con
funciones analogas, la proteina SBP (sucrose binding protein) descrita por Grimes et al.
(1992) y otra proteina descrita recientemente denominada SBP-/ike por Pedra et al. (2000).
La SBP de soja, cuyo precursor es un poco mayor que p54, presenta un 54% de identidad
de secuencia y un 60% de similitud de secuencia con p54. Esta proteina se asocia a la cara
externa de la membrana plasmatica en células implicadas en el importe de sacarosa,
incluyendo células del mesdfilo de hojas jovenes, células acompaiiantes del floema maduro
y células de cotiledones en desarrollo. La similitud entre p54 y el precursor de la SBP se
extiende a lo largo de toda la secuencia, de manera que pl6 muestra una identidad de
secuencia similar con la region C-terminal de la proteina SBP.

Cuando se comparan los perfiles de hidropatia de p54 y SBP se observa que
practicamente se superponen (figura 6). El programa utilizado, calcula el perfil de
hidropatia de la proteina de interés mediante el método seleccionado (Kyte & Doolittle,

1982; ventana de 7 residuos) y busca proteinas con un perfil similar en la base de datos
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SwissProt. Como se observa en la
figura 6, la comparacién de los

perfiles de hidropatia de las protei-

Hidrofilico

nas p54 y SBP indica que, a pesar

de que ambas secuencias poseen

Hidrofdbico

en su extremo N-terminal un do-

minio hidrofobico, el resto de la

100 200 300 400

0° residuas

proteina es bastante hidrofilica y

no contienen dominios de secuen-

Figura 6. Perfil de hidropatia de las proteinas p54 de

cia transmembrana convenciona- , . 8 ,
guisante y SBP de soja segin el método de Kyte &

les. Obviamente, la proteina p54- Doolittle (1982) con una ventana de siete residuos. Las
) regiones hidrofilicas se sitian por encima de la linea de
like de V. faba presenta un perfil puntos y las hidrofébicas por debajo. La flecha indica el

. B . . C unto de procesamiento para rendir pl6.
de hidropatia practicamente idénti- P P P P

co ap54.

Al igual que p54, el precursor de la SBP posee en el extremo N-terminal un péptido
sefial, sin embargo, no posee secuencias de localizacién nuclear, lo que estaria de acuerdo
con su localizacion en la cara externa de la membrana plasmatica. La SBP de 62 kDa no se
procesa para rendir un polipéptidc homologo a pl6, la causa de esta ausencia de
procesamiento probablemente es debida a la sustitucion de la Asn 371 de p54 por un Glu
en la SBP. Las diferencias mencionadas sobre procesamiento y sefiales de localizacién
subcelular sugieren que estas proteinas tienen funciones diferentes a pesar de estar
estructuralmente relacionadas. Aunque en el presente trabajo no se ha estudiado la
capacidad de unién y/o transporte de sacarosa de p54, Wobus ef al. (comunicacién
personal) han expresado la proteina p54-like de V. faba en levadura y no han podido
demostrar ninguna relacidén con el transporte de sacarosa. La ausencia de relacién
funcional entre estas proteinas es apoyada por la presencia en guisante de un homologo a la
SBP distinto de p54 que es reconocido mediante andlisis Northern y Western blot por el

cDNA y el anticuerpo de la SBP de soja (Tegeder et al., 1999).
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Otras proteinas con las que p54 muestra similitud de secuencia, aunque en menor
medida (del orden del 30-35 % de identidad y 50-55 % de similitud de secuencia), son
proteinas de reserva de la familia de las vicilinas. Entre las vicilinas con mayor similitud de
secuencia se encuentra una preproproteina de la especie Macadamia integrifolia, que
durante la germinacion de la semilla rinde una serie de péptidos antimicrobianos, por
procesamiento del extremo N-terminal (Marcus et al., 1999). Estos péptidos tienen un
motivo de secuencia C-X-X-X-C-(10-12)X-C-X-X-X-C y un tamafio aproximado de 50
aminoacidos. p54 posee uno de estos motivos que son caracteristicos de la region N-
terminal de la mayor parte de vicilinas de 70 kDa. Aunque se conoce poco sobre posibles
funciones que podrian realizar las vicilinas, a parte de la de servir como reserva de
nutrientes, recientemente se ha sugerido (Chung et al., 1997; Marcus et al., 1999) que
estos péptidos resultantes del procesamiento N-terminal de algunas vicilinas ejercerian un
papel de defensa durante la germinacion de la semilla.

En orden de similitud de secuencia aparecen otras proteinas vicilinas de maiz (Zea
mays), abeto rojo (Picea glauca), nuez (Juglans regia), algodon (Gossipium hirsutum),
cacao (Theobroma cacao), calabaza (Cucurbita mdxima), haba (Vicia faba), guisante
(Pisum sativum), soja (Glycine max), cebada (Hordeum vulgare), etc.

Al comparar la secuencia de p54 con el genoma de Arabidopsis thaliana aparecen
también proteinas tipo vicilinas con un grado de identidad del 20-25% y un 30-40% de
similitud de secuencia. Finalmente, al comparar la secuencia de p54 con el banco de datos
de Saccharomyces cerevisiae aparece una proteina nuclear que presenta un 30% de
similitud de secuencia s6lo en la zona correspondiente a pl6. Esta proteina denominada
Nhp2p (Kolodrubetz et al., 1991) se encuentra localizada en el nucleolo y forma parte de
complejos implicados en la maduracién del rRNA (Henras et al.,1998), siendo una
proteina esencial para la levadura. Existe un homélogo en humanos, la proteina NHP2L1
(Saito et al., 1996), ambas pertenecen a una familia de posibles proteinas de unién a RNA.

Con el fin de analizar la posible existencia de algin motivo de secuencia, en p34 o

pl6, que pudiese aportar algun dato acerca de su posible estructura y/o funcion, se utilizo
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el servidor ProfileScan Server. El programa Pfscan de este servidor busca en la secuencia
de interés aquellos motivos de secuencia descritos en las bases de datos PROSITE y Pfam.
Hay una gran cantidad de secuencias cortas que con frecuencia, aunque no siempre,
pueden diagnosticar ciertas propiedades de unidn a otras moléculas o sugerir la existencia
de sitios activos. Estos motivos surgen por la necesidad particular de los sitios de unién o
sitios cataliticos de preservar una determinada estructura para realizar una funcién. El
analisis de la secuencia de p54 en estas bases de datos indicé que contenia un motivo
conservado entre las proteinas de reserva 7S y 11S a lo largo de toda la secuencia,
incluyendo la zona correspondiente a p16.

Por otro lado, aparecid el motivo hélice-vuelta-hélice tipo 4raC tnicamente en la
region correspondiente a p16. Muchos factores transcripcionales bacterianos se unen al
DNA a través de este motivo hélice-vuelta-hélice. Una de las subfamilias mayoritarias de
este tipo de proteinas esta relacionada con la proteina AraC, reguladora del operon
arabinosa en E.coli (Gallegos et al., 1993). Este motivo se encuentra localizado en el
extremo C-terminal de la mayor parte de las secuencias que lo contienen, mientras que la
regidon N-terminal y central estdn implicadas en la dimerizacién y en la interaccién con
moléculas efectoras. La posible existencia de este motivo de unién al DNA en la region
correspondiente a pl6, seria consistente con la hipotesis de partida de que pl16 es una

proteina nuclear asociada a la cromatina, y que se discutira a lo largo de este trabajo.

3.1.3.3. Aspectos evolutivos y estructurales de p54
3.1.3.3.1. p54 y las globulinas de reserva proceden de un unico ancestro comun

El estudio de la estructura resuelta por difraccion de rayos X de dos proteinas tipo
vicilina, la faseolina de Phaseolus vulgaris (Lawrence et al., 1990, 1994} y la canavalina
de Canavalia ensiformis (Ko et al., 1993), mostré la presencia de un motivo estructural
formado por un barril de hojas §§ seguido de tres hélices a. El motivo estructural («+B)

aparece por duplicado y esta conservado tanto en vicilinas como en leguminas, consta de
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28 residuos estrictamente conservados en todas las secuencias alincadas, que son
esenciales para garantizar la integridad de la estructura. El alineamiento de los modulos N-
y C-terminales de vicilinas y leguminas reveld ademas que existian dos motivos de
secuencia conservados: P-X13.14-G y G-X4~I-P-X-G (Shutov ef al., 1995). Como ya se ha
comentado en la introduccidn, la busqueda de estos dos motivos en las bases de datos,
permitio la identificacion de otras proteinas constituidas por un finico médulo (otf3), las
germinas de trigo y las esferulinas de hongos. El hecho de que ambas proteinas tengan
funciones relacionadas con procesos de deshidrataciéon e hidratacién celular llevo a
Baiimlein ef al. (1995) a sugerir que las globulinas de las semillas de espermatofitos
habrian evolucionado de un grupo de proteinas ancestrales funcionalmente implicadas en
procesos relacionados con el estado hidrico de la célula.

En la figura 7, se muestra el alincamiento de secuencia de las proteinas faseolina
(Phaseolus vulgaris), canavalina (Canavalia ensiformis), SBP (Glycine max), p54 (P.
sativum) y p54-like (V. faba). p54 contiene 24 de los 28 residuos estrictamente conser-
vados en las secuencias de vicilinas y posee también una duplicacién interna, de manera
que es posible predecir la posicion de los dos dominios estructurales (a+f) N- y C-

terminales.

Figura 7. Alineamiento de secuencias de p54 con p354-like de Vicia faba (AJ292221), SBP
(Q04672) y dos vicilinas con estructura tridimensional conocida, canavalina (P10562) y faseolina
(P02853). Los aminoacidos idénticos en todas las secuencias aparecen sombreados en negro, en
gris oscure aquellos que se encuentran en mas del 50% de las secuencias y en gris claro los
cambios conservativos. Los elementos de estructura secundaria de la faseolina se indican en la
parte inferior de cada bloque de secuencias, en azul las hajas B y en rojo las hélices a. Los 28
residuos altamente conservados en la estructura de las vicilinas se marcan con un punto negro (e) ,
excepto el cambio no conservativo de prolina por isoleucina coloreado en rojo @ ) v otros tres
cambios no conservativos coloreados en azul (¢ ). El lineado simple indica el dominio N-terminal
hidrofébico y el doble lineado indica.un segmento altamente hidrofilico presente en p54, p54-like
y SBP. La doble flecha indica el punto de procesamiento para rendir p16.
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El dominio N-terminal de p54 contiene los dos motives de secuencia conservados, sin
embargo en el dominio C-terminal el residuo de prolina estrictamente conservado del
motivo P-X3.14-G (residuo 339 de p54), es reemplazado por un residuo de isoleucina. Este
cambio no conservativo, que se produce también en p54-like (V. faba) y en la SBP (G.
max), podria tener importantes implicaciones estructurales. Estos residuos de prolina
forman una protuberancia en la hoja C del barril B de ambos dominios y probablemente
facilita la incorporacion en la estructura del motivo en a-hélice insertado entre los
segmentos de cadena J y J°. Por otro lado, esta protuberancia parece estar implicada
también en la formacion de oligémeros.

El programa SwissMode!l permite obtener modelos de estructura para aquellas
proteinas que posean un homoélogo cuya estructura tridimensional esté resuelta y
depositada en el banco de datos de estructuras Protein Data Base (PDB). Estos programas
realizan un alineamiento de secuencia con la proteina de estructura conocida y proponen
una estructura para la proteina homologa. El factor limitante para la obtencion del modelo
de estructura por homologia es el porcentaje de aminoédcidos idénticos entre las dos
proteinas comparadas, de manera que el minimo necesario para obtener un modeio fiable
es del 25%. El precursor p54 posee un 29% de aminoacidos idénticos con la canavalina y
la faseolina. El programa es capaz de obtener un modelo de estructura de la regién
comprendida entre los residuos Asn82 y Vai396 de p54 (figura 8). La Asn82 esta situada
justo antes del comienzo de lo que corresponderia al dominio estructural (o+f) N-terminal,
sin embargo la Val396 se encuentra situada en lo que corresponderia al lazo GH, y por
tanto el dominio estructural C-terminal de p54 no se consigue plegar completamente, le
faltarian tres cadenas 3§ y el dominio en o hélice, mas o menos la zona correspondiente a
pl6. Cuando los cuatro aminoacidos no conservados en p54, se sustituyen por los residuos
conservados, el programa continda sin poder piegar la region correspondiente a pl6, lo que
sugiere que aunque estas sustituciones pueden ser importantes para la estructura, la

secuencia inherente a p16 es la que impide el plegamiento.
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Figura 8. Modelizacion de la estructura de pS4 mediante el programa SwissModel. En
la parte superior se muestra la estructura de la faseolina utilizada por el programa como
modelo. En la parte inferior se muestra la estructura obtenida para p54 donde se sefiala
la Val396 como ultimo aminoacido piegado.

Segtn el modelo canonico, el lazo EF del dominio C-terminal ha tolerado largas
inserciones a lo largo de la evolucion (figura 3.6). El sitio de corte de p54 que da lugar a la
proteina p16 aparece en la insercion I1 presente en el lazo EF del dominio C-terminal. Este
lazo tiene caracter hidrofilico y probablemente se encuentra en la superficie de la estructura
tridimensional lo cua! favoreceria el procesamiento de p54.

La insercion I1 de p54 empieza con un motivo CPH, que se ha sugerido podria haber
derivado de la insercion 11, formada tinicamente por el motive YPN, de la proteina tipo
vicilina de helecho (MVP), cuya secuencia seria muy similar a la del ancestro duplicado
(Shutov et al., 1995). Este motivo CPH aparece también en el lazo EF del dominio N-
terminal de las leguminas. En el caso de las leguminas esta cisteina esta estrictamente
conservada debido a que participa en la formacién del enlace disulfuro que mantiene
unidos los dominios estructurales N- y C-terminales, mientras que en algunas vicilinas este
motivo se ha perdido. Por otro lado las proteinas p54, p54-like y SBP poseen una extension
N-terminal hidrofilica similar a la que presentan las vicilinas de 70 kDa (mostrado por

doble lineado en la figura 7). El hecho de que la proteina MVP de helecho presente
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también este tipo de extensién en su extremo N-terminal confirma que se trata de un
caracter ancestral, que debieron perder las vicilinas de 50 kDa. Estos dos hechos, €l motivo
CPH y la extensién N-terminal conservados en las secuencias de p54, p54-like y SBP
apoyarian su caracter ancestral situdndose mas proximas a la secuencia dei ancestro comin
duplicado que otras proteinas tipo vicilina de sus mismas especies.

En la figura 9 se muestra un arbol sin raiz que pone de manifiesto la homologia entre
vicilinas de diferentes especies, SBP, p54-like, y p54 y en la figura 10 se muestra el
enclave taxonémico de las mismas especies. Es de resaltar, que p54 presenta mayor
homologia con vicilinas pertenecientes a especies taxonémicamente muy distantes al
guisante, como las de maiz (monocotiledonea) y abeto rojo (gimnosperma), lo que sugiere
que p54, p54-like y SBP poseen caracteres ancestrales previos incluso a la separacion de

gimnospermas y angiospermas.

100% 80%  60% 40% 20% 0%
1 1 I 1 L ]

7S V. faba s
78 P. sativum —_—
TS G. hirsutun ~—— e——— Figura 9. Arbol sin raiz que denota Ilas
28 T cacan diferencias entre las secuencias de aminoédcidos
de diferentes vicilinas, expresadas en % de
78 J. regia identidad de residuos a lo largo de toda la
secuencia, realizado con el programa Dnaman.
78 M. integrifolia — Las secuencias comparadas son: vicilinas 7S de
78 P. glauca Pisum sativum (P13918), Vicia faba (P(G8438),
Gossypium  hirsutum (M19378), Theobroma
78 Z. mays cacao (S22477), Juglans regia (AF066055),
Macadamia integrifolia (AF1618R83), Picea
p34-like V. faba _— glauca (X63191), Zea mays (X59083); proteina
P54 P sativim el homéloga a p54 en Vicia faba (AJ292221), p54
de Pisum sativum (Y11207), y SBP de Glycine
SBP G. max _— max (LO6038).
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V. faba(haba)
Fabales —— Fabaceae —— P sativum (guisante}

\ G. max (soja)

Rosidae

Magnoliopsida o
/(dicotiledoneas) ~Hamamelididae —juglandales —~Juglandaceae - J. regia (nuez)

Magnoliophytina illeniidae Malvales << Malvaceae ——G. hirsutum (algoddn)
/(angiospmas) Sterculiaceae_T. cacao(cacao)
Espermatofitos Liliopsida — Liliidae Poales wmmmPoaceae 0 Z mays (maiz)

- (monocot)

Coniferophytina — Pindpsida —- Pinidae
(gimnospermas}

Pinales —..—. Pinaceae

P. glauca(abeto rojo}

Figura 10. Emplazamiento taxondmico de las especies indicadas. Clasificacion segin
Strasburger, (1991) en divisién, subdivision, clase, subclase, orden, familia, género y
especie.

3.1.3.3.2. p54, nuevo miembro de la superfamilia cupina

Recientemente Dunwell ef al. (2000) han propuesto agrupar todas las proteinas que
formaban la superfamilia con el dominio ( a+f), que incluia leguminas, vicilinas, proteinas
de union a sacarosa (SBP), esferulinas y germinas, junto con un gran ntiimero de proteinas
tanto de organismos procariotas como eucariotas en una Unica superfamilia denominada
cupina (de cupa, barril). La superfamilia cupina retine un gran nimero de proteinas con
una estructura comun pero funcionalmente diferentes. La estructura que caracteriza esta
superfamilia es la presencia de un barril de hojas § que contiene dos motivos de secuencia
conservados (G(X)sHXH(X);1G; G(X)sP(X)sH(X)sN) separados por una region entre
motivos de longitud variable. Estos motivos estdn contenidos en las hojas p C/D y G/H de
ambos dominios N- y C-terminal de la faseolina. En esta superfamilia se agrupan proteinas
que muestran una gran variedad de funciones: enzimas (germinas que poseen actividad

oxalato oxidasa, isomerasas, descarboxilasas, etc.), proteinas de union a azicares (SBP,
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factores de transcripcidn bacterianos de la familia AraC/XylS implicados en el
metabolismo de aziicares), proteinas de union a auxinas y unién al DNA (de nuevo los
factores de union al DNA tipo AraC) y globulinas de reserva. Aunque las proteinas de la
superfamilia cupina tienen funciones diferentes parece haber una relacion general entre
estas proteinas y procesos relacionados con la respuesta a estrés hidrico tanto en
procariotas como en eucariotas, de hecho se ha propuesto que la protocupina ancestral
estaria implicada en procesos de deshidratacion e hidratacion celular. Es mas, se supone
que el ancestro comun tendria una estructura predominante en hoja  y que probablemente
el motivo en o-hélice presente en las proteinas mas grandes fue afiadido a una secuencia
core muy temprano en la evolucion. Recientemente, Clissold & Ponting (2001) han
demostrado la similitud existente entre el dominio cupina y el dominio jumonji C-terminal
(/mjC), presente en numerosos factores transcripcionales eucariotas. El dominio JmjC esta
presente en proteinas que contienen también dominios de unién al DNA o a la cromatina,
lo que hace a estas proteinas candidatos excelentes para la regulacién de procesos de
remodelacion de la estructura de la cromatina al igual que hacen otros enzimas via
fosforilacion, metilacion y acetilacion,

Considerando el conjunto de datos de este apartado es posible proponer un esquema
evolutivo (figura 11) para la proteina p54 y sus homélogos en base al propuesto por Shutov
et al., (1998).
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Figura 11. Esquema hipotético de la evolucién de p54 junto con otras proteinas

homélogas.
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3.2. Estudio de la expresion del gen psp54

La proteina p16 desaparece durante la germinacion de la semilla de guisante y no se
detecta en tejidos de la planta adulta, por tanto, es obvio que debe sintetizarse en algun
momento durante el desarrollo embrionario. La clonacidn del cDNA de psp34, asi como la
disponibilidad de anticuerpos especificos contra la proteina pl6, han hecho posible el
andlisis de la regulacion de la expresion del gen psp54 tanto a nivel de transcrito como de

proteina.

3.2.1. Organizacién del gen psp54 en el genoma de Pisum sativum

La organizaciéon molecular del gen psp54 en el genoma de guisante se analizé
mediante Southern blot. E1 DNA gendémico de hojas, digerido con una serie de enzimas de
restriccion, separado mediante electroforesis de agarosa y transferido a membrana, se
hibridd en condiciones restrictivas con la sonda del ¢cDNA de psp54 marcada
radiactivamente, segin se indica en Materiales y Métodos. En el andlisis de las digestiones
con los enzimas Bcll, Bglll v EcoRV, que no cortan dentro de la secuencia del ¢cDNA, se
detecta un tnica banda. El mismo resultado se obtiene con la digestion EcoRI, enzima que
corta a 44 pb del extremo 3 del cDNA. Por altimo, la digestion con Kpnl, enzima que
corta hacia la mitad de la secuencia del cDNA, da lugar a dos fragmentos (figura 12). Estos
resultados estan de acuerdo con la existencia de una copia Unica del gen pspS54 en el
genoma de P. sativum y contrasta con la situacion de los genes de globulinas de reserva en
guisante y otras semillas, que tipicamente constituyen familias multigénicas (Lycett ez al.,
1983; Gatehouse et al.,1983; Bewley & Marcus, 1990; Sherry et al., 1995).
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Kpnk EcoRl
cDNA psp54 mm;ij: """:::_lj—
sonda
>
- E B B g
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(kb)
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9.4~ *
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4.4- ﬂ*
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Figura 12. Southern blot de DNA genomico de guisante, digerido con los enzimas de
restriccion, Bell, Bglll, EcoRV, EcoRI y Kpnl (10ug/digestién) e hibridado con la
sonda del cDNA de psp34. En la parte superior de la figura se muestra un esquema de
los sitios de corte del cDNA y la sonda utilizada. La masa molecular de los patrones de
DNA se sefialan a la izquierda de la figura.

3.2.2. Expresion del gen psp54 en diferentes organos de la planta

En una primera instancia, se analizaron los niveles de mRNA del gen psp354 en los
diferentes drganos de la planta mediante Northern blot de RNA total extraido de diferentes
tejidos (Figura 13A). La sonda del cDNA del gen psp54 detecta una sola banda que
corresponde a un transcrito de 1.4 kb, de acuerdo con el tamafio del cDNA de psp54. Ei

mRNA se encuentra presente en la semilla madura, periodo previo a la latencia, asi como
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en gjes y cotiledones procedentes de semillas secas y embebidas durante 20 horas a 4°C. El
mensajero no se detectd en tejidos de la planta adulta ni en flores.

Por otro lado, se analizaron los niveles de proteina en extractos de proteina total de los
diferentes tejidos mediante Western blot, utilizando el anticuerpo de pi6, y se confirmo la
presencia de la proteina pl6 unicamente en aquellos tejidos donde hay mRNA (figura
13B). Ambos analisis demuestran que la expresion del gen psp54 esta regulada a nivel de

tejido, siendo p16 una proteina especifica de la semilla.

A sSM CER T H F

Figura 13. Andlisis del patron de
expresidn por tejidos del gen psp54.
(A) Andlisis mediante Northern blot de
extractos de RNA total (10 pg/linca)
de diferentes tejidos de la planta (SM,
semilla madura; C y E, cotiledones y
ejes embrionarios de semillas tras un
periodo de imbibicion de 20 horas; R,
raiz; T, tallo, H, hoja; F, flor). Como
contrel de carga se muestra la tincién
con bromuro de etidio de los RNAs
ribos6micos. A la izquierda se muestra
el tamafio del mRNA de psp54.

(B) Analisis mediante Western blot de
extractos crudos de los diferentes B
tejidos de la planta. Se cargaron 25ug

de proteina total por muestra analizada. plé Im

En la semilla seca del guisante se almacenan mRNAs que normalmente codifican
proteinas importantes para la maduracion y deshidratacion de la semilla, como las Lea
(Late embryogenesis abundant), mientras que no se almacenan los mRNAs de proteinas de
reserva como las vicilinas (Roberton & Chandler, 1992; DeRocher & Vierling, 1994).
Desde este punto de vista aunque el gen psp54 comparte caracteristicas estructurales con

las vicilinas, se comporta fisiologicamente como una Lea.
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3.2.3. Estudio de la expresion temporal del gen psp54

3.2.3.1. Expresi6én del gen psp54 durante la embriogénesis

El desarrollo de la semilla se caracteriza por una serie de etapas especificas y la tasa de
desarrollo puede variar en funcidn de diversos factores genéticos y ambientales (Hedley &
Ambrose, 1980). Después de la fertilizacidn, el desarrollo del embrion se inicia con una
intensa division celular, seguida de una etapa de expansidon celular y almacenamiento de
reservas. Finalmente, durante las ultimas etapas del desarrolio embrionario, se produce una
dramdtica pérdida de agua que facilita la entrada en un estado durmiente. Durante el
estudio de la expresion del gen psp34, se han realizado medidas de parametros como el
peso fresco, peso seco, contenido en agua de la semilla y longitud de la vaina, que han
permitido delimitar las diferentes etapas del desarrollo (Figura 14). Como se puede ver en
la figura, las semillas de guisante alcanzan el maximo peso fresco entre los 20 y 25 DAF.
A partir de este momento, el peso seco de la semilla se mantiene aproximadamente
constante, por lo que la disminucion en peso fresco a partir de 25 DAF es debida a la
pérdida de agua. La semilla de 35 DAF ha perdido aproximadamente un 90% del agua. El
desarrolio embrionario finaliza entre 35 y 40 DAF.

El estudio de la expresidn del gen psp54 durante el desarrollo se realizé mediante
Northern blot y Western blot. En la figura 15 se muestran los resultados del analisis de la
expresion a 10, 15, 20 y 35 DAF. En el panel A de la figura se observa que hasta 20 DAF
no aparece el transcrito de psp34, cuando, segiin nuestras condiciones experimentales, la
semilla ha perdido ya el 30% de agua. A los 35 DAF, cuando las semillas han perdido el 90
% de agua, el mRNA de psp54 permanece en la semilla seca, de acuerdo con lo observado
en el andlisis de la expresion por tejidos.

En el panel B de la figura 15, se muestra el resultado del analisis mediante Western

blot de extractos de proteina total. De acuerdo con el patron de acumulacién del transcrito
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Figura 15. Expresion del gen psp54
durante la embriogénesis.

(A) Northern blor donde se analizan
los niveles de transcrito de psp54
durante los dias indicados después de
la floracién (DAF). Los RNAs totales
de 10 y 15 DAF han sido extraidos
de semillas completas, mientras que
20 y 35 DAF sélo de ejes em-
brionarios. En el panel superior se
muestra la tincién con bromuro de
etidio de los rRNAs como control de
carga. (B) Analisis mediante Western
blot de extractos de proteinas totales
durante los dias indicados.
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de psp54, la proteina pl6 comienza a acumularse en la semilla a los 20 DAF, alcanza un
maximo quince dias mas tarde (35 DAF) y permanece en la semilla seca, tal y como se

demuestra en el analisis de la expresion por tejidos.

3.2.3.2. Expresion del gen psp54 durante la germinacién y crecimiento de la plintula.

La germinacion comienza con la absorcion de agua por la semilla seca durmiente y
termina con la elongacién del eje embrionario. El signo visible de que la germinaciéon ha
finalizado se produce cuando la radicula rompe la testa, que en guisante ocurre
aproximadamente 24 horas después de la imbibiciéon. En la figura 16, se muestra la
evolucion del peso fresco, peso seco y contenido de agua de los ejes durante la
germinacion y crecimiento de la plantula. El contenido de agua aumenta rapidamente
durante las 20 horas de imbibicién hasta alcanzar un valor préximo al 60% y después
permanece constante durante las siguientes 24 horas. Una vez la radicula rompe la testa, se
produce una rapida absorcion de agua hasta las 36 horas y a partir de ese momento, el
contenido en agua se mantiene constante (85%).

En el analisis mediante Northern blor (figura 17A), se muestra que durante la
imbibicion de las semillas (HAI 0), el mRNA de psp354 empieza a degradarse de manera
que a las seis horas de germinacidn ya no se detecta. En el analisis mediante Western blot
(figura 17B) se observa que el nivel de pl6 se mantiene e incluso parece aumentar
ligeramente durante todo el periodo de germinacién, observandose las primeras bandas de
degradacion alrededor de 24 HAL

La presencia de la proteina en el Gltimo periodo de la embriogénesis y durante la
germinacion, sugieren qué pl6 podria facilitar algiin proceso durante la deshidratacion de

la semilla o durante la rehidratacion del embrion maduro.
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Figura 17. Expresion del gen
psp 54 durante la germinacién
y crecimiento de la plantula.
(A) Northern blot donde se
muestran los niveles de
transcrito de psp 54 durante
las horas indicadas después de
la imbibicién (HAI). En el
panel superior se muestra la
tincién con bromuro de etidio
de los IRNAs como control de
carga. (B) Western blor de
extractos de proteinas totales
durante las horas indicadas.
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3.2.4. Estudio de la regulaciéon de la expresion del gen psp54 bajo

condiciones de estrés

3.2.4.1. Anilisis de la expresion del gen psp54 en respuesta a estrés hidrico

Los resultados anteriores indicaban una clara correlacion entre la expresion del gen
psp54 y los procesos fisiologicos de deshidratacion e hidratacién que se producen durante
la maduracién y germinacién de la semilla de guisante. Por tanto, resultaba interesante
estudiar si era posible inducir el gen psp34 por tratamientos de estrés hidrico, una vez ha
cesado su expresion en la semilla. En este sentido, se realizaron distintos tratamientos
sobre plantulas HAI 18, periodo en el que el mRNA de psp54 ya no se detecta y sobre
plantulas HAI 72, en las que ha desaparecido por completo tanto el transcrito como la
proteina. Las plantulas HAI 18 y HAI 72 fueron sometidas a los siguientes tratamientos: (i)
estrés osmotico, mediante rociado con una solucion 1.5 M de sorbitol; (ii) sequia, mediante
la incubacion de las plantulas a 28°C sin regar, y (iii) tratamiento con una solucién 100 pM
de ABA, factor clave en la ruta de respuesta a estrés de gran cantidad de genes inducidos
por sequia (Bray, 1997).

Se analizaron mediante Northern blot los patrones de expresion de psp54 en plantulas
sometidas a los distintos tratamientos durante 6 y 24 horas (figura 18). En todos los casos
se observo induccion del mRNA de psp54, aunque la respuesta a los distintos tratamientos
difiere en intensidad y tiempo de respuesta y es dependiente del estadio de desarrollo de las
plantulas. La mayor induccidn se obtiene en respuesta a ABA exdgeno en plantulas
HAI 18, en las que ya se observan niveles muy elevados de transcrito a las 6 horas de
tratamiento. La respuesta de plantulas HAI 72 a los distintos tratamientos es menor a la
observada en plantulas HAI 18, siendo este efecto mucho mas acusado en el tratamiento
con ABA. Por otro lado, la respuesta a sequia en plantulas HAI 72 es mas rapida, de
manera que se detecta transcrito a las 6 horas de tratamiento. Esto se podria explicar por el

hecho de que en plantulas HAT 18 la radicula ain no ha emergido, de manera que la testa
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protegeria frente a la pérdida de agua mientras que en HAI 72 tanto el epicotilo como el

hipocotilo estan expuestos al tratamiento de sequia y perderian agua con méas facilidad.

ABA Sorbitol Sequia
6 24 6 24 6 24 (horas)
tRNA
1,4kb- :
HAI 72
rRNA
1,4kb-

Figura 18. Andlisis mediante Northern blot de 1a expresion del gen psp54 en pléntulas
HAI 18 y HAI 72 sometidas a sequia (28°C, sin regar), estrés osmético (sorbitol 1,5 M)
y ABA 100 pM a las 6 horas y 24 horas después del tratamiento. En los pancles
superiores se muestra la tincion de los TRNAs como control de carga. Se han realizado
los controles HAI 18 (6 y 24h) y HAI 72 (6 y 24 h) y no se detecta mRNA de psp 54 en
ningiin caso.

Dejando al margen las diferencias en la respuesta al estrés dependiente del estadio de
desarrollo que se discutirdn posteriormente, estos resultados sugieren de nuevo que la
acumulacién del mRNA de psp54 esta regulada por el estado hidrico de la planta, de modo
que su expresion se induce en respuesta a sequia, estrés osmotico y tratamiento con ABA.

Los genes de las proteinas Lea, sHSPs y otros genes implicados en la tolerancia al estrés
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también se inducen durante la germinacién y en tejidos vegetativos si las plantas se
someten a determinadas condiciones de estrés. Por el contrario, la expresion de las
proteinas de reserva es rigurosamente especifica de tejido, se expresan principalmente en
cotiledones y ejes embrionarios pero nunca en tejidos vegetativos. Roberton & Chandler
(1992) realizaron un estudio comparativo de la induccion de la expresion de deshidrinas y
proteinas de reserva de guisante por estrés hidrico o tratamiento con ABA durante la
germinacion. Estos autores observaron que las deshidrinas se inducfan en respuesta a
estrés, cosa que no ocurria con las proteinas de reserva. Incluso se ha observado una
regulacion negativa sobre la expresion de los genes de las proteinas de reserva cuando las
semillas de guisante en desarrollo se someten a una deshidratacién prematura (Jiang et al.,
1995). Por otro lado, aunque en algunas especies la sintesis de proteinas de reserva esta
regulada por ABA, en guisante, Barrat ef al. (1989) no observan ningtin efecto del ABA
sobre la induccion de los mRNAs de leguminas y vicilinas.

Cuando los tratamientos de estrés se realizaron con plantulas de 5 dias, se observd
claramente una disminucién en la respuesta de psp54 respecto a plantulas HAI 72, de
nuevo mas patente en el tratamiento con ABA (datos no mostrados). El guisante presenta
tolerancia a una deshidratacion severa Unicamente durante la germinacién,
aproximadamente hasta HAI 24 (Lalonde & Bewley, 1986). La disminucién de la
expresion en respuesta a estrés det gen psp34 en periodos postgerminativos podria ser un
reflejo de la incapacidad que tiene la planta de guisante para recuperarse de una
deshidratacion severa tras la germinacion. Los resultados anteriores son similares a los
observados en otros genes, como el gen Lea Atrab28 de A. thaliana, cuyo mRNA tampoco
se induce en plantulas de cinco dias por tratamiento con ABA, NaCl o sequia (Arenas-
Mena et al., 1999).

Con el fin de analizar si el incremento en los niveles de transcrito de psp54 se
traducian en un aumento de la cantidad de proteina, se selecciono el periodo en donde se
produce una mayor induccién del gen psp54, HAI 18, y se realizaron extracciones de

proteina total de las plantulas tras 24 horas de tratamiento con ABA, sorbitol, y sequia. Las
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muestras se analizaron mediante
Western blot. El resultado se mues-
tra en la figura 19, donde se ob-
serva que en 1os iratamienios con
ABA y sorbitol parece haber un li-
gero aumento en la cantidad de
proteina respecto al control
HALI 18, aunque esto podria deber-
se a ligeras diferencias en la carga
de la electroforesis. Sin embargo,
en el tratamiento de sequia la
cantidad de proteina es menor que
en el control, de acuerdo con la
disminucion de los niveles de
proteina que se¢ producen durante

la germinacion y desarrollo de la

plantula,

Dado que los niveles de proteina

detectados no eran compatibles con la
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Figura 19. Analisis del
nivel de la proteina plé
en plantulas HAI 18
sometidas a sequia, es-
trés osmético y ABA
tras 24 horas de trata-
miento. (A) SDS-PAGE
de extractos crudos de
proteina teftido con azul
Coomassie. A la izquier-
da se indica la migracién
de pl6 y a la derecha ia
masa molecular de los
patrones. (B) Analisis
Western blot.

elevada induccion del mRNA, se realizé un estudio de la cinética de acumulacion tanto del

transcrito de pspS4 como de la proteina pl6 para descartar un posible desfase entre la

acumulacién del mRNA y de la proteina. Para ello se selecciono el tratamiento con ABA

sobre plantulas HAI 18, donde se observa la mayor respuesta del gen psp54. Se tomaron

muestras de plantulas a las 6, 24 y 48 horas tras la aplicacion de ABA y se llevaron a cabo

analisis mediante Northern bloty Western blot. Los resultados se muestran en la figura 20,

donde de nuevo se observd que la induccion del mRNA se produce a las 6 horas de

tratamiento, con un maximo a las 24 horas. En el analisis mediante Western blot se observa
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que a las 6 horas todavia no hay diferencias entre las plantulas control y las tratadas con

ABA, sin embargo, a partir de las
24 horas las diferencias son no-
tables. El nivel de p16 disminuye
rapidamente en los controles,
mientras que los niveles de
proteina se mantienen elevados en
las plantulas tratadas con ABA.
Cuando se comparan los paneles A
y B, se puede concluir que la
induccion de psp54 a nivel
transcripcional no se correlaciona
con un incremento en la cantidad
de proteina. Mas Dbien los
resultados parecen indicar que en
las condiciones del tratamiento con
ABA la estabilidad de la proteina
aumenta. Esto podria ser debido a
una regulacion de la velocidad de
sintesis y de degradacion de la
proteina o alternativamente a qué

en ausencia de sintesis de novo la

A

TRNA

1.4kb-

plé

6 24 48 6 24 48 (horas)
Control ABA

Figura 20. Comparacién de los niveles de mRNA
de psp54 y de la proteina pl6 en plantulas control
y tratadas con 100 uM de ABA durante 6, 24 y
48 horas después del tratamiento. (A) Andlisis
mediante Northern blot de RNAs totales. En ¢l
panel superior se muestra la tincién con bromuro
de ctidio de los TRNAs como control de carga.
(B) Analisis mediante Western blot de extractos
crudos de proteinas.

resistencia de la proteina a la degradacién aumentase durante el estrés. Hay algunos

ejemplos en la bibliografia de genes inducidos por estrés en donde también se observa una

falta de correlacion entre el nivel de mensajero y el de proteina, como es el caso de algunas

quinasas (MAPKs) de plantas, posiblemente implicadas en las cascadas de sefializacién de

estrés (Seo et al, 1999; Saijo et al, 2000). Es posible, que en los casos en que el nivel de
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proteina no varie se produzcan modificaciones postraduccionales que afecten a la funcién
de dichas proteinas durante el estrés.

Es importante sefialar aqui que la mayor parte de los estudios sobre regulacion de la
expresion génica en condiciones de estrés se realizan a nivel de transcrito, sin analizar que
ocurre a nivel de proteina. El gen psp54 constituye un ejemplo claro de la importancia del

estudio de la regulacidn de los genes tanto a nivel de transcripcion como de traduccion.

3.2.4.2. Anailisis de la expresion del gen psp54 en respuesta a estrés hidrico en érganos

de la planta adulta

Para realizar este estudio se obtuvo RNA total de raices, tallos y hojas de plantas
adultas control y sometidas a estrés por sequia y tratamiento con ABA y se analizd ia
expresion del gen psp54 mediante anélisis Northern blot. En la figura 21 se muestran los
resultados de un experimento tipico. Hay que indicar que durante los tratamientos de
sequia se produce un marchitamiento de la planta, en mayor o menor medida, lo que
provoca que en algunos experimentos se obtengan RNAs algo degradados. A pesar de ello,
en los tratamientos de sequia siempre se ha observado una reexpresion del gen psp54. Sin
embargo, el tratamiento con ABA no induce el mRNA de psp54 en tejidos adultos, ni

incluso cuando las plantas son tratadas con una solucién 200uM de ABA.

Figura 21. Expresion del gen
psp54 en oOrganos de la planta
adulta. Northern blot de RNAs
totales obtenidos de raices,
tallos y hojas sometidos a
sequia (28°C, sin regar), 200uM
de ABA vy sin tratar durante 24
horas. En el panel superior se
muestra la tincién con bromuro
de ctidio de los TRNAs como
control de carga.

TRNA

1.4kb-

raiz tallo hojas yaiz tallo hojas raiz tallo hojas
Control Sequfa ABA
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Cuando se realizé el analisis mediante Western blot de extractos crudos se observo que
la induccion del mRNA de psp54 en plantas sometidas a estrés por sequia no resultaba en
la reaparicion de la proteina p16 en los diferentes drganos de la planta adulta (datos no
mostrados), lo que sugiere de nuevo que debe existir una regulacién compleja del gen
psp54 por estrés hidrico a nivel transcripcional, postranscripcional y/o traduccional
dependiente del estadio de desarrollo de la planta de guisante. Es posible que diferentes
elementos del promotor del gen psp34 asi como la presencia de diferentes proteinas en
diferentes tejidos puedan estar implicados en la regulacion de su expresion a nivel
transcripcional. Existen ejemplos en la bibliografia de genes cuya induccién por ABA es
especifica de tejido, por ejemplo el gen rabl7 de maiz esta regulado por diferentes
elementos en cis en embriones y hojas de manera que se ha sugerido la existencia de
diferentes proteinas especificas del embridn y especificas de las hojas que pueden unirse a

estos elementos (Busk & Pageés, 1998).

En resumen, el patron de expresion del gen psp54 y de la proteina p16, junto con los
resultados de la respuesta a estrés dependiente del estadio de desarrollo de guisante
sugieren que la funcion de pl6 se restringe al periodo de embriogénesis tardia, estado
durmiente y/o a la germinaciéon. Aunque el gen no parece estar silenciado durante el
periodo postgerminativo, de manera que hay una respuesta basal a nivel trancripcional
frente a sequia y estrés osmotico, debe existir una regulacion de la expresion a nivel
postranscripcional o traduccional de forma que este mRNA no se traduce. Con los datos
obtenidos hasta el momento, psp54 podria formar parte de la red reguladora dependiente
de ABA implicada en el mantenimiento de la semilla durmiente. Algunos genes, como el
HVA422 de cebada, se cree que son determinantes en el estado durmiente del grano, ya que
su expresion se correlaciona muy bien con el estado durmiente de las semillas (Shen et al.,
2001). Sin embargo estos estudios realizados exclusivamente a nivel de transcrito no
aportan datos sobre la presencia de la proteina ni su correlacion con la presencia de

mensajero. Por el contrario, otras proteinas de la semilla como algunas Lea y Rab se
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inducen en tejidos vegetativos en respuesta a estrés y ABA, y por tanto su expresion no
puede ser asociada a la imposicion del estado durmiente per se sino mas bien a la

proteccidn de las semillas durmientes frente a la deshidratacion.

3.2.4.3. Anilisis de la expresion del gen psp54 en respuesta a herida

Las plantas reaccionan ante la herida o ataque por patdgenos mediante la activacion de
grupos de genes, implicados en la cura de la herida y en la prevencion de la subsiguiente
invasion por patoégenos. La herida puede considerarse un factor de estrés biotico simulando
el ataque por microorganismos tales como la infeccion por hongos o por insectos .

Con el objeto de estudiar si la expresién del gen pspS4 se inducia en respuesta a
herida, se efectuaron dos pinchazos en la zona correspondiente a la radicula sobre plantulas
HAT 18. Después de 24 horas se extrajo el RNA y se analiz6 mediante Northern blot la
aparicion de transcrito de psp54. Como se observa en la figura 22, el mRNA de psp34 se

induce en respuesta al tratamiento de herida.

rRNA

Figura 22. Expresién del gen psp54 mediada por
herida en HAI 18. Northern blot de RNAs totales
obtenidos de HAI 18 y tras 24 horas de herir la
radicula. En el panel superior s¢ muestra la
tincién con bromuro de etidic de los tRNAs como
control de carga.

1.4kb-
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Es posible (i) que esta induccién se deba a la pérdida de agua que se produce como
consecuencia del dafio mecanico en la zona afectada, ya que este gen responde a sequia,
(ii) que la respuesta sea independiente del estado hidrico, o (iii) que sea ei resultado de una
combinacion de los dos estreses (herida y sequia).

La sefial de herida a menudo esta mediada por hormonas como el etileno, ¢l cual se
produce durante la senescencia, o en respuesta a sefiales medioambientales como el ataque
por patogenos o herida mecanica. El tratamiento de semillas de guisante HAI 18 con
0.14 ppm de etileno durante 24 horas no induce la expresion del gen psp54 (analisis
Northern blot no mostrado). Aunque este dato es preliminar y necesita ser corroborado con
otras concentraciones de etileno, parece indicar que esta hormona no media la respuesta del
gen psp54 a la herida. Se han descrito casos en donde el etileno no parece intervenir en la
respuesta a herida, en este sentido, la familia de genes Pin2 (proteinase inhibitor II) de
patata y tomate constituyen uno de los ejemplos mejor estudiados de respuesta sistémica a
dafio mecénico sin mediacién de etileno (Pefia-Cortés & Willmitzer, 1995). Los genes

Pin2, sin embargo, responden a ABA y a acido jasmoénico (JA).

3.2.4.4. Efecto de temperaturas extremas en la expresion del gen psp54

Las plantas sufren deshidratacién no solo por sequia sino también por otros estreses
ambientales como bajas y altas temperaturas. Para el tratamiento a altas temperaturas las
plantulas HAI 18 se incubaron a 40°C durante 6, 12 y 24 horas, mientras que para e}
tratamiento a bajas temperaturas, las plintulas se mantuvieron a 4°C durante 24, 48 y 72
horas. En la figura 23, se muestra el analisis mediante Northern blot de los RNAs
extraidos, donde se observa que tanto las altas como las bajas temperaturas inducen la

expresion del gen psp54.
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En el tratamiento a 40°C, debido al
tiempo que tarda en detectarse el
mensajero, la induccién del gen no
parece producirse por choque
térmico sino mas bien seria debida
a la deshidratacidon producida por
las altas temperaturas. A pesar de
que en ambos casos las plantulas
fueron humedecidas, a altas tempe-
raturas el agua se evapora rapi-
damente. Esta conclusion estaria

de acuerdo con el resultado sobre
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U ekl Lol
1.4kb] .I -

6 12 2 6 12 24
40°C 4°C

Figura 23. Expresion del gen psp54 mediada
por altas v bajas temperaturas. Northern blot de
RNASs totales obtenidos de HAI 18 mantenidas
durante 6, 12 y 24 horas a 40°C y durante 24, 48
y 72 horas a 4°C. En el panel superior se
muestra la tincién con bromuro de etidio de los
TRNAs como control de carga.

la induccién del gen por sequia expuesto en la figura 18.

Considerando globalmente los resultados expuestos en los apartados anteriores, se

puede concluir que el gen psp54 se induce por estreses relacionados con el potenctal

hidrico celular. Como ya se ha comentado en el apartado de resultados 3.1, las cupinas

actuales se cree que proceden de una proteina ancestral funcionalmente implicada en

procesos de deshidratacién/hidratacion celular. Tanto p54 como otras cupinas actuales, en

base a su funcion, deben haber mantenido en su promotor elementos ancestrales necesarios

para su induccién por estrés hidrico. Por el contrario, tanto las globulinas de

almacenamiento actuales como la SBP han debido perder estos elementos y no se inducen

por estrés.
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3.2.5. Expresion de genes homélogos a psp54 en otras especies de plantas

La busqueda de genes homélogos en diferentes semillas se realizé mediante Northern
blot y mediante Western blot. Las semillas estudiadas fueron de girasol, soja, Arabidopsis,
tomate, alubia, garbanzo, haba, lenteja, cebada y zanahoria.

En Ia Figura 24 se muestran algunos de los resultados obtenidos. De las especies
analizadas se dedujo que existian homologos del gen psp54 de guisante en otras dos
especies de leguminosas, haba (V. faba) y lenteja (Lens sculentum). En los dos casos el
mRNA detectado por la sonda de ¢cDNA de psp54, tenia aproximadamente el mismo
tamafio que el mRNA del gen psp54 ( =1.4kb) y en el anélisis mediante Western blot el
anticuerpo de pl6 detectd proteinas de un tamafio también similar a p16. En haba la
proteina detectada por el anticuerpo de pl16 probablemente corresponde al producto del
procesamiento de la proteina incluida en las bases de datos con el n® PO8438 y que presenta

un 94% de similitud de secuencia con ¢l precursor p54 (Wobus, 2001).

A

TRNA

Figura 24. Genes homélogos a
psp54. (A) Northern blot de
RNAs totales obtenidos de
semillas de guisante, alubia,
garbanzo, haba, lenteja y soja.
(B) Western blot de extractos
crudos de proteinas.
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El hecho de que la sonda de cDNA no detecte el mRNA de la SBP en soja es logico,
ya que el mRNA no se almacena en la semilla seca. La proteina SBP si que esta presente
en la semilla y sin embargo el anticuerpo de p16 no la detecta a pesar de que presenta un
60% de similitud de secuencia, lo que indica la gran especificidad del anticuerpo de p16.
Por otra parte el anticuerpo de la SBP de soja tampoco detecta a p16 en guisante (Tegeder
et al., 1999).

La presencia de esta proteina en haba, lenteja y guisante es consistente con la
clasificacién botdnica mas clasica basada en caracteristicas morfologicas y fisioldgicas que

agrupa a estas tres especies en la misma tribu (figura 25).

Familia Fabaceae

Subfamilia Papilionoideae

Tribu Vicieae  Phaseoleae  Cicereae

Subtribu Glycininae  Phaseolinae
guisante soja alubia garbanze
haba
lenteja

Figura 25. Emplazamiento taxonémico (Polhill & Raven, 1981), de seis de las
especies analizadas en la biisqueda de genes homélogos a psp34.
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3.3. Localizacién subcelular de p16

Aunque p16 fue identificada y aislada a partir de nicleos o cromatina, un analisis de la
secuencia de su precursor p54 reveld, no solo la presencia de secuencias de localizacion
nuclear, sino también la existencia de un péptido sefial. Este resultado sugeria que pl6

podria poseer multiples localizaciones subcelulares.

3.3.1. Fraccionamiento subcelular

El fraccionamiento subcelular se realizé mediante centrifugacion diferencial a partir de
un homogeneizado de ejes embrionarios de guisante tal como se describe en el apartado
2.6.2. El contenido proteico de las distintas fracciones se analizé mediante SDS-PAGE y el
gel fue tefiido con azul Coomassie o sometido a electrotransferencia para realizar analisis
de Western blot. Como se observa en la figura 26A, pl6 esta presente claramente en la
fraccion nuclear asi como en el sedimento de 10000g y en menor medida en el sedimento
de 100000g, pero no aparece en la fraccion soluble. El analisis mediante Western blot
permitid la identificacion inequivoca de pl6 (figura 26B). Es importante destacar que el
sedimento de 1000g que aparece en la figura fue purificado en un gradiente de percoll (Ull
et al., 1986) y por tanto representa una fraccion nuclear fiable, donde las proteinas mayori-
tarias son las histonas. La proteina esta también presente en la fraccion de 10000g, que
contiene principalmente mitocondrias, cuerpos proteicos y otros organulos de tamafio
mediano. La abundancia de p16 en esta fraccién no parece debida a la presencia de restos
de nticleos, como indica la ausencia de histonas, y por tanto parece claro que, aparte del
nucleo, pl6 esta también presente en otros organulos. Sin embargo, como se observa en la
figura 26B, p16 no es un componente soluble del citosol.

La existencia de un péptido sefial N-terminal y dos sefiales de localizacion nuclear
seria compatible con este reparto de pl6 entre el nticleo y algin otro organulo subcelular.

Aunque no se realiz6 un estudio sistematico para identificar el organulo/s no nucleares que
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contienen pl6, el hecho de que pi6 y p54 muestren homologia con proteinas de reserva

sugiere que parte de p16 podria almacenarse en cuerpos proteicos.

IIB/I2A. 1

3TN 2 e o
pLShe - e

H4

-20.1

144

56 78

Figura 26. Presencia de pl6 en diferentes fracciones subcelulares. Fraccion nuclear
purificada (lineas 1 y 5). Sedimento de 10000g (lineas 2 y 6). Sedimento de 100000g
(lineas 3 y 7). Fraccién soluble (lineas 4 y 8). Las proteinas se separaron en SDS-PAGE
y el gel se tifié con azul Coomassie (panel A) o fue transferido a membrana e incubado
con el anticuerpe de pl16 (panel B). La migracion del patrén de masas moleculares se
muestra a la derecha del panel A y a la izquierda se indica la migracion de fas histonas

internas de guisante y de pl6.

3.3.2. Inmunolocalizacién de p16 en nucleos aislados

Con objeto de confirmar la presencia de pl6 en el nucleo, se realizé6 un analisis

inmunocitoquimico de nucleos aislados a partir de ejes embrionarios de guisante. Las

preparaciones de nucleos se incubaron con el anticuerpo de pl6 a una dilucion 1/5000

seguido de incubacién con el anticuerpo secundario unido a particulas de oro coloidal.

Como control se utiliz6 suero preinmune. Como se observa en la figura 27, sélo se detecta
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S

la acumulaciéon de particulas
de oro en nucleos tratados
con el anticuerpo de plé y
no en los nucleos incubados
con el suero preinmune. Este
resultado confirma la presen-
cia de la proteina pl6 en el
nicleo, principalmente en las

regiones perinucleares.

Figura 27. Deteccion inmu-
nocitoquimica de plé en
nicleos purificados de ejes
embrionarios de guisante,
Cortes finos de nicleos
fijados, fueron tratados con
suero preinmune (panel A) o
con una dilucion 1:5000 del
anticuerpo de pl16 (panel B).
En el panel B se observan
dreas con depdsitos de oro,
especialmente en regiones
perinucleares. Dos de estas
areas, marcadas como Bl y
B2, se han ampliado y se
muestran en la parte inferior
de la figura.
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Se desconoce en estos momentos la relacion temporal entre la distribucion de pl16 en
los diferentes organulos y el procesamiento del polipéptido precursor p54. La existencia de
dos posibles secuencias de localizacion nuclear, una en el extremo N-terminal de p54 y
otra en p16 hace posible que p16 pueda entrar al niicleo antes o después del procesamiento

del polipéptido precursor.

3.4. Interaccién de p16 con la cromatina

En estudios previos de nuestro laboratorio, se puso de manifiesto que plé
interacctonaba con la cromatina y habfa indicios de que en esta interaccién podrian
participar las histonas {Zufiiga, 1990). Diversos experimentos apoyaban esta hipotesis,
como se ha comentado en la Introduccién. En experimentos de digestion con DNasa I de
nicleos de ejes embrionarios de guisante, la proteina pl6 comenzaba a liberarse de la
cromatina a ttempos de digestion largos (a partir de 45 minutos). Se observd que previa a
la aparicion de p16 en la fraccion soluble, se producia la liberacion de H1 y las histonas
internas H2A y H2B. Por lo tanto la liberaciéon de p16 mediante digestion era precedida por
una disociacién de algin componente del nucleosoma. Estos resultados indicaban que la
proteina p16 estaba fuertemente anclada al DNA nucleosomal, bien por interaccion directa
0 a través de la interaccion con las histonas. Por otro lado, el tratamiento de niicleos de ejes
embrionarios de guisante con formaldehido producia el entrecruzamiento de pl6 con las
histonas internas. Finalmente, cuando los niicleos se obtenian bajo condiciones en que se
preservaban los puentes disulfuro existentes in vivo, una fraccion de pl6é formaba

heterodimeros con la histona H3.

3.4.1. Interaccion de p16 con las histonas in vitro

Los resultados anteriores sugerian que la fuerte asociacion de esta proteina a la

cromatina in vivo, podria deberse a una interaccion directa de p16 con las histonas. Para
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estudiar esta posibilidad con mas detalle, se utilizaron dos tipos de aproximacion in vitro:

(1) analisis mediante Farwestern blot; (i) experimentos de pull-down.

3.4.1.1. Estudio de la interaccién de p16 con las histonas mediante Farwestern blot

3.4.1.1.1. Expresion de [’>S]Met-(hisgp16 in vitro

Para la expresion de pl6 in vitro se obtuvo la construccién pRSET-pl6 segiin se describe
en el apartado 2.3. En esta construccion el cDNA de p16 queda fusionado a una secuencia
que codifica un fragmento de aproximadamente 4 kDa que contiene una cola de 6
histidinas, bajo el control del promotor de la RNA polimerasa T7. La expresion in vitro se
realizé con el kit TNT T7 Quick coupled Transcription/Tranlation System y metionina
marcada con >°S. La sintesis de (hise)pl6 se comprobé mediante SDS-PAGE. Como se
observa en la autorradiografia (figura 28), se obtuvo una unica banda con una masa
molecular aproximada de 20 kDa consistente con la de pl16 fusionada a la cola de

histidinas.

kDa
35,6

_ Figura 28. Sintesis in viro de la proteina
28,14 recombinante (his¢)pl6 marcada con [*°S}-Met.
En la figura se muestra la autorradiografia del gel
de electroforesis. A la izquierda se sefiala la
_ migracion del patrén de masas moleculares y a la
20,9-| smenans. | -[*SThis,p16 derecha la migracién de la proteina sintetizada.

3.4.1.1.2. Andlisis mediante Farwestern blot

El andlisis de la capacidad de interaccion de pl6 con las histonas se realizé mediante

Farwestern blot. Este método es similar al Western blot, aunque en este caso se utiliza una

93



Resultados y Discusidén

proteina marcada (en nuestro caso pl6 marcada con **S$-Met) como sonda para detectar la
interaccion con proteinas inmovilizadas en una membrana de nitrocelulosa. Se realizo una
SDS-PAGE de histonas internas de eritrocito de pollo y de guisante (figura 29A). Las
histonas fueron posteriormente transferidas a una membrana de nitrocelulosa e incubadas

con la proteina [*°S]Met-(hiss)pl6 (figura 29B).

A _ B kDa

Bl 2B H2A. |
HH3/H2A 2
Hi— iy |-H -
' NE ¥
P g P 8

Figura 29. Andlisis mediante Farwestern blot de 1a interaccién de p16 con las histonas.
SDS-PAGE de histonas core de eritrocito de pollo (p) v de guisante (g). En el panel A
se muestra la tincién con azul Coomassie del gel v en el panel B un gel similar
transferido a membrana ¢ incubado con [*S)hisgp16. La migracién del patrén de masas
moleculares se muestra a la derecha del panel B.

En primer lugar, se observd que plé se une tanto a histonas de eritrocito de pollo
como a histonas de guisante in vitro. Ademas se observo que la interaccion mas fuerte se
produce entre pl6 y H3, y en menor medida con H4 y H2B. No se detect6 interaccion con
H2A. La fuerte interaccion entre pl6 y H3 es compatible con la posible formacion de un
puente disulfuro entre estas dos proteinas in vivo. Para descartar la posibilidad de artefactos
debido a la desnaturalizacion y renaturalizacion de las proteinas en este tipo de ensayos y

corroborar los resultados anteriores se realizaron experimentos de pull-down.
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3.4.1.2. Interaccion de p16 con las histonas mediante experimentos de pull-down

3.4.1.2.1. Expresion en E. coli de la proteina de fusion GST-pl16

Para estos experimentos se obtuvo la construccion pGEX4T-1-p16, segiin se describe

en el apartado 2.3, a partir del plasmido pGEX4T-1 y el cDNA de pl6. En esta

construccion pl6é queda fusionada a la proteina Glutation S-Tranferasa (GST) y la

expresion de la proteina se realiz6
en E. colii En la figura 30, se
muestra una SDS-PAGE de los
extractos crudos de proteinas de E.
coli transformadas con el plasmido
pGEX4T-1(lineas 1, 2 y 3) o
pGEX4T-1-p16 (lineas 4, 5 y 6)
antes (lineas 1 y 4) y después (lineas
2, 3, 5 y 6) de inducir la expresion
de las proteinas con IPTG. La
identidad de la proteina de fusion se
confirmé mediante Western blot con
el anticuerpo de plé y con el

anticuerpo de la GST.

3.4.1.2.2. Experimentos de pull-down

kDa
30, 8-
GST-plé
356
-GST
28 1-

20.0-

Figura 30. Expresién de GST y GST-pl6 en E. coli.
Tincién con azul Coomassie de un gel SDS-PAGE de
extractos crudos de proteinas de E. coli antes de inducir
(1y4)ytras 2h (2 y 5) v 3h (3 y 6} de induccion con
IPTG. A la derecha se indica la migracion de las
proteinas GST y GST-pl6 en el gel y a la izquierda la
migracion del patrén de masas meleculares.

En los experimentos de pull-down las histonas se incubaron con GST o GST-pl6

inmovilizadas en un gel glutation-Sepharose, en el tampdn de unién (ver apartado 2.6.9).

La incubacién se realizé en presencia de 150 mM de NaCl y a continuacion el gel se lavd

con el mismo tampén pero a concentraciones crecientes de sal. Como se observa en las
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figuras 31A y 31C, la proteina GST es incapaz de retener las histonas, de manera que todo
el input aparece en la fraccion de "no retemido”. Sin embargo, la proteina de fusion GST-
pl6 retiene las histonas de eritrocito de pollo y de guisante. Las histonas eluyen del gel a
partir de 500 mM de NaCl. En primer lugar eluyen H2A y H2B y posteriormente H3 y H4.
La interaccién con las histonas de guisante parece ser mas fuerte, pues la elucion se
produce a una concentracion de NaCl mayor, incluso después de 2 M de NaCl, ain queda
H3 y H4 unidas al gel (ver figura 31C, linea gel).

Estos resultados indican una preferencia en la unién de pl6 a las histonas H3 y H4
in vitro, de acuerdo con los resultados obtenidos en el Farwestern blot (ver figura 29).
Ademas, en experimentos previos, se habia observado que la liberacion de pl6 de la
cromatina mediante la digestidén de nucleos con DNasa I, iba precedida de la liberacion de
H2A y H2B. Dada la estructura del octimero de histonas formada por un tetramero de dos
copias de H3 y H4 flanqueado por dos dimeros H2A-H2B, todos estos resultados sugieren
que pl6 interacciona de forma diferencial con los componentes de cada uno de los
modulos del octamero de histonas.

Para confirmar que pl6 interaccionaba directamente con cada una de las histonas y
descartar que los resultados observados eran debidos, en parte, a interacciones histona-
histona, se llevé a cabo un experimento similar con histonas individuales de eritrocito de
polio. Como se observa en la figura 31B, p16 es capaz de unirse a cada una de las histonas
por separado. Debido a que la relacién plé6/histona es cuatro veces mayor en este
experimento que en el de las figuras A y C, cada histona individual queda totalmente
retenida. H2A y H2B eluyen antes (ver linea de 500 mM de NaCl) que H3 y H4, las cuales
se detectan también en el gel después de la elucion con 2 M de NaCl, lo que corrobora que
pl6 muestra mayor afinidad por H3 y H4 que por H2A y H2B. En contraste con los
experimentos de Farwestern blot en estos experimentos se detecta interaccién de pl16 con
la histona H2A, Como ya se ha comentado, el cambio de estructura de las histonas debido
a procesos de desnaturalizacién-renaturalizacion en el Farwestern podrian explicar estas

diferencias. En cualquier caso la interaccion con H2A es mas débil.
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Figura 31. Interaccién de p16 con las histonas internas mediante ensayos de pull-down. Las
protefna GST y GST-p16 fueron inmovilizadas en el gel glutation-Sepharose y posteriormente
incubadas con histonas internas de eritrocito de pollo (panel A), histonas de eritrocito
purificadas (panel B), o histonas de guisante (panel C). El gel fue Javado con ¢l tampon de
incubacién para recuperar la fraccién no retenida y sucesivamente con cantidades crecientes de
sal, tal como se indica. Tras el Gltimo lavado, el gel se hirvidé en presencia de tampon de
muestras de SDS, este resultado solo se muestra para los experimentos del panel B y C. Los
geles de los paneles A y C fueron tefiidos con azul Coomassie, mientras que los geles del panel
B fueron tefiidos con plata. I: /mput; NR: no retenido. La concentracion de NaCl de los
sucesivos lavados se indican con niimeros encima de cada linea.
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Como se ha comentado en la introduccion, la acetilacién de los grupos g-amino de
residuos de lisina de las colas N-terminales de las histonas modulan, con frecuencia, la
interaccion con otras proteinas (Vettese-Dadey et al., 1996). Para comprobar si esto ocurria
en la interaccion de pl6 con las histonas, se llevé a cabo un analisis de pull-down con
histonas internas de eritrocito acetiladas in vitro con la enzima recombinante Esalp de
levadura expresada en E. coli. Esalp acetila preferentemente H3, H4 y, en menor medida,
H2A. H2B no resulta modificada. Este experimento se realizé conjuntamente con los de la
figura 31 descritos anteriormente. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 32,
donde se observa que p16 interacciona mas debilmente con las histonas acetiladas que con
las no acetiladas (comparese input y “no retenido” de las figuras 31A y 32A). Debido a que
las histonas acetiladas se tifien peor con azul Coomassie que las histonas no acetiladas, este
resultado es mas patente cuando se observa la autorradiografia (figura 32B), donde

obviamente solo aparecen las histonas acetiladas.
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Figura 32. Interaccion de p16 con histonas internas de eritrocito de pollo acetiladas in
vitra con [*ClacetilCoA en presencia de la enzima Esalp. El experimento se realizé tal
como se describe en la figura 31. En ¢l panel A se muestra la tincién del gel con azul
Coomassie y su autorradiografia se muestra en ¢l panel B.
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Estos experimentos no permiten deducir la forma en que se produce la interaccion
entre p16 y las histonas. Sin embargo, el hecho de que p16 tenga un punto isoeléctrico de
9,5, y que segin los resultados obtenidos, el complejo entre pl6 y cada histona pueda
permanecer estable incluso a elevada fuerza ionica sugiere que la union de p16 con las
histonas no es debida, predominantemente, a interacciones idnicas. La interaccion
diferencial entre las histonas acetiladas y no acetiladas sugiere que las colas N-terminales,
altamente basicas, de las histonas podrian participar en la unién, aunque no descarta que el
dominio estructurado pueda también participar. En este sentido, se ha investigado sobre si
pl6 contiene €l motivo histone fold, responsable de la interaccion histona-histona y
presente en algunos factores transcripcionales (Altschul et al., 1997; Eddy, 1998). A pesar
de que este motivo no se ha encontrado en la proteina p16, esto no descarta una posible
interaccion con el dominio globular de las histonas. Existen ejemplos de proteinas que se
unen a las histonas a través del dominio globular y tampoco poseen este motivo, como por
ejemplo, la proteina Sptép (Bortvin et al., 1996), las proteinas p46 y p48, de mamiferos,
que se encuentran presentes en diversos complejos de ensamblaje y remodelamiento de la
cromatina (Verreault er al., 1998; Wade er al., 1998). Obviamente seran necesarios
estudios adicionales para dilucidar como se produce la interaccion entre p16 y las histonas.
Por ejemplo, experimentos de deleccién de diferentes dominios de pl6 podria clarificar
cual es el dominio exacto de interacciéon de pi6 con las histonas. Por otro lado, la
eliminacion de las colas N-terminales de las histonas mediante una digestién breve de
nucleosomas con tripsina (Edmondson & Roth, 1998), permitiria determinar el dominio de

interaccidn de las histonas con pl6.

3.4.1. Interaccion de p16 con el DNA

Numerosos procesos que implican al DNA requieren severas deformaciones de la
doble hélice para adquirir la estructura tridimensional adecuada a su funcién biologica. La

intrinseca inflexibilidad del DNA desnudo, necesita de la asistencia de proteinas que,
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facilitan la formacidn de estructuras nucleoproteicas complejas (Echols, 1986). Algunas de
estas proteinas, como HU de E. coli y las HMG-1 like de organismos eucariotas, se unen al
DNA sin presentar especificidad de secuencia y su principal funcidn consiste en modificar
la topologia del DNA. Se ha propuesto que estas proteinas funcionan como chaperonas del
DNA, al que se unen de forma cooperativa para incrementar su flexibilidad, io que facilita
la formacién de complejos nucleoproteicos de orden superior (Travers et al., 1994). De
acuerdo con este modelo, los complejos transitorios entre chaperonas y DNA serfan
rapidamente desplazados por los componentes proteicos del complejo final.

La modificacion de la estructura tridimensional del DNA, mediada por interacciones
proteina-DNA y proteina-proteina regula procesos esenciales para la célula (Grosscheld,
1995). En este sentido, durante la maduracién y entrada en el periodo durmiente de la
semilla se produce una fuerte condensacion de ta cromatina, lo que constituye un ejemplo
de la severa deformacion que debe suftir el DNA durante este proceso fisiolégico vital para
las plantas.

La proteina pl6 es muy bdsica, con un punto isoeléctrico de 9,5. Dado su elevado
contenido en aminodcidos basicos es evidente que puede unir DNA simplemente por
interaccidn idnica. Con el fin de caracterizar la interaccion de p16 con el DNA se examino
la unién a diferentes tipos de DNA sustrato y la posible alteracion de la estructura del DNA

mediada por esta proteina.

3.4.2.1. Expresion de (his¢)p16 en E. coli kDa g

s0.8] @

Se utilizo la construccion pRSETA-p16 para la o
expresion de la proteina (hisg)pl6 en E. coli. La 1561
proteina recombinante fue purificada en una columna
de Ni-agarose segin se indica en el apartado 2.6.7, y 2811,
analizada por SDS-PAGE (figura 33). a] -(hisg)pl6
Figura 33. Expresion de (hisg)pl6 en E. coli. Tincién con azul 209
Coomassie de un gel SDS-PAGE de extractos crudos de proteinas
de E. coli antes (linea 1) y después de inducir con IPTG (linea 2).

En la linea 3 se muestra el resultado de la purificacion de la proteina 3

(hise)p16.
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3.4.2.2, Interacciéon de p16 con diferentes moléculas de DNA

En una primera aproximacién se incubd la proteina p16 recombinante con diferentes
moléculas de DNA: DNA lineal de 146 pb, DNA (208-12), DNA del plasmido pRSETA y
DNA del plasmido pGEX4T-1. La formacién de complejos DNA-proteina se analizé
mediante electroforesis en gel de agarosa como se indica en el apartado 2.6.10. La proteina
pl16 se unié de la misma forma a todas las moléculas de DNA ensayadas, de lo que se
dedujo que la union de la proteina no es especifica de secuencia. En la figura 34 se muestra
el resultado de dos de los experimentos tipicos de interaccion de pl6é con el DNA
realizados en presencia o ausencia de poli-L-glutAmico como competidor. La interaccion
de p16 con el DNA es altamente cooperativa, en un proceso de todo o nada, de manera que
se observa la formacién de complejos de orden superior que no llegan a migrar en el gel
(tineas 2 y 6), mientras que las moléculas de DNA que no unen pl16 migran en la misma

posicion que el DNA control (linea 2).

) ) .4 .. poli-L-glu
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DNA (208-12) plasmido pRSETA

Figura 34. Ensayos de union de la proteina (his)pl6 (15 pM) con el DNA (208-12)
(15 nM) (lineas 1-4) y con el DNA plasmidico pRSETA (5,2 nM) (lineas 5-8), en
ausencia (1,2,5,6) o en presencia de poli-L-glutdmico (2 uM) (lineas 3,4,7,8).
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Una posible explicacion seria que pl6 se uniese al DNA formando puentes entre
diferentes moléculas de DNA lo que daria como resultado la formacién de grandes
agregados, con la subsiguiente compactacién del DNA. Aunque un comportamiento
similar se ha descrito en la unién al DNA de algunas proteinas como las HMG1-like de
maiz (Ritt et al., 1998) y la proteina LrpC de Bacillus subtilis (Tapias et al., 2000) entre
otras, la formacion de grandes agregados in vitro debe ser considerada con precaucién ya
que podria ser debido a simples interacciones de tipo iénico entre el DNA cargado
negativamente y proteinas con cierta carga positiva. De hecho, cuando histonas internas
individuales se incuban in vitro con el DNA, también se forman grandes complejos que en
principio no parecen tener ningun sentido fisioldgico. Sin embargo, cuando la incubacion
del DNA y pl6 se produce en presencia de poli-L-glutamico (lineas 4 y 8), la interaccion
del polianion con p16, favorece la formacién de agregados homogéneos, de tamafio
discreto e inhibe en gran medida la formacion de agregados de orden superior, lo que
sugiere que en ausencia de una carga global positiva en p16, la proteina alin es capaz de
interaccionar con el DNA.

Diversos autores, han descrito que las proteinas HMGl-like de eucariotas muestran
una unién al DNA que es independiente de la secuencia pero dependiente de ciertas
caracteristicas estructurales, de manera que presentan una preferencia por €l DNA
superenrollado o circular (Grasser ef al., 1996; Ritt et al., 1998).

Para discernir si p16 era capaz de distinguir entre dos conformaciones diferentes de
una misma molécula de DNA, se incubaron cantidades crecientes de la proteina pl6
recombinante con dos conformaciones distintas del plasmido pBluescript (PBS): (1)
superenrollado y (ii) linealizado con el enzima de restriccion EcoRI.

Como se observa en la figura 35, pl6 muestra mayor afinidad por el DNA
superenrollado, de modo que la formacion de agregados se produce a concentraciones
menores de p16 que las requeridas para observar el mismo efecto sobre et DNA lineal. En

ambos casos se observa, de nuevo, la cooperatividad en la unidn de p16 con el DNA.
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Figura 35. Ensayos de union de la proteina (hiss)p16 con dos conformaciones distintas
del plasmido PBS (5,2 nM): (i) plasmido linealizado con el enzima de restriccion EcoRI
(lineas 1-5), (ii) plésmido superenrollado (lineas 6-10). En ¢l ensayo se han utilizado
cantidades crecientes de proteina (2.7uM, 5.4pM, 10.8uM, 21.6uM).

3.4.2.3. Interaccion de p16 con mononucleosomas

Dada la capacidad de p16 de unirse tanto a las histonas como al DNA por separado,
se realizé un ensayo para comprobar si pl6 podia unirse a la estructura nucleoproteica
basica de la cromatina, el nucleosoma. Ei ensayo fue realizado en presencia y ausencia de
poli-L-giutimico tal y como se describe en el apartado 2.6.10. En la figura 36 se muestra la
electroforesis en gel de agarosa de los complejos obtenidos. En ambos casos se observa la
formacion de complejos discretos nucleosoma-pl16 (lineas 2 y 4} y la ausencia de grandes
agregados. No se observan diferencias entre la ausencia o presencia de poli-L-glutamico
quizds porque la presencia de histonas en el nucleosoma modula la interaccion de p16 con

la estructura nucleoproteica, disminuyendo las interacciones de tipo i6nico entre p16 y el

DNA.
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Figura 36. Interaccion de pl6 (15uM) con mononucleosomas (1uM) en ausencia
(lineas 1-2) o presencia de poli-L-glutdmico (2 uM) (lineas 3-4). Las lineas 1 y 3 corres-
ponden a los ensayos control sin proteina.

De los resultados expuestos hasta el momento se deduce que: (i) pl6 es capaz de
unirse tanto al DNA desnudo, de forma cooperativa, como a los nucleosomas, y (i1) que

muestra preferencia por estructuras superenrolladas del DNA.

3.4.2.4. Superenrollamiento de un DNA plasmidico relajado en presencia de p16

En la célula el DNA se encuentra normalmente en forma superenrollada. En células
procariotas, la proteina HU, y en eucariotas, las histonas, utilizan un mecanismo de
superenrollamiento del DNA alrededor de las mismas, no especifico de secuencia, para la
organizacion y el empaquetamiento del DNA en un pequefio volumen compatible con el
tamafio de las bacterias o el niicleo eucariota. Broyles & Pettijohn (1986) demostraron que
cuando {a proteina HU se une al DNA ir vitro, en presencia de topoisomerasa I, produce
compactacién y superenrollamiento del DNA. Este tipo de experimentos se ha realizado
también con las proteinas HMG1-/ike de organismos eucariotas donde se observd que en

ensayos in vitro eran capaces de provocar curvaturas en un DNA lineal y producir
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superenrollamiento de un DNA plasmidico en presencia de topoisomerasa I (Grasser ef al.,
1996; Ritt er al., 1998). La topoisomerasa 1 puede relajar una molécula de DNA
superenrollado, libre de proteinas, produciendo un corte en una de las cadena de DNA y
permitiendo que esta cadena gire alrededor de la cadena complementaria. Sin embargo,
cuando el superenrollamiento se produce por la interaccion del DNA con una proteina, éste
no se pierde por accion de la topoisomerasa.

Para ensayar la capacidad de pl6 de inducir cambios en la estructura del DNA, se
incubaron, en presencia de topoisomerasa I, dos cantidades de p16 (3 pM y 15 uM) con el
plasmido PBS (5,2 nM) previamente relajado por la enzima. Este experimento se realizé
también con dos proteinas basicas, el citocromo ¢ (15 pM) y la histona H4 (15 uM).
Después de la incubacion y desproteinizacion de las muestras, estas se aplicaron a una
electroforesis en gel de agarosa (figura 37). En las lineas 2 y 3 se muestra el plasmido PBS
superenrollado y relajado por la topo- '
cte
H4

pl6
topol

isomerasa I respectivamente. El resul-

tado de la incubacion con el cito-

cromo ¢ (linea 4) y con H4 (linea 5),
pone de manifiesto que aunque estas
proteinas son capaces de unirse al
DNA, no modifican su estructura, de >
manera que el plasmido queda

relajado después de desproteinizar. El

resultado obtenido mediante la incu-

123450678

bacion con pl6 es claramente distinto

, ., Figura 37. Ensayo de superenrollamiente del DNA
(lineas 6 y 7), la unién de p16 al DNA plamidico PBS (5,2 nM) en presencia de diferentes
proteinas bésicas. (1) patréon de tamafios A-HindHI (23,

. | e tonoiome. ‘
relajado en presencia de topoisome 9.9, 6.6, 4.4, 2.3, 2.0, 0.5 kb). (2) DNA plasmidico

ra I, provoca un superenrollamiento superenrollado. (3) DNA plasmidico re_lajado por la

topoisomerasa 1. (4) Plismido PBS incubado con

en el DNA que es patente a ambas citocromo ¢ (15 pM). (5) Plasmido PBS incubado con

. histona H4 {15 uM). (6 y 7) Plismido PBS incubado con
concentraciones de pl16 ensayadas. (hiss) p16 (15 M), (8) patron de tamafios p100.
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Este efecto se podria explicar, si pl6, en forma monomérica u oligomérica,
constituyera una matriz o bobina donde el DNA se enrollara formando bucles de corta
longitud, de una forma similar a como ¢l DNA se enrolla alrededor de las histonas internas
en el nucleosoma.

Al igual que las proteinas asociadas a la cromatina HU, Hbsu, HMG1 y H-NS
(Grosschedl, 1995), la union de p16 al DNA es independiente de la secuencia (figura 34),
reconoce estructuras especificas en el DNA (figura 35), y es capaz de modificar la
conformacion del DNA introduciendo superenrollamiento in vizro (figura 37). Si se
establece un paralelismo entre la funcién de estas proteinas y p16, la proteina p16 podria

considerarse una proteina estructural asociada a la cromatina.

3.5. Posible funcién de p16

A pesar de que los resultados disponibles alin no permiten asignar una funcion
definida a la proteina p16, es posible proponer diversas hipdtesis acerca del papel de esta
proteina en la semilla de guisante. Los resultados obtenidos parecen indicar que p16 s una
proteina multifuncional. La proteina plé estd presente en distintos compartimentos
subcelulares, en particular en el nticleo y en otros organulos, probablemente en los cuerpos
proteicos. La similitud de secuencia de p16 y su precursor p54 con las proteinas de reserva
de la familia de las vicilinas, su presencia en cuerpos proteicos y su desaparicion en los
ejes embrionarios coincidente con el desarrollo y crecimiento de la plantula, sugieren que
es utilizada como proteina de reserva. Sin embargo, presenta marcadas diferencias con las
vicilinas de guisante. La mas destacable es la capacidad del gen psp54 de responder a
diferentes tipos de estrés relacionados con el contenido hidrico celular, caracteristica que,

probablemente, tiene su origen en la cupina ancestral de la cual evolutivamente procede.
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Aunque el gen psp54 se expresa en respuesta a estrés hidrico, la ausencia de
correlacién entre los niveles de mensajero y de proteina sugiere que plé no gjerce un
efecto de proteccion frente al estrés similar al propuesto para proteinas tipo Lea y sHSPs.

Por otro lado, las posibles funciones de pl6 como proteina nuclear resultan de enorme
interés. Podria ser relevante que la proteina se encuentre presente en periodos del
desarrollo que se caracterizan por la ausencia de division celular y por la tolerancia a la
deshidrataciéon. Quizas la presencia de pl6 en tejidos que no cumplan estas caracteristicas
no sea deseable para la célula de manera que la proteina sélo estd presente en las etapas
media/final de la embriogénesis y durante la germinacién. En este sentido, son sugerentes
los resultados obtenidos por Galvez & de Lumen (1999) sobre la proteina lunasina de 43
residuos de aminodcidos, que procede del procesamiento de una albimina 2S de soja. La
transformacion de células de mamifero con esta proteina causa una inhibicidn de la
division celular en un proceso mediado por su interaccion con las histonas, principalmente
con isoformas hipoacetiladas. La proteina pl6 interacciona con las histonas y muestra
también una preferencia por las histonas no acetiladas. Aunque no existen homologias de
secuencia entre lunasina y p16, diferentes genes podrian haber sido utilizados a lo largo de
la evolucién para funciones similares. De la misma forma que la lunasina, pl6 podria
participar en el cese de la division célular en células embrionarias a través de su
interaccion con la cromatina (histonas y/o DNA). Por otro lado, en experimentos in vitro
pl6 es capaz de provocar cambios en la conformacion del DNA lo que permite sugerir que
podria estar implicada en el establecimiento y/o mantenimiento de una estructura compacta
de la cromatina, incompatible con cualquier actividad nuclear pero probablemente impres-
cindible para su proteccion frente a la deshidratacién extrema que se produce al final del

desarrollo de la semilla.
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4. Conclusiones

1. La construccién y andlisis de una genoteca de expresion de ejes embrionarios de
guisante 30 DAF ha permitido el aislamiento y caracterizacion del cDNA que codifica la
proteina p16. Este cDNA codifica una proteina precursora de 54,5 kDa, que contiene un
péptido sefial y dos posibles secuencias de localizacion nuclear. p16 corresponde al tercio
C-terminal de la proteina precursora, pS4, después del procesamiento del enlace Asn371-
Ser372.

2. El analisis de la secuencia de p54 en las bases de datos ha mostrado la existencia de
una proteina practicamente idéntica en haba, a ia que denominamos p54-/ike. El anticuerpo
de p16 reconoce una proteina de un tamafio similar a p16 tanto en haba como en lenteja, lo
que indica, por un lado que la proteina p54-/ike de haba se procesa de una forma similar a
p54, v por otro que en lenteja existe también un gen homologo a psp54 todavia no
identificado.

3. El alineamiento de secuencias de p54 con dos vicilinas de estructura conocida ha
llevado a incluir a p54 en la superfamilia cupina que agrupa proteinas tanto de organismos
eucariotas como procariotas con estructura similar y funciones diversas. Esto ha permitido
trazar un posible esquema evolutivo para p54, basado en modelos previamente descritos.

4. El gen psp54 esta presente en copia Gnica en el genoma de guisante.

5. La expresion de psp54 esta regulada durante el desarrollo embrionario, siendo
especifica de las etapas media y final de la embriogénesis. EIl mRNA de psp54 y la
proteina p16 se acumulan en la semilla seca, desaparecen a lo largo de la germinacion y no
se detectan en tejidos vegetativos.

6. El gen psp54 se induce por sequia, estrés osmotico, herida, temperaturas extremas y
tratamiento con ABA, de una forma dependiente del estadio de desarrollo de la plantula.

Los niveles de proteina no se corresponden con la acumulacion de mRNA tras los
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diferentes tratamientos, aunque se observa un aumento en la estabilidad de la proteina
preexistente.

7. La proteina p16 se encuentra presente en el niicleo y en otras fracciones particuladas
de la célula.

8. La proteina p16 se asocia a la cromatina a través de la interaccion con las histonas
internas, especialmente con H3 y H4, y muestra preferencia por las histonas no acetiladas.

9. La proteina pl6 interacciona in vitro con el DNA desnudo de forma cooperativa y
con nucleosomas. La union es independiente de secuencia pero dependiente de ciertas
caracteristicas estructurales del DNA, de manera que muestra preferencia por estructuras
superenrolladas del DNA. La proteina pl6 es capaz de inducir superenrollamiento de un
DNA plasmidico en presencia de topoisomerasa I, por lo que podria ejercer un papel

estructural durante el proceso de compactacion de la cromatina.
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