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SUMMARY

Heat stress leads to virtual interruption of protein synthesis in organisms;
however, expression of a subset of proteins is then induced, the so-called HSPs (heat
shock proteins). HSPs are classified in five families, and the low molecular weight one
(sHSPs) dominates heat shock response in plants. These proteins have been less studied
than the members of the high molecular weight families, and most papers on sHSPs have
focused on herbaceous species. The present study deals with sHSPs from chestnut, a
mesophytic tree species, whose dessication-sensitive mature seeds have one of the highest

moisture levels described and accumulate significant amounts of sHSP.

In this thesis the mayor sHSP in chestnut seeds has been identified and its cDNA
isolated and sequenced. This protein belongs to the cytosolic class I family of sHSPs, and
has been named Cs HSP17.5. The cytosolic location of Cs HSP17.5 has been shown by
electron immunomicroscopy of cotyledonary cells. The constitutive presence of Cs
HSP17.5 in chestnut stem is also reported; such observation has never been described in
herbaceous plants. In stems, Cs HSP17.5 appears to accumulate mainly at the secondary

phloem and cambium regions.

The expression of Cs HSP17.5 during seed maturation and germination, as well as
in stressed plantlets has been analyzed. The most remarkable induction was caused by
extreme temperatures, both high (32°C and 40°C) and low (4°C). The seasonal expression

patterns of Cs HSP17.5 in stems of adult trees has also been investigated.



Summary.

The in vitro molecular chaperone activity of purified Cs HSP17.5 has been
studied, using endochitinase Cs Chl as substrate (Cs Chl is one of the most abundant
proteins in mature chestnut seeds). Reactivation of chemically denatured Cs Ch 1 by Cs

HSP17.5 has been shown to be ATP-independent.

Finally, stable Cs HSP17.5 was heterologously expressed in E. coli. Thes bacteria
were then used to investigate the in vivo activity of the protein. Cs HSP17.5 protects cells
from heat stress; moreover, an increase in the thermostability of soluble bacteria proteins
has been observed. In addition, Cs HSP17.5 protects cells from the effect of low
temperatures, increasing their viability at 4°C. This protective effect has not been

previously described for plants sHSPs.
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INTRODUCCION

I. PLANTEAMIENTO GENERAL DE LA TESIS

Entre los factores que més inciden sobre la productividad vegetal y que limitan de
forma significativa la distribucién corolégica de las especies se encuentran las
temperaturas y la disponibilidad de agua en el suelo. Ambos factores registran sus
mayores variabilidades estacionales en las regiones templadas del globo. Las especies
adaptadas a tales climas han desarrollado una serie de adaptaciones y mecanismos
defensivos, no siempre bien caracterizados, con los que hacer frente a las situaciones de
estrés ambiental producidas. Cuando la temperatura sube demasiado por encima del
optimo de crecimiento, los vegetales, como todos los seres vivos, responden
disminuyendo dristicamente la sintesis de la mayor parte de proteinas y ARNm.
Simultdneamente se inicia o incrementa la sintesis de un determinado grupo de proteinas
denominadas proteinas de choque térmico (HSP, heat shock proteins), implicadas en la

defensa frente a las altas temperaturas.

El objetivo central de este trabajo es el estudio de la familia de HSP mas relevante
para las células vegetales: las HSP de bajo peso molecular (sHSP, small HSP). Como
especie modelo se ha empleado el castafio (Castanea sativa Mill.), una de las
angiospermas arbdreas consideradas de interés prioritario en los planes forestales de la
Unién Europea. El motivo de la eleccién fue doble: 1) Por una parte, su distribucién
geogréfica se sitia exclusivamente en la zona templada septentrional europea, desde el
Mediterrdneo a Centroeuropa, presentando avanzadas en el Norte de Africa y el Caucaso.
A lo largo del afio, por lo tanto, debe hacer frente a temperaturas extremas, a menudo
inferiores a 0°C en invierno y superiores a 30°C en verano, asi como en ocasiones a una
sequia estival. Tal es el caso de la localidad seleccionada para la recogida de muestras
(Zarzalejo, Madrid). 2) Por otra parte, las semillas maduras de esta especie poseen uno de

los mayores contenidos en agua del reino vegetal, lo que las hace a priori maés
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susceptibles a varios tipos de estrés, incluido el térmico. Todos estos factores hacen del
castafio una especie forestal interesante para el estudio de los mecanismos de defensa

frente al estrés abiético en general y de las HSP en particular.

A ello hay que afiadir, finalmente, la ausencia casi total de estudios sobre las
respuestas moleculares al estrés abidtico en plantas lefiosas. Es destacable en este
contexto que algunos de los objetivos planteados en la tesis, como los estudios de
expresién en tejidos vegetativos, hayan llevado a resultados diferentes de los obtenidos

con especies herbéceas.
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I1. EFECTOS DEL ESTRES TERMICO SOBRE LOS ORGANISMOS

Los seres vivos estdn adaptados a desarrollarse dentro de un determinado intervalo
de temperatura. Unas temperaturas que superen dicho rango pueden provocar dafios
incluso letales sobre el individuo. Entre estos dafios se encuentra la desnaturalizacion de
las proteinas, que a temperaturas elevadas se ve muy favorecida por el fuerte aumento de
entropia que conlleva. Estas proteinas desnaturalizadas o parcialmente desplegadas

tienden ademas a agregarse formando complejos insolubles.

Los organismos vivos adoptan dos tipos de estrategia frente al estrés térmico: por
un lado, intentar evitar que su temperatura interna alcance niveles excesivos y, por otra

parte, contrarrestar los efectos nocivos, tolerando, al menos parcialmente, el calor.

Estudios realizados a comienzos de los afios 80 con plantas en situaciones no
desecantes revelaron que cuando las temperaturas suben 5 o més grados sobre el 6ptimo
de crecimiento, la sintesis de la mayor parte de las proteinas y ARNm disminuye
drésticamente, mientras que se inicia la transcripcién y traduccién de un determinado
grupo de genes. Las protefnas resultantes de esta induccién se llamaron proteinas de
choque térmico (heat shock proteins, HSP) y se pensé que posiblemente estuvieran
relacionadas con la defensa frente a los efectos de las altas temperaturas (Nover et al.,
1984; Lindquist, 1986). Este fenémeno se encuentra muy conservado, tanto en eucariotas
como en procariotas, lo que sugiere que las HSP forman parte importante de los

mecanismos defensivos desarrollados por los seres vivos frente al estrés térmico.

Numerosos resultados indican que la mayor parte de las HSP actian como
chaperonas moleculares. Las chaperonas o proteinas tutoras colaboran en el plegado de
otras proteinas, uniéndose de forma reversible a las zonas desplegadas de los polipéptidos. .
Evitan de este modo interacciones que conllevarian la adquisiciéon de estructuras
tridimensionales incorrectas o incluso la formacién de agregados insolubles (Fink, 1999;

Feder y Hofmann, 1999; Feldman y Frydman, 2000).
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La formacién de proteinas nativas a partir de un estado desplegado es un proceso
espontdneo, en el cual una secuencia de aminoécidos alcanza un minimo de energia libre
(Anfinsen, 1973). Sin embargo, las condiciones experimentales requeridas para lograr un
correcto plegado de proteinas, sobre todo de tamafio medio y grande son muy restrictivas:
habitualmente es necesario emplear una concentracién muy baja de péptidos y el proceso
debe llevarse a cabo a temperaturas inusualmente bajas, requiriendo ademaés tiempos de
incubacién muy elevados. Todas estas condiciones difieren notablemente del ambiente en
que las proteinas alcanzan su estructura tridimensional en los seres vivos: las proteinas se
sintetizan y pliegan rdpidamente en un ambiente celular muy concentrado y a temperatura
a menudo superior a la ambiental, con lo que las interacciones hidrofébicas son mayores;
en estas condiciones la desnaturalizacion y la agregacién de las proteinas se verian muy
favorecidas. Es evidente, por tanto, la necesidad de chaperonas moleculares para evitar la
agregacion de péptidos durante el plegado de nuevas proteinas, para prevenir su
interaccion con otros componentes celulares y para dirigir el correcto plegado de las
proteinas y la formacién de multimeros, asi como durante estreses que pueden causar la
desnaturalizacion de proteinas nativas. En los casos que se han estudiado hasta la fecha,
las rutas de plegado de proteinas in vivo € in vitro son similares (Fink, 1999; van der Berg,

1999).

Sin embargo, las HSP no sélo se sintetizan en respuesta al choque térmico, sino
que también lo hacen frente a determinados tratamientos quimicos o, en ciertos casos, en

determinadas etapas del desarrollo ontogénico (Vierling, 1991; Feder y Hofmann, 1999).

IT1. CLASIFICACION DE LAS HSP

Las HSP se han agrupado en distintas familias segiin su estructura primaria, dando
lugar a cinco grupos fundamentales, designados en funcién de su peso molecular
aproximado en kDa como HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 y las HSP de bajo peso
molecular, SHSP (small HSP). Las proteinas objeto del presente estudio pertenecen a este
dltimo grupo, que es el mds importante en la respuesta al estrés térmico por parte de las

células vegetales.
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IT1.1 HSP 100

Las proteinas de choque térmico de mayor tamafio se agrupan en la familia
HSP100, también denominada familia Clp (Caseinolytic protease). Se trata de proteinas
con actividad ATPasa, muy conservadas evolutivamente y presentes tanto en procariotas
como en eucariotas. Contituyen un caso particular dentro de las chaperonas descritas,
puesto que facilitan la solubilizaciéon y eliminacién de agregados de proteinas
desnaturalizadas (por lo que también se las denomina “unfoldases”). Este proceso implica
la participacién de otras chaperonas (HSP70, fundamentalmente) y proteasas (Glover y
Lindquist, 1998; Horwich et al., 1999; Goloubinoff et al., 1999). Las proteinas de esta
familia fueron inicialmente relacionadas con la adquisicién de termotolerancia en
levaduras (Chernoff et al., 1995). En cuanto a los vegetales, se han descrito recientemente
mutantes de Arabidopsis thaliana defectivos en la adquisicién de termotolerancia debido
a modificaciones en la proteina HSP101 que provocaban la pérdida de actividad ATPasa

(Hong y Vierling, 2000).

I11.2 HSP 90

Los estudios funcionales realizados hasta la fecha con las HSP90 sugieren que no
son esenciales para la adquisicién de termotolerancia. En condiciones de estrés, las
HSP90 no impedirfan la inactivacién térmica de las proteinas, pero s{ las mantendrian en
un estado que permitirfa la posterior reactivacion por otras chaperonas, como las HSP70.
Tal y como se ha visto a través de experimentos in vitro, la actividad de las HSP90
implica la hidrélisis de ATP (Nathan et al., 1997; Pearl y Prodromou, 2000). Los trabajos
sobre su actividad chaperona in vivo se han centrado en la maduracién de receptores
hormonales, manteniendo a éstos en una conformacién adecuada hasta la llegada del
activador (Pratt, 1997; Pearl y Prodromou, 2000). Esta funcién es compatible con la
implicacién descrita de las HSP90 en la gametogénesis de hongos y animales (Loubradou
et al., 1997; Yue et al. 1999), asi como en el crecimiento de vegetales (Krishna et al.,

1995).
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Ademds de la induccién de la expresion de HSP90 en respuesta a las altas
temperaturas, se ha descrito un incremento en la transcripcién de HSP90 provocado por el
frio en Brassica napus, lo que sugeriria la participacién de estas proteinas en la

adaptacién a las bajas temperaturas (Krishna et al., 1995).

I11.3 HSP70

Se trata de una de lés familias més estudiadas, ampliamente extendida tanto en
procariotas como en eucariotas. Presentan una gran diversidad, existiendo, ademds de las
inducibles en respuesta al choque térmico, otras proteinas homdlogas que se expresan
constitutivamente, como las HSC70. En eucariotas las HSP70 se agrupan en subfamilias
segiin su localizacién subcelular: HSP70 citoplasmicas, HSP70 del reticulo endoplasmico,
HSP70 mitocondriales y, en el caso de los vegetales, HSP70 cloroplésticas, si bien son
codificadas por el ADN nuclear y la traduccién tiene lugar en el citosol. Las HSP70 se
sitdan entre las proteinas mas conservadas evolutivamente, dandose la mayor similitud
entre los miembros de una subfamilia, aun pertenecientes a especies distintas. Los
dominios més conservados entre las HSP70 se encuentran en la mitad N-terminal de la
secuencia proteica. En dicho extremo se encuentran las sefiales que determinan la
localizacién subcelular, especificas de cada familia y altamente conservadas entre sus

miembros (Bukau y Horwich, 1998).

La actividad chaperona de las HSP70 no parece ejercerse mayoritariamente sobre
polipéptidos sintetizados de novo, sino sobre proteinas ya maduras, protegiéndolas del
choque térmico y facilitando su recuperacién del mismo. Durante este proceso las HSP70
exhiben también actividad ATPasa, situdndose en el extremo N-terminal de las mismas la
regiéon de unién al ATP. Por su parte, la especificidad respecto al sustrato vendria
determinada por el extremo carboxilo (Bukau y Horwich, 1998; Hesterkamp y Bukau,

1998).

Aunque menos estudiadas, las HSP70 vegetales también han sido relacionadas con

la adquisicién de termotolerancia (Woolf y Lay-Yee, 1997; Park et al., 1997).

10
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111.4 HSP60

Las proteinas de esta clase son las HSP en los procariotas, encontrdndose también
en el citosol, mitocondria y cloroplasto de eucariotas; hay miembros de esta familia
abundantes en la célula aun en ausencia de altas temperaturas, denominados chaperoninas

o cpn60 (Martin y Hartl, 1997; Braig, 1998).

GroEL, de Escherichia coli, es probablemente la chaperona molecular mejor
estudiada y, por tanto, el miembro mejor conocido de esta familia. Tiene una estructura en
forma de cilindro hueco, formado a su vez por dos elementos toroidales (Braig et al.,
1994; Xu et al., 1997). Su mecanismo de actuacién es bien conocido, y se encuentra
descrito profusamente en Fenton y Horwich, (1997), Richardson et al. (1998) o Horwich
et al. (1999). GroEL lleva a cabo su actividad chaperona en colaboracién con una pequefia
proteina denominada GroES, que se une al extremo del cilindro a modo de tapa cénica,
encerrando en la cavidad resultante al péptido sustrato. El plegado del sustrato se lleva a
cabo, presumiblemente, a través de repetidos ciclos de unién y liberacién del mismo, en
un proceso que conlleva un gasto de energia en forma de ATP. Este se une al otro extremo
del cilindro y su hidrélisis provoca un cambio conformacional en el complejo GroEL/ES
que supone la liberacién del sustrato. El mecanismo de actuacién de las demas HSP60 y
cpn60 es probablemente muy similar, pues también requieren para su actuacién la

cooperacién de un cofactor, denominado HSP10 o cpn10, respectivamente.

Las proteinas de esta familia han sido vinculadas a la respuesta a diversos estreses,
no solamente por altas temperaturas. As{, por ejemplo, se acumulan HSP60 en respuesta a
estrés toxico en el nematodo Plectus acuminatus (Kammenga et al., 1998) o a metales
pesados en el anfipodo Hyalella azteca (Werner y Nagel, 1997). Por su parte, las cpn60
cloroplésticas, asi como el sistema GroEL/ES de los procariotas, tienen un papel
determinante en el plegado de las subunidades de rubisco y pueden estar asimismo

implicadas en el ensamblaje de las mismas (Vierling, 1991)
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IV. HSP pE BAJO PESO MOLECULAR

Las HSP de bajo peso molecular (sHSP, small HSP) presentan unos pesos
moleculares comprendidos entre los 15 y los 30 kDa. Este grupo ha sido muy poco
estudiado en comparacién con otras HSP. No obstante, tiene una especial relevancia en
los vegetales, pues estd muy diversificado y es el que domina en dicho reino la sintesis
proteica durante el choque térmico, frente a otras familias de mayor tamafio que son las
HSP mayoritarias en otros eucariotas (Vierling, 1991; Boston et al., 1996). En animales,
por ejemplo, las sHSP son un grupo poco diverso, siendo €] miembro mejor caracterizado

la ot-cristalina (Graw, 1997; Derham y Harding, 1999).

La familia de las sHSP presenta en los vegetales una estructura muy diversa. Cada
especie suele expresar varias protefnas de esta familia, habiéndose llegado a detectar la
expresion de hasta 20 variantes diferentes en una misma especie. Sin embargo, se ha
estudiado atin poco acerca de su estructura y funcidén (Vierling, 1991; Boston et al., 1996;

Waters et al., 1996).

IV.1 Aspectos bioguimicos de las sHSP

Las sHSP se han agrupado en clases, en funcién de la similitud de sus secuencias y
de la localizacién subcelular, si bien las sHSP localizadas en organulos sélo han sido
descritas en vegetales (Waters er al, 1996; Waters y Vierling, 1999). Las familias
definidas son: citosdlicas de clase I y de clase I, cloroplésticas, mitocondriales y sHSP

del reticulo endoplasmico.

Las sHSP presentan ciertas diferencias a nivel bioquimico con las HSP 70, las
proteinas de choque térmico més abundantes en células de mamiferos. Asi, frente al alto
grado de conservacién de éstas (alrededor de un 50% de identidad secuencial entre las
HSP 70 de eucariotas y las de procariotas) (Bukau y Horwich, 1998), las sHSP presentan

mucha menor similitud en su secuencia de aminoécidos, no sélo entre distintas especies,
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sino entre las distintas clases de sHSP. El mayor grado de similitud se da en el extremo
carboxilo-terminal (mientras que en las HSP 70 las zonas m4s conservadas pertenecen a la
mitad amino-terminal), en un dominio a veces denominado “dominio ¢-cristalina”. Este
dominio contiene alrededor de cien aminoacidos. Dentro de esta zona cabe diferenciar
incluso dos subdominios, denominados consensos Iy II, que estdn separados por una
region hidréfila de longitud variable (Vierling, 1991; Jinn et al., 1995; Waters et al.,
1996). El consenso I se sitda en una posicién C-terminal respecto al consenso II. Dentro
del consenso I existe una secuencia comin a la mayorfa de las sHSP conocidas. Esta sefial
consta de un residuo Pro en posicidon amino respecto a una tipica secuencia Gly-Val-Leu.
Los catorce residuos que separan la prolina de este trio son variables en las distintas
proteinas estudiadas. El consenso I contiene en la mayor parte de las sHSP conocidas la
siguiente estructura: desde la posicién amino, una prolina separada esta vez por 15
aminoacidos de la sefial {Val, Leu, Ile} - {Val, Leu, lle} (Vierling, 1991; Waters et al.,
1996).

El extremo amino-terminal presenta mucha mayor divergencia entre las distintas
clases. Las sHSP del reticulo, del cloroplasto y de la mitocondria presentan en esta zona
las sefiales tipicas de las proteinas localizadas en dichos organulos (Waters et al., 1996).
Merced a estas sefiales pueden atravesar las membranas de los mismos, dado que, como
ocurre con los otros tipos de HSP, no se han encontrado sHSP codificadas por el genoma
de los orgdnulos ni que se traduzcan en ellos (Vierling, 1991). Existen también en esta
mitad dominios de consenso tipicos de cada subfamilia (Chen y Vierling, 1991; Waters,
1995). Asi, por ejemplo, las sHSP del cloroplasto tienen una regién de consenso
(consenso III) de unos veintiocho aminoécidos, rica en metionina (Vierling, 1991; Chen y
Vierling, 1991), que es la mds conservada entre estas proteinas, mientras que las
citosodlicas de la clase II tienen una zona de unos once residuos, nueve de los cuales se
conservan idénticos en la mayorfa de las proteinas de esta familia estudiadas. La presencia
de estos dominios altamente conservados, Unicos para cada clase, sugiere que tienen un

relevante significado funcional (Waters et al., 1996).

In vivo, las sHSP de muchos organismos se encuentran formando complejos

globulares de alto peso molecular, de 200 a 800 kDa (Waters et al., 1996); estas
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estructuras también se forman al expresar sHSP recombinantes, en E. coli (Lee et al.
1995a). El oligbmero mejor estudiado hasta la fecha es el formado por la proteina de
Methanococcus jannaschii Mj HSP16.5, la tnica sHSP de la que se ha obtenido una
estructura cristalografica (Kim et al., 1998a,b). El complejo presenta una estructura de
esferoide hueco, con ocho “ventanas” triangulares y seis cuadradas en su superficie; el
didmetro exterior del esferoide es de unos 120 A, mientras que el interior ronda los 65. El
oligbmero tiene una simetria triaxial, distinguiéndose subunidades de 8 elementos cada
una; el resultado final es un oligémero de 24 subunidades con simetria octaédrica. Cada
mondmero cuenta con 9 laminas [ dispuestas en 2 capas, 2 cortas hélices o y una nueva
ldmina B mds corta que las anteriores. Los monémeros se unen dos a dos mediante
interacciones hidrofébicas entre sus laminas B, presentando también mdltiples contactos
hidrofébicos con otras subunidades del complejo. La parte interior de la esfera tiene un
cardcter mas hidrofobico que la superficie y al parecer alberga las colas N-terminales,

mucho més desordenadas que el resto del monémero.

En el caso de Mj HSP16.5 no se ha citado la existencia de oligémeros distintos del
descrito; del mismo modo, para otras sHSP sdlo existe evidencia experimental para la
existencia de un Unico tipo de oligdmero, como el nondmero de Mt HSP16.3 de
Mycobacterium tuberculosis (Chang et al., 1996) o el dodecamero de la proteina objeto
del presente estudio, la Cs HSP17.5 de Castanea sativa (Collada er al., 1997). Sin
embargo, para otras sHSP se ha descrito la existencia de midltiples formas de
oligomerizacién. Es el caso de Ce HSP16.2, de Caenorhabditis elegans, que presenta una
mezcla heterogénea de oligémeros de 14 a 24 unidades al ser expresada heterélogamente
en E. coli (Leroux et al., 1997) o el de la oB-cristalina humana también recombinante,
que forma complejos esféricos con didmetros que van de 8 a 18 nm (Haley et al., 1998).
Un reciente estudio llevado a cabo con «o-cristalina bovina (Vanhoudt et al, 2000)
muestra como la oligomerizacién de esta proteina a 37°C depende de su concentracién.
Asi, in vivo la proteina forma oligémeros de unos 700 kDa, mientras que, diluida, aparece
una forma de 550 kDa. Los autores proponen que, durante la interaccién con el sustrato, el
oligbmero sufre importantes modificaciones en su estructura. En este sentido hay un

detallado estudio sobre la HSP25 de ratén en el que se propone la existencia de un
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equilibrio dindmico entre los distintos oligémeros de la proteina, que se uniria al sustrato

en varias de esas formas (Ehrnsperger et al., 1999).

Aunque la mayor parte de los trabajos realizados tanto in vivo como in viiro
sugieren que las sHSP no forman hetero-oligémeros funcionales entre subunidades de
distintas proteinas (Lee et al., 1995a; Waters et al., 1996), se ha descrito, en cambio, la
formacién de complejos heterogéneos formados por subunidades de HSP25 y a-cristalina
de mamiferos, al parecer originados por intercambio de subunidades entre homo-
oligbmeros. No obstante, estos complejos se disocian durante el choque térmico,
recuperandose los homo-oligémeros funcionales (Kato et al., 1992; Merck et al., 1993;

Sun et al., 1998).

Los oligémeros de sHSP tienen la propiedad de agregarse en estructuras mayores,
de hasta 1 MDa. Estas estructuras insolubles se denominan habitualmente HSG (heat
shock granules). Su formacidn tiene caricter reversible y ocurre fundamentalmente a
temperaturas mayores que las que inducen simplemente la sintesis de sHSP. Sin embargo,
parece que la actividad funcional in vivo es llevada a cabo principalmente por los

complejos de 200-300 kDa (Waters et al., 1996; Fink, 1999).

I1V.2 Actividad de las sHSP

Existen numerosos trabajos recientes que aportan pruebas de la actividad
chaperona de las sHSP in vitro. Por ejemplo, en vegetales, Lee er al. (1995a), en un
estudio con formas recombinantes de las proteinas de guisante Ps HSP17.7 y Ps HSP18.1,
demostraron la capacidad de estas proteinas de renaturalizar in vitro enzimas (citrato
sintasa y lactato deshidrogenasa) desnaturalizados quimicamente; en el mismo trabajo se
indica que estas sHSP impiden la formacién de agregados insolubles y la inactivacién
térmica de la citrato sintasa. Nuestro grupo ha demostrado la actividad chaperona de una
sHSP purificada de semilla de Castanea sativa, favoreciendo la reactivacién de la citrato
sintasa de mamifero previamente desnaturalizada con cloruro de guanidinio (Collada et

al., 1997). Esta actividad in vitro también se ha descrito para sHSP no vegetales. Asi,
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Leroux et al. (1997), refieren que la proteina de Caenorhabditis elegans Ce HSP16.2
impide in vitro la formacién de agregados insolubles de citrato sintasa desnaturalizada
quimica o térmicamente. Mds recientemente Yang et al. (1999), han sefialado esa misma
actividad para la proteina Mt HSP16.3 de Mycobacterium tuberculosis respecto a la

agregacion térmica de la insulina B humana.

Por el contrario, hay una gran carencia de estudios que muestren la actividad
chaperona in vivo de este tipo de proteinas. Uno de estos estudios, publicado durante la
realizaciéon del presente trabajo, es el de Yeh et al. (1997), que sefalan que la
sobreexpresién en E. coli de una fusién de la proteina de arroz Os HSP16.9 con la
glutation-S-transferasa (GST) supone un incremento en la resistencia a las altas
temperaturas. Muy recientemente se ha referido la actividad chaperona in vivo de dos
sHSP citosdlicas de tomate, de las clases I y II, expresadas en cultivos de células de
Arabidopsis thaliana, previniendo la inactivacién térmica de la luciferasa (1Low et al.,

2000).

Todos estos trabajos sefialan la poca especificidad respecto al sustrato mostrada
por las sHSP, al igual que la mayorié de las chaperonas de mayor peso molecular (Fink,
1999). En este sentido Kim er al. (1998b), con la Mj HSP16.5 de Methanococcus
Jjannaschii, o Young et al. (1999), con la citada Os HSP16.9, indican la proteccién
genérica ejercida por las sHSP sobre las proteinas solubles de E. coli frente a temperaturas

elevadas.

En uno de los estudios mas completos sobre la actividad chaperona in vitro de
estas protefnas, llevado a cabo sobre la antes mencionada Ps HSP18.1 (Lee et al., 1997)
los autores proponen que la sHSP se une al sustrato desnaturalizado, permitiendo su
posterior renaturalizacién, en un proceso dependiente de ATP, por parte de otras
chaperonas. Posteriormente, este mismo grupo ha referido la renaturalizacién, por encima
del 80%, de la luciferasa inactivada térmicamente, unida a Ps HSP18.1, por parte del
complejo de HSP70 humano, en una reaccién que implica consumo de ATP (Lee y
Vierling, 2000). A este esquema también se ajustarian, por ejemplo, los resultados

obtenidos por Ehrnsperger et al. (1997), con sHSP de ratén: la renaturalizacidn por parte
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de HSP70 bovina, con gasto de ATP, de la citrato sintasa desnaturalizada se ve favorecida
por la unién previa del sustrato a la HSP25 del roedor. Esta cooperacién entre distintas
chaperonas se ve apoyada por resultados como los de Jinn et al. (1995), segiin los cuales
la proteccién de proteinas solubles frente a temperaturas elevadas exige la presencia de

sHSP, no bastando las HSP de mayor tamafio.

En todos los casos referidos, la actividad de las propias sHSP ha resultado
independiente del consumo de energia en forma de NTP. Sin embargo, Muchowski y
Clark, (1998), han sefialado la dependencia del consumo de ATP por parte de la aB-
cristalina humana, lo que aparta a esta peculiar sHSP del modelo propuesto para la

generalidad de las proteinas de este tipo.

En resumen, segin el modelo de actuacién in vivo més favorecido por los datos
existentes, las SHSP forman parte de un complejo sistema defensivo desarrollado por los
seres vivos frente a la desnaturalizacién y agregacién de sus proteinas, provocadas por
diversos estreses. Dentro del mismo, las sHSP se unen a las proteinas en sus primeras
etapas de desnaturalizacién, impidiendo la formacién irreversible de agregados insolubles,
y permitiendo posteriormente la recuperacién de las estructuras nativas o la degradacién
de las proteinas inactivadas por parte de otras chaperonas moleculares o de proteasas,
respectivamente, en procesos que conllevan gasto de ATP. Existen abundantes referencias
que apuntan hacia una cooperacidn, dentro de este marco, de las sHSP con las HSP70,
aunque sin que se den interacciones especificas entre ambos tipos de chaperona (Forreiter
et al., 1997; Lee y Vierling, 2000). En este sistema, revisado recientemente por Wickner
et al. (1999) y Horwich et al. (1999), el destino de cada proteina dafiada, reestructuracién
o eliminacidn, estd gobernado por un delicado balance, ain no bien conocido, en el que
intervienen la concentracién de péptidos desplegados y el grado de desnaturalizacién de

los mismos.
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1V.3 Relaciones estructura-funcion

La forma en que las sHSP interaccionan con los sustratos no es bien conocida. En
el medio acuoso celular, las protefnas en su conformacion nativa exponen regiones
hidrofilicas, mientras que, en las proteinas parcialmente desplegadas, ciertas regiones
hidrofébicas quedan al descubierto. En tales condiciones estas regiones tienden a unirse
entre si, adoptando conformaciones a menudo incorrectas e incluso formando agregados
insolubles. De acuerdo con la teoria generalmente admitida, las sHSP reconocerian las
regiones de la protefna sustrato que no se encuentran en la conformacién nativa,
uniéndose a las mismas mediante interacciones hidrofébicas (Waters et al., 1996). Yang
et al. (1999) y Vanhoudt er al. (2000), abundan en este modelo, afirmando que la
chaperona sufre durante el estrés drésticos cambios conformacionales, exponiendo a su
vez regiones hidrofébicas que se unirian al sustrato. Sin embargo, hasta la fecha no se ha

dilucidado cuéles son estas regiones responsables de la actividad chaperona.

Segtiin el modelo de estructura tridimensional de los oligémeros de sHSP
propuesto por Leroux et al. (1997), coincidente con el posteriormente determinado
experimentalmente por Kim et al. (1998a) para la proteina de Metanococcus jannaschii
Mj HSP16.5, los extremos N-terminales de los mondmeros se proyectarfan hacia el
interior hueco del complejo. A partir de esta estructura, Leroux et al. (1997), proponen
que la interaccién entre el sustrato y la chaperona se produce en la regién “o—cristalina”
de la zona C-terminal, que quedarfa expuesta en la superficie del oligémero. La unién
entre las unidades del complejo se lograria mediante interacciones entre las regiones N-
terminales de éstos; la regién C-terminal también contribuirfa al mantenimiento de la

solubilidad y estabilidad del oligémero.

Sin embargo, en un estudio realizado con la proteina de arroz Os HSP16.9, Yeh et
al. (1997), obtuvieron unos resultados que contradicen este modelo: expresando en E. coli
la proteina completa, asi como distintos fragmentos de la misma, observaron que la
resistencia frente a un tratamiento de calor (47.5°C) mostrada por las bacterias que
expresaban un fragmento de proteina que comprendia la zona N-terminal y el consenso II,

pero no el I, era comparable a la de las que expresaban la proteina completa, y mayor que
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la exhibida por las bacterias que expresaban la regién C-terminal, incluidos los consensos
Iy I0, pero que carecian del extremo amino, cuya resistencia era similar a la del control
negativo. De este experimento se deduce que la presencia del consenso II es necesaria
para la actividad chaperona de la proteina, si bien no es suficente por sf misma, mientras
que el consenso I no es necesario para tal actividad. La implicacién del extremo N-
terminal en la actividad chaperona es apoyada asimismo por los resultados obtenidos por
Kim et al. (1998a,b) para MjHSP16.5. El modelo tridimensional del oligémero de esta
proteina (Gnico obtenido experimentalmente hasta la fecha), mencionado anteriormente,
consiste en una esfera hueca fenestrada, con las regiones amino-terminales en el interior;
el tamafio de las “ventanas” en la superficie del complejo seria suficiente para permitir el
paso de pequefios péptidos desplegados, que podrian asi adquirir su correcta estructura
tridimensional en el interior del complejo en contacto con los extremos N-terminales de

las subunidades.

Por el contrario, los estudios de Lee ef al. (1997), con la Ps HSP18.1 de guisante
apuntan de nuevo hacia el consenso II como la zona de unién hidrofébica al sustrato, que
recubriria el oligémero; el consenso I participaria en la formacién de dichos oligémeros.
Por su parte, un reciente estudio realizado sobre la oB-cristalina humana muestra un
descenso en la actividad chaperona de la protefna provocado por mutaciones en el
dominio oi-cristalina, que incluye Jos consensos Iy II, y no por mutaciones similares en la

region N-terminal (Muchowski et al., 1999b).

Esta disparidad de resultados puede explicarse a la luz de un reciente trabajo sobre
estructura proteica y evolucidén molecular (Mirny et al., 1998). En el mismo los autores
proponen que los residuos que tienden a estar mds conservados evolutivamente son
aquéllos con una mayor importancia estructural, esto es, los residuos que determinan la
rdpida adquisicién de una estructura tridimensional estable, pudiendo encontrarse las
posiciones “funcionales” en distintas zonas de la secuencia. De este modo los consensos I
y 1I tendrian un papel en primera instancia estructural, que determinaria la formacién de
los oligémeros; el sustrato podria unirse en algunos casos al consenso II y en otros a

regiones mas amino-terminales. Este punto de vista serfa compatible con las numerosas
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referencias que sefialan que las sHSP exhiben actividad chaperona principalmente en su

forma oligomérica (Jinn et al.; 1995; Leroux et al., 1997).

IV.4 Expresion de las sHSP

Como se ha demostrado para muchas otras HSP, la regulacién de la expresién de
las proteinas de choque térmico de bajo peso molecular tiene lugar fundamentalmente en
el nivel transcripcional, y presenta ciertos elementos comunes con las demds HSP. Si bien
la expresion de las HSP ha sido objeto de numerosos estudios, la mayor parte de ellos
referidos a HSP animales de alto peso molecular, dicho proceso no estd ain totalmente
esclarecido. Los datos obtenidos hasta la fecha se encuentran revisados en trabajos
recientes como los de Morimoto, (1998) o Santoro, (1999). En el promotor del gen que
codifica la HSP se encuentra el denominado elemento de choque térmico (HSE, heat
shock element), muy conservado en todos los eucariotas. Los HSE consisten en multiples
repeticiones palindrémicas del motivo 5’-nGAAn-3’. Estas secuencias son reconocidas
por los factores de transcripcion de choque térmico (HSF, heat shock factor), que se unen
a los mismos, funcionando como activadores transcripcionales. Los HSF se encuentran
normalmente inactivos en el citosol; tras penetrar en el nicleo, se unen formando trimeros
activos. Posteriormente, la unién de las propias HSP o de otras proteinas como la HSBP1
(heat shock factor binding protein 1) inactivard el trimero, que, tras abandonar el nicleo
se separard de nuevo en mondémeros. En todo caso, la ruta de activacién de los HSF no es

alin bien conocida (Morimoto, 1998).
1V.4.1 Expresion de las sHSP durante el estrés térmico

En plantas existen varios genes codificando HSF, y su activacién estd
diferencialmente regulada por el calor. En el medio natural las altas temperaturas se
alcanzan de forma progresiva, y diversos estudios demuestran que también es progresiva
la sintesis de sHSP. La temperatura a la que comienza a desplegarse la respuesta al

choque térmico varia con la ecologia de cada especie. Asi, para las especies mesofiticas la
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sintesis de sHSP comienza a temperaturas mds bajas que para especies de climas mads

calidos (Howarth, 1991; Vierling, 1991; Waters et al., 1996).

Para las plantas adaptadas a climas templados, la sintesis de sHSP comienza
cuando la temperatura de los tejidos supera los 32-33°C (en especies mesofiticas, incluso
los 30°C), en los primeros 5 minutos de hipertermia. La sintesis se incrementa
proporcionalmente a la temperatura, fabricdndose la mayor cantidad de sHSP en los
primeros 60-90 minutos. Si la temperatura se estabiliza, la produccién de HSP va
descendiendo hasta detenerse, y mds rdpidamente si la temperatura baja a niveles
normales. L.a méxima produccién se produce a temperaturas inmediatamente subletales,
dependiendo de la temperatura Optima de crecimiento de cada especie (Waters et al.,
1996). Las temperaturas que inducen la sintesis de proteinas de choque térmico se
alcanzan mds fécilmente en las estructuras vegetales que muestran menos
termorregulaciéon. Asi, a temperaturas Optimas de crecimiento, las estructuras
reproductivas, con menos estomas o con una baja relacién superficie-volumen, pueden

desencadenar respuestas al choque térmico. (Vierling, 1991; Waters et al., 1996).

La vida media de las sHSP se prolonga hasta 40-50 horas tras el fin del choque
térmico, segun las especies y las familias de sHSP, lo que se corresponde con el papel

atribuido en la recuperacién de la hipertermia (Vierling, 1991).
1V .4.2 Expresién en ausencia de estrés térmico

Las HSP no sélo se inducen en respuesta a las altas temperaturas, sino que también
responden a otros estimulos ambientales y a determinadas fases del desarrollo o del ciclo
celular. Es en estas situaciones distintas a la respuesta frente al choque térmico donde mds
notables son las diferencias entre las sHSP de distintos taxones. Asi, por ejemplo, las
sHSP han sido relacionadas en animales con procesos como la apoptosis o la formacién
de tumores (revisados en Arrigo, 2000 o Clark y Muchowski, 2000). En el caso de los
vegetales, por el contrario, los procesos sobre los que existen mdés evidencias de la
expresion de sHSP en ausencia de choque térmico son la formacién del polen (Atkinson
et al., 1993; Zarsky et al., 1995), el desarrollo embrionario (zur Nieden y col., 1995;

Carranco et al., 1997; Almoguera et al., 1998), la maduracién del fruto (Fray et al., 1990;
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Lawrence, 1993) y la maduracién de 1a semilla (DeRocher y Vierling, 1994, Wehmeyer ez
al., 1996).

En general, la induccién durante el desarrollo de la semilla afecta sélo a parte de
las sHSP de un individuo, a determinadas clases o a determinadas proteinas de alguna
clase. Asi, en Arabidopsis thaliana s6lo se ha detectado la acumulacién de proteinas de la
clase I citosélica en el embrién (Wehmeyer ef al., 1996), mientras que en Helianthus
annuus y en Pisum sativum se ha referido la presencia de proteinas de las clases
citosélicas 1 y I (Coca et al., 1994; DeRocher y Vierling, 1994; Coca et al., 1996). La
expresion en estos casos viene regulada por varios elementos distintos, y no sélo por el
HSE. Estudios recientes sugieren la existencia de distintas rutas de regulacién de la
expresién de las sHSP en la semilla, en respuesta a sefiales enddgenas (desarrollo) y en

respuesta a estrés (Almoguera et al., 1998; Wehmeyer y Vierling, 2000).

Los tejidos en que se expresan las SHSP en las semillas en maduracién dependen
de cada especie, asi como su cantidad y localizacién intracelular. Respecto a este dltimo
aspecto se ha referido en ciertos casos la acumulacién de las sHSP citosélicas en la zona
nuclear. Sin embargo, estas protefnas, durante la termoinduccidén, tienden a formar
complejos en el citosol. Como ademds carecen de sefial de localizacioén nuclear, se piensa

que quizd se unan a otras proteinas que se trasladen al nticleo (zur Nieden ez al., 1995)

El momento de inicio de la sintesis es caracteristico de cada especie, asi como la
velocidad de degradacién de las sHSP una vez cumplida su funcién. Generalmente la
sintesis empieza después de la fecundacidén, aunque siempre antes de que se produzca una
desecacién apreciable (zur Nieden er al, 1995). Este hecho ha incentivado la
investigacidn acerca de una posible implicacién de las sHSP en la tolerancia a la
desecacidn que deben desarrollar gran parte de las semillas durante su desarrollo. Existen
trabajos recientes que apoyan esta hipdtesis, como pueden ser los de Coca et al. (1996),
con girasol o Wehmeyer y Vierling (2000), con Arabidopsis thaliana. Corroborando esta
hipétesis de la proteccién frente a la desecacidn, se ha comprobado que proteinas
homologas a sHSPs citosélicas de clase I y I (HSP17.6 y HSP17.9, respectivamente) se

expresan especificamente en tallos y raices de plantas de girasol bajo estrés hidrico
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(Almoguera et al., 1993). También en este sentido apunta la deteccién de proteinas
constitutivas inmunolégicamente relacionadas con HSP 17.6 y HSP 17.9 en tejidos
vegetativos de la planta de resurreccidén, Craterostigma plantagineum, capaz de
recuperarse de un marchitamiento casi total (Alamillo et al., 1995). No obstante, €l
estudio de Collada et al. (1997), llevado a cabo con semillas de trece especies lefiosas
tanto ortodoxas como recalcitrantes y con diversos contenidos hidricos, llega a la
conclusién de que no se puede establecer una relacion directa entre el nivel de sHSP en la

semilla y su tolerancia a la desecacion.

La expresién de sHSP durante el desarrollo de la semilla no parece estar sujeta a
una regulacién del mismo tipo que la inducida por choque térmico. Esto explica la
multiplicidad y diversificacién de HSE en los promotores de los genes de sHSP en
vegetales, asi como el hecho de que estos procesos s6lo impliquen a una parte de las sHSP
del individuo. En este sentido, resulta especialmente interesante el trabajo de Carranco et
al. (1997) con girasol, en el que se refiere, por vez primera, la existencia de un gen de
sHSP (Ha hsp17.6 GI) expresado durante el desarrollo embriogénico y no inducible, sin
embargo, por calor. En cualquier caso, en este tipo de expresiéon de sHSP deben de
intervenir factores de transcripcién adicionales o incluso distintos de los descritos
anteriormente como implicados en la expresién durante el estrés de calor(Carranco et al.,

1997; Wehmeyer y Vierling, 2000).

Ademds de su implicacién en el desarrollo de la semilla, las sHSP vegetales
parecen tener otras funciones distintas de la respuesta inmediata frente al estrés por altas
temperaturas. Asi, han sido relacionadas, por ejemplo, con la adquisicién de
termotolerancia. Muchos organismos pueden llegar a soportar temperaturas normalmente
letales si previamente han sido sometidos a temperaturas altas pero no letales. Las
circunstancias de estos pretratamientos coinciden con aquéllas en las que se expresan las
HSP, lo que ha llevado a pensar que la acumulacién de éstas podria suponer parte
imprescindible en el desarrollo de tal resistencia (Lin et al., 1984; Kimpel y Key, 1985).
Si bien generalmente se ha relacionado a HSP de mayor tamafio (sobre todo HSP70 y
HSP100) con esta termotolerancia adquirida, también hay datos que implican a la s sHSP

vegetales, como es el caso del trabajo de Lee ef al. (1995b), con ejemplares transgénicos
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de Arabidopsis thaliana que expresaban connstitutivamente niveles altos de HSP70 y
sHSP o el mas reciente de Woolf y Lay-Yee (1997), segtn el cual un pretratamiento a
38°C, que induce la sintesis de HSP70 y sHSP, incrementa la posterior resistencia a
tratamientos de 50°C en aguacate. Del mismo modo, se ha comprobado que la presencia
de dos sHSP de unos 25 kDa se hereda ligada a la termotolerancia en la graminea Agrostis
palustris (Park et al., 1996). En el mismo sentido apuntan los resultados de Park et al.
(1997), también con Agrostis palustris, segin los cuales las variedades termotolerantes de
esta especie se recuperan mas rapidamente de las altas temperaturas merced a una mayor

presencia de HSP70, HSP25 y HSP18.

También es sabido que la sobreexpresién de una o méds HSP es en ocasiones
suficiente para la proteccién frente a estreses que de otra forma podrian resultar incluso
letales, tales como la exposicién a agentes oxidantes o a la toxicidad inducida por etanol
(Parsell y Lindquist, 1994). En este sentido, un reciente trabajo relaciona a dos sHSP con

la resistencia tanto al calor como al estrés oxidativo en E. coli (Kitagawa et al., 1999).

De especial interés es la posible implicacién de las sHSP en la resistencia al frfo.
Una préctica habitual en la industria agroalimentaria es, desde hace afios, el sometimiento
a frutas y verduras a un choque térmico, con objeto de mejorar su posterior conservacién
en camaras frigorificas. Algunos estudios, como los de Sabehat et al. (1996, 1998) o
Kadyrzhanova et al. (1998) con tomates sometidos a tratamientos de calor han
relacionado la acumulacién de HSP, incluidas sHSP, con la adquisicién de una tolerancia

al frio.

IV.5 Relaciones evolutivas

La mayor parte del progreso en el conocimiento de la evolucién de las proteinas
esta teniendo lugar con proteinas animales; ademds, los estudios sobre evolucién proteica
en plantas suelen centrarse en proteinas codificadas por el cloroplasto. Por lo tanto, se

sabe atin poco acerca de la evolucién de las sHSP, codificadas por el genoma nuclear.
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Un estudio publicado recientemente (Waters y Vierling, 1999a) refiere la presencia
de sHSP citosdlicas de las clases I y II en células del musgo Funaria hygrometrica
sometidas a altas temperaturas. Este dato indica que estas clases se desarrollaron hace al

menos 450 millones de afios, antes de la divergencia de las plantas con semilla.

Se han propuesto dos modelos para el origen de las proteinas codificadas por el
niicleo pero localizadas en organulos. Uno de ellos propone la transferencia del gen desde
el genoma del endosimbionte al del hospedador. Al ser la proteina codificada
imprescindible para el funcionamiento del organulo, la conservacién de dicho gen seria
favorecida por la seleccidn natural, asi como la adquisicién de las secuencias necesarias
para el acceso al organulo. Segtn el otro modelo, €l origen de estas proteinas se sitia en
una duplicacién de genes del genoma nuclear y, siendo equivalentes funcionalmente la
proteina codificada por este gen y la del orgénulo, en algunos casos esta tiltima terminaria
por desaparecer. En un reciente trabajo sobre sHSP cloroplasticas de Funaria
hygrometrica, Waters y Vierling (1999b) aportan datos a favor del origen de las sHSP

localizadas en orgdnulos por duplicacién de proteinas citosdlicas.

Los andlisis realizados a partir de secuencias de sHSP sefialan la existencia de
distintas tasas de evolucién segin las subfamilias. De este modo, las sHSP citosélicas de
la clase Iy las cloroplasticas parecen estar evolucionando de manera mas lenta que las
citosélicas de clase II o las localizadas en el reticulo endopldsmico, sugiriendo diferencias

funcionales entre las subfamilias (Waters, 1995).
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MATERIAL Y METODOS

I. MATERIAL B1OoLOGICO

1.1 Cepas bacterianas

Se emplearon las siguientes cepas de Escherichia coli:
XL1-Blue MRF' (Jerpseth et al 1992): A(mcrA)I83 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl
supFE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac[F proAB lacl’ZAM15 Tnl0 (Tet")] Se empled para

el rastreo de genotecas de ADNCc.

SOLR (Hay et al. 1992): eld (McrA)A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbcC recB rec] uvrC
umuC::Tn5 (Kan') lac gyrA96 relAl thi-1 endAl AX [F' proAB lacl?ZAM15) Su. Utilizada
para la escisién de fagémidos, tras el rastreo de las genotecas.

DH50. (Hanahan, 1983): hsdRI7(rx, mg') supE44 thi-1 recAl gyrA (Nal) relAl
A(lacZYA-argF)uie9 (m80lacZAM15). Empleada para el clonaje y manipulacién de
fragmentos de ADN.

BL21(DE3) (Studier et al. 1986): E. coli B F dcm ompT hsdS(rg, mg’) gal A(DE3).

Empleada para la expresién heteréloga de proteinas.

1.2 Material vegetal

1.2.1 Muestras de campo

Como material vegetal se emplearon semillas y ramas de ejemplares adultos de

Castanea sativa Mill., recogidas en la localidad de Zarzalejo (Madrid).
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Estadios de maduracidn y germinacion de las semillas

Las semillas en distintos estadios de maduracién fueron recogidas directamente del
arbol. Se consideré como tiempo cero el momento de la aparicién del pistilo,

recogiéndose las semillas 90, 110 y 130 dias después (M1, M2 y M3, respectivamente).

Los estadios de germinacién establecidos fueron: G1 (0 dias), G2 (4 dias), G3 (8

dias) y G4 (12 dfas), contados a partir de] momento en que aparece la radicula.

1.2.2 Plantulas crecidas en laboratorio

Para los experimentos realizados sobre plantulas completas se procedidé a la
germinacién en cdmara de cultivo (Fitotron SGC 970/C/RO-HFL, Sanyo) de semillas
recogidas en campo. Las castafias se mantuvieron a 4°C durante 15 dfas, tras lo que fueron
| sumergidas durante 48 horas en agua destilada y a continuacién plantadas en vermiculita,
en envases de plastico (6 cm x 6 cm x 6 cm). Se mantuvieron en el Fitotron las siguientes
condiciones de luz y temperatura: 8 h de oscuridad a 18°C y 16 h de luz a 22°C, con una
humedad relativa del 70% en ambos casos; la iluminacién proporcionada fue de unos
20000 lux. Las plantulas se mantuvieron en las mismas condiciones durante 4 semanas,
momento en que se trasplantaron a macetas de pldstico (12 cm de alto x 12.5 cm de
didmetro). En las macetas se empleé como sustrato una mezcla de turba y vermiculita, en
una relacién aproximada de 3 a 1. Con 14-20 semanas de edad, cuando habian alcaniado
un tamafio apropiado, las plantas fueron sometidas a los tratamientos pertinentes. Durante
todo el proceso las plantulas se regaron cada 2 dias, de modo que el sustrato se mantuvo

siempre htiimedo.
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I1. METODOS DE PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE PROTEINAS

IL.1 Extraccion y purificacion de proteinas

11.1.1 Purificacion de Cs HSP17.5 de semilla

Se siguié el protocolo publicado por Collada et al., 1997, para la purificacién de
Cs HSP17.5 a partir de harina de semilla de C. sativa Mill., parcialmente deslipidada con
éter de petrdleo. La extraccion se llevé a cabo con un tampén Tris/HCl 62.5 mM, pH 6.8,
PMSF (fenil-metil-sulfonil-fluoruro) 1 mM, a razén de 10 ml/mg de harina, a 4°C y
durante 1 hora. Tras centrifugar a 30000 g durante 30 minutos, se sometié al sobrenadante
a una precipitacién fraccionada con sulfato aménico. Para eliminar el sulfato de las
fracciones éstas fueron dializadas, liofilizdndose a continuacién. En la fraccidn
correspondiente al 90-100% de saturacién de sulfato Cs HSP17.5 es el unico polipéptido

presente.

Se comprobdé de manera rutinaria la actividad chaperona in vitro de la proteina

purificada, siguiendo el protocolo descrito por Collada et al., 1997.
I1.1.2 Purificacién de la endoquitinasa de castafia Cs Chl

El protocolo de purificacién seguido fue el descrito por Collada et al. 1992, a
partir de harina de castafia, parcialmente deslipidada con éter de petrdleo. Se empled en
este caso u tampon Tris/HC1 50 mM, pH 8.2, NaCl 0.5 M, a razén de 10 ml/mg de harina.
La extraccion se realizé a 4°C durante 1 hora. Tras centrifugar a 30000g durante 30
minutos, el sobrenadante fue sometido a una precipitacién con un 70% de saturacion de
sulfato aménico. Tras una nueva centrifugacién en idénticas condiciones a la anterior, se
recogié el precipitado, que fue disuelto en tampdn de extraccién. Mediante la adicién de
HCI se rebajé el pH hasta 3.5. Se realizé entonces otra centrifugacion, y el sobrenadante

fue dializado frente a Tris/HCI 20 mM, pH 8.0. A continuacién se inserté en una columna
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de quitina (45 cm x ¢ 2.5 cm) equilibrada con el mismo tampén. La elucién se realizé con
250 ml del mismo tampén, seguido de 250 ml de acetato sédico 20 mM, pH 5.5 y 250 ml
de 4cido acético 20 mM, pH 3.2. Las fracciones se concentraron en acetato sédico 10 mM,
NaCl 0.08 M (pH 5.3) mediante filtros (Centrifugal Ultrafree, Millipore). Finalmente, la
muestra se sometié a una cromatografia de intercambio idnico en una columna de SP-
Sephadex C-50 (40 x ¢ 2.5 cm), equilibrada con el tampén de la muestra. La elucion se
realizé incrementando la concentracién de NaCl en el tampdn; se empled para ello un
gradiente lineal de 400 ml, llegando hasta 0.2 M de NaCl. La fraccién escogida se dializd

y liofilizé.
11.1.3 Extraccién de proteinas de rama de especies forestales

Las muestras de rama fueron congeladas en nitrégeno liquido y molidas en
mortero hasta convertirlas en polvo fino. Para la extraccién de proteinas se empled
tampon de muestra de Laemmli [Tris/HCI 62.5 mM, pH 6.8, SDS 2% (p/v), urea 8 M, 2-
mercaptoetanol 5% (v/v})], arazén de 5 ul/mg de material vegetal, y se realizé durante una
hora, a temperatura ambiente, con agitacién fuerte y pulsos de ultrasonido. A continuacién
se centrifugaron las muestras durante 15 minutos a 16000 g en una centrifuga de
sobremesa, toméndose el sobrenadante. Esta operacién se repitid, con el fin de eliminar
las particulas flotantes. Acto seguido las proteinas fueron precipitadas, mediante la
adicién al sobrenadante de 4cido tricloracético (TCA), a una concentracion final del 10%
(p/v). La precipitacién se llevé a cabo a 4°C, durante un tiempo minimo de 1 hora. Se
centrifugaron las muestras en las mismas condiciones antes explicitadas, si bien a 4°C,
descartdndose el sobrenadante. Para eliminar el TCA del precipitado proteico se dieron
dos lavados con acetona al 80% (v/v), centrifugandose tras cada uno de ellos en las
mismas condiciones. Tras dejar secar al aire los precipitados, las proteinas se

resuspendieron en tampdn de muestras de Laemmli.
I1.1.4 Extraccién de proteinas de Escherichia coli

La extraccién de proteinas de Escherichia coli se realizé utilizando como tampén

de extraccién Tris/HCI 100 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM. Los cultivos fueron centrifugados
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a baja velocidad, con objeto de recuperar las bacterias y separarlas del medio de cultivo,
desechdndose el sobrenadante. Las bacterias asi precipitadas fueron lisadas en el tampon
antes descrito, a razén de 100 pl/ml de cultivo saturado, mediante pipeteo exhaustivo,
agitacién, pulsos de ultrasonido y ciclos de congelacién y descongelacion. Finalmente se
centrifugaron a temperatura ambiente durante 10 minutos a 16000 g y se tomé el

sobrenadante.

I1.2 Carboximetilacion de proteinas de tallo

Se precipitaron con TCA las proteinas de extractos obtenidos como se describe en
el apartado II.1.3. A continuacién fueron resuspendidas en un tampén Tris/HCl 1 M, pH
8.6, EDTA 2 mM, cloruro de guanidinio 6 M, DTT 20 mM, a raz6n de 3 mg/ml, donde se
mantuvieron durante 3 horas a 37°C, para lograr su desnaturalizacién. Se afiadié entonces
iodoacetato sddico a una concentracién final del 2.4% (p/v) (115 mM), provocando la
alquilacién de las proteinas. Esta reaccién se prolongé durante 15 minutos a 37°C y en

oscuridad.

Finalmente, las proteinas fueron dializadas frente a agua y liofilizadas para los

sucesivos pasos de purificacién.

I1.3 Métodos cromatograficos

I1.3.1 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de filtracién molecular

Se empled en esta técnica una columna de Spherogel TSK-G (& 21.5 mm x 30
cm, Beckman). Como tampén se empled acetato aménico 50 mM, SDS 0.1% (p/v), con
un flujo de 0.5 ml/minuto. En cada cromatografia se insertaron 20 mg de proteina,
disueltos en 3 ml del mismo tampén de elucidn, detectandose la salida de los picos a 280

nm.
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I1.3.2 Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC)

La RP-HPLC se llevé a cabo empleando una columna de Nucleosil C4 (& 10 mm
X 25 cm, Sugelabor) y como tampones agua y acetonitrilo, ambos con TFA al 0.1% (v/v).
El gradiente empleado iba de un 0% a un 70% de acetonitrilo en 70 minutos, utilizdndose
un flujo de 0.5 ml/minuto. La cromatografia se llevé a cabo a 38°C y la deteccién de los

picos se realizé a 214 nm.

I1.4 Métodos electroforéticos

11.4.1 Electroforesis unidimensionales

11.4.1.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato

sodico (SDS-PAGE)

Se realizaron siguiendo el método de Laemmli (1970), utilizando el sistema de
minigeles Bio-Rad Miniprotean II. El gel separador constaba de un 15% (p/v) de
poliacrilamida [gr de N,N’-metilenbisacrilamida / (gr de acrilamida + gr de N,N’-
metilenbisacrilamida) = 2.5%] en un tampén Tris/HCI 0.375 M, pH 8.8, SDS 0.1% (p/v).
Para el gel espaciador se utilizé un 4% de poliacrilamida en Tris/HCI1 0.125 M, pH 6.8,
SDS 0.1% (p/v). Para los dos tipos de gel se emplearon como catalizadores de la
polimerizacién un 0.1% (p/v) de persulfato aménico y Temed, en un 0.04% y en un 0.1%
respectivamente. En las cubetas se utilizé tampén Tris 0.025 M, pH 8.3, glicina 0.192 M,
SDS 0.1% (p/v). Para la determinacién de pesos moleculares se utilizaron como
marcadores citocromo C (12.4 kDa), mioglobina (17.8 kDa), quimiotripsinégeno (25

kDa), ovoalbiimina (45 kDa) y albiimina de suero bovino, BSA (67 kDa).

Las muestras se disolvieron en tampén de muestras de Laemmli, que contiene
Tris/HCI 0.0625 M, pH 6.8, SDS 0.2% (p/v), urea 8 M, y un 5% de 2-mercaptoetanol
(v/v) y se mantuvieron 5 minutos a 100°C inmediatamente antes de la electroforesis.
Como colorante tanto las muestras como los patrones llevaban un 0.001% (p/v) de azul de

bromofenol.
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Las electroforesis se llevaron a cabo a 4°C, con una diferencia de potencial
constante de 200 V. A continuacién los geles se tifieron con azul de Coomassie R-250 al
0.1% (p/v) en una solucién acuosa de metanol 50% (v/v), 4cido acético 10% (v/v). Tras el
desteflido del fondo, con una solucién acuosa de dcido acético al 10% (v/v) e isopropanol

al 12.5% (v/v), se fijaron con 4cido acético al 15% (v/v).
I1.4.1.2 Electroforesis en gradiente de poliacrilamida (VPAGE)

Para este tipo de electroforesis las muestras se disolvieron en tampén Tris/HCl
0.0625 M, pH 6.8, sacarosa 10% (p/v). Los demds tampones fueron iguales a los
empleados en las SDS-PAGE, pero sin SDS.

Se empled un gradiente de poliacrilamida del 4 al 20%, en tampén Tris/HC1 0.375
M, pH 8.8. (Bio-Rad). Para determinar los pesos moleculares de las muestras se utilizaron
como patrones BSA (67 kDa), aldolasa (160 kDa), catalasa (240 kDa) y ferritina (430
kDa). Las electroforesis se llevaron a cabo a 4°C y a una diferencia de potencial constante
de 100 V, durante 2 horas. El colorante de muestras y patrones y los métodos de tincidn,

destincién y fijacidn de los geles fueron los mismos que los empleados en las SDS-PAGE.
I1.4.2 Electroforesis bidimensional: isoelectroenfoque (IEF) x SDS-PAGE

La primera dimensién de esta electroforesis consistié en un electroenfoque,
separdndose las proteinas seglin su punto isoeléctrico en un gradiente de pH. Para ello se
utilizé el aparato Mini-PROTEAN II 2-D Cell de Bio-Rad. Los geles lineales de esta
primera dimensién constaban de poliacrilamida al 5% (p/v), 2.4% (v/v) de anfolinas con
un rango de pH de 3.5 a 9.5 y urea 6 M. Las muestras proteicas, disueltas en urea 9M, se
incluyeron en la mezcla de polimerizacién. Como tampdén cubetas se empled acido
sulfdrico al 0.02% (v/v) en el dnodo y etanolamina al 0.4% (v/v) en el cdtodo. Tras 10
minutos de preenfoque a 500 V se procedié al enfoque a 1500 V, que se prolongé por una

hora y media.

33



Material y Métodos.

La segunda dimensién consistié en una SDS-PAGE como las descritas, utilizando
los enfoques resultantes de la primera dimensién como muestras y aplicandoles un campo

eléctrico perpendicular al empleado en la primera dimension.

11.5 Deteccion de proteinas sobre membrana (Western Blot v Dot Blot)

Para detectar la presencia de una proteina en un extracto se procedid a la
transferencia a membranas de PVDF (difluoruro de polivinilideno) del citado extracto
previamente sometido a electroforesis (Western Blot) o bien en forma de gotas, sin
separacién previa (Dot Blot). En este dltimo caso la transferencia se realizé mediante
succién por vacio, mientras que en los Western Blot se llevé a cabo por la accién de un
campo eléctrico (electrotransferencia). A continuacién se procedié a la deteccién de

proteinas por tincién o mediante anticuerpos.

Transferencia a membrana por vacio

La transferencia se realiz0 en un aparato Bio-Dot Microfiltration (Bio-Rad),
siguiendo las instrucciones del fabricante, con ayuda de una bomba de vacio. Como

tampén de transferencia se empled Tris/HCI 100 mM, pH 8.0.

Electrotransferencia a membrana

Tras someter las muestras a una separacién electroforética, bien por SDS-PAGE,
por V-PAGE o por electroforesis bidimensional, las proteinas se transfirieron a membrana
de PVDF (Immobilon P, con tamafio de poro 0.45 um, Millipore). Se empleé para ello un
tampon de transferencia igual al empleado en las cubetas para SDS-PAGE, pero con un
20% (v/v) de metanol. Las membranas de Immobilon se activaron previamente por
inmersidén en metanol. A continuacidén, gel y membrana se incubaron en el tampén de
transferencia durante 5 minutos. La transferencia se llevé a cabo en un aparato Mini
Trans-Blot Cell de Bio-Rad, a 50 V durante 50 minutos. Una vez terminada la
transferencia, las membranas se lavaron con agua destilada, pudiéndose entonces proceder

a la deteccidn de las proteinas.
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Tincidn de proteinas

La solucién de tincién empleada con las membranas de Immobilon fue la misma
que la que se utiliz6 para los geles de poliacrilamida. La tincién duré 10 minutos,
elimindndose el fondo con una solucién acuosa de metanol al 50% (v/v) y 4cido acético al

10% (v/v).

Inmunodeteccién con anticuerpos

Una vez transferidas las proteinas a membrana de Immobilon, ésta se incubd
durante toda la noche a 4°C con tampé6n TBS [Tris/HCI 20 mM, pH 8.2, 0.9% (p/v) NaCl]
y 1% (p/v) de leche desnatada, para cubrir los posibles sitios inespecificos de unién de

proteinas.

A continuacién la membrana se mantuvo durante 2 horas en agitacién a
temperatura ambiente en 10 ml de tampén TBS, 0.2% (p/v) de leche descremada, 1%
(v/v) de suero de cabra y 50 ul de anticuerpo contra Cs HSP17.5 (Collada et al., 1997).
Tras esta incubacion la membrana se lavé 3 veces con 25 ml de TBS, 0.1% (p/v) de leche

desnatada; cada lavado tuvo una duracién de 10 minutos.

Durante 2 horas la membrana se incubd a temperatura ambiente y en agitacién en
10 ml de TBS, 0.1% (p/v) de leche desnatada, 0.4% (p/v) de gelatina y 10 ul de conjugado
de anti IgG de conejo (anticuerpo secundario) con fosfatasa alcalina. Posteriormente se

realizaron 3 nuevos lavados, similares a los anteriores, si bien de 5 minutos cada uno.

El revelado se llevo a cabo con 10 ml de una solucién del sustrato de la fosfatasa
alcalina (5-bromo 4-cloro 3-indolilfosfato, BCIP) al 15% (p/v) y el colorante azul de
nitrotetrazolio (NTB) al 30% (p/v), en tampén Tris 100 mM, pH 9.5, MgCl, 5 mM
(Sigma Fast BCIP/NTB).
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I1.6 Digestion de proteinas unidas a membrana

Estas digestiones se realizaron sobre proteinas separadas por electroforesis
bidimensional. Una vez transferidas a membranas de PVDF como se describe en el
apartado IL5, se recorté la zona de la membrana con la proteina buscada. Tales
fragmentos se incubaron durante 15 minutos en PVP K-30 diluido al 0.2% (p/v) en
metanol (100 ul/fragmento). Tras eliminar el tampén, se lavaron con agua varias veces. Se
equilibré entonces con tampén Tris/HC1 0.1 M, pH 8.0. y se procedi6 a la digestién de las
proteinas en el mismo tampén (60 pl/fragmento). Esta se realizé empleando como enzima
proteolitico endo-Asp a una concentracién final de 5 pg/ml. La digestién se prolongé
durante 4 horas a 37°C, recogiéndose el sobrenadante al final de la misma. Para optimizar
la recuperacion de los productos de la digestion se lavd la membrana con dcido férmico al
80% (v/v) (20 ul/fragmento) durante 10 minutos, aplicando ultrasonidos cada 2-3
minutos. Tras recoger el sobrenadante se aplicaron 4 lavados con el mismo volumen de
agua. La mezcla de todos los sobrenadantes (el de la digestion y los de los lavados con

acido férmico y agua) se empled para la posterior purificacién de los péptidos.

I1.7 Inmunolocalizacién en tejidos vegetales

I1.7.1 Localizacion subcelular mediante microscopia electrénica

Para la localizacién subcelular de Cs HSP17.5 se emﬁlearon cotiledones de
castafia en el ultimo estadio de maduracién (unas 4 semanas antes de la caida), fijados con
paraformaldehido al 4% (v/v) en tampdn PBS (NaCl 13.7mM, KClI 0.27 mM, Na,HPO,
0.43 mM, KH,PO,4 0.14 mM, pH 7.3) inmediatamente tras su recoleccion. Se sigui el
protocolo descrito por Rodriguez-Cerezo et al. (1997) para la obtencién y tratamiento de
las secciones de cotiledén, que fueron bloqueadas durante 1 hora en Tris/HCI 30 mM, pH
7.5, albimina de suero bovino (BSA) al 0.1% (p/v) y gelatina al 1% (p/v). A continuacién
se incubaron durante 2 horas con una dilucién 1/50 del anticuerpo monoespecifico contra
Cs HSP17.5. Los ulteriores lavados, marcaje con oro coloidal (particulas de 10 nm) y

tincidn se realizaron asimismo segtin Rodriguez-Cerezo et al. (1997).
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I1.7.2 Localizacion tisular en tallo mediante microscopia dptica

Para la localizacidn tisular se sigui en principio el protocolo propuesto por Nagar
et al. (1995) para tabaco, con las modificaciones pertinentes al tipo de tejido. La
diferencia de dureza entre la madera y el resto de tejidos del tallo de castafio dificulta en
gran medida la obtencién de buenas secciones para la microscopia. La forma de conseguir
éstas fue mediante la utilizacién de tejido fresco fijado en PBS 10 mM, pH 7.2 con
paraformaldehido al 4% (v/v), sin incluir en ningin material de soporte. Los cortes se
realizaron con un vibratomo, obteniéndose secciones de unas 50 pum de espesor. El
bloqueo se llevé a cabo en PBS 10 mM, pH 7.4, BSA 0.1% (p/v), con inmunoglobulina G
(IgG) de cabra al 0.5% (p/v), durante 2 horas a temperatura ambiente. Las secciones se
lavaron a continuacién durante 10 minutos, empleando el mismo tampén sin IgG, y se
incubaron durante 1 hora con anticuerpo desarrollado en conejo contra Cs HSP17.5
(Collada er al., 1997). Tras tres nuevos lavados como el descrito, las secciones se
incubaron durante 1 hora con anticuerpo secundario, a una dilucién 1/250 (v/v) en el
mismo tampoén utilizado para los lavados. Se empled para ello un cromdforo Alexa-488
(Molecular Probes), del tipo de la fluoresceina, unido al anticuerpo secundario de cabra
anti Ig de conejo. La deteccidén de las proteinas inmunorreactivas se llevé a cabo en un

microscopio 6ptico Leica DNRB equipado con un sistema confocal Leica TCSNT.

11.8 Ensavos de actividad chaperona in vitro

Se comprobd la actividad chaperona de Cs HSP17.5 en la renaturalizacién de
quitinasa de castafia (Cs Chl) previamente desnaturalizadas con cloruro de guanidinio, asi

como su papel protector frente a la inactivacion térmica del mismo enzima.

Inactivacién térmica

Para la desnaturalizacién térmica se disolvié Cs Chl en tampén HEPES/KOH 50
mM, pH 8.0 [HEPES: N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(4cido 2-etanosulfénico)]. Con
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objeto de comprobar su actividad chaperona se incluyé en la solucién Cs HSP17.5 en una
concentracién de 150 nM, frente a controles con idénticas cantidades de lisozima y BSA.
A continuacién las mezclas fueron sometidas a una temperatura de 38°C. Transcurrida 1
hora, las muestras se colocaron a 22°C, manteniéndose en esta temperatura otros 60
minutos. Durante todo el proceso se tomaron alicuotas cada 10 minutos, con las que se

midié la actividad enzimadtica remanente.

Desnaturalizacioén quimica

Se empled para la desnaturalizacién un tampén Tris/HCI 0.1 M, pH 7.0 (pH 8.0
para CS), DTT (ditiotreitol) 2 mM, cloruro de guanidinio 6 M. Se disolvié Cs Chl al
0.05% (p/v) en este tampén, prolongdndose la desnaturalizacién durante 90 minutos a

temperatura ambiente.

Renaturalizacién de Cs Chl

Para la renaturalizacion de la proteina se diluy6 la mezcla de desnaturalizacion 100
veces con tampén Tris/HCl 200 mM, pH 7.0, incluyendo distintas cantidades de Cs
HSP17.5. Como control negativo se utilizé BSA en lugar de la sHSP. La renaturalizacion
transcurrié a temperatura ambiente durante una hora, excepto en el ensayo de cinética, en

que se midi6 la actividad quitinasa a distintos tiempos de renaturalizacidn.

Ensavo de actividad guitinasa

El ensayo se llev6 a cabo sobre el sustrato CM-quitina-RBV (carboximetil-quitina-
Ramazol Brilliant Violet, Loewe Biochemica), suspendido en acetato sédico 50 mM, pH
5.5, siguiendo el protocolo descrito por Garcia-Casado et al. (1998). La reaccion de
hidrélisis de la quitina se prolongd durante 10 minutos a 37°C, deteniéndose a
continuacién mediante la adicién de % de volumen de HCI 2 N. Para eliminar las fibras
no digeridas se mantuvieron las muestras durante 20 minutos en hielo y a continuacién se
centrifugaron a 16000 g durante 15 minutos. La medicién de la absorbancia a 550 nm del

sobrenadante sirvid para evaluar la actividad litica de la quitinasa.
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11.9 Analisis MALDI v secuenciacion de proteinas

Los andlisis MALDI de proteinas separadas por electroforesis bidimensional y
digeridas con tripsina fueron realizados por el Servicio de Quimica de Proteinas del
Centro de Biologia Molecular "Severo Ochoa" (Universidad Auténoma de Madrid), de

acuerdo con el protocolo descrito en Garcia et al. (2000).

La secuenciacién del extremo amino-terminal de proteinas asi como la de péptidos
internos se llevaron a cabo por el Servicio de Secuenciacién de la Universidad Auténoma

de Barcelona

III. METODOS DE ACIDOS NUCLEICOS

IT1.1 Métodos extractivos

II1.1.1 Extraccion de ARN

El material vegetal para las extracciones de ARN se congelé en N, liquido y se
conservé a -80°C. Se mantuvo congelado con N, liquido durante su pulverizacién,
reduciéndolo a un fino polvo. Las extracciones se basaron en el protocolo propuesto por
Chang et al. (1993) para pino. Se parti6 de 4 gr del material molido y se empled como
tamp6n de extraccion Tris/HC1 100 mM, pH 8.0, EDTA 25 mM, NaCl 2 M, CTAB
(bromuro de hexatrimetilamonio) 2% (p/v), PVP (polivinilpirrolidona) K-30 2% (p/v), 2-
mercaptoetanol 2% (v/v), espermidina 0.05% (p/v). La extraccién se llevé a cabo a 65°C,
durante 1 minuto, tras afiadir el tampén de extraccién previamente calentado, a razén de 5
ml/gr de material. A continuacién, y con objeto de limpiar la preparacién de proteinas,
lipidos, etc., se afiadié un volumen de una mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico en
proporcién 24:1 (v:v) se mezcld y se centrifugd durante 10 minutos a 16000 g y
temperatura ambiente, tomédndose, con la fase acuosa, los 4cidos nucleicos. Este paso de

limpieza se repitié. Se afladié entonces % de volumen de LiCl 10 M y se incubé a 4°C
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durante la noche, a fin de que el ARN precipitara. Al dia siguiente las muestras se
centrifugaron a 16000 g durante 20 minutos a 4°C y se descarté el sobrenadante. Una vez
seco al aire el precipitado, se resuspendié en 500 pl de SSTE (Tris/HCI 10 mM, pH 8.0,
EDTA 1 mM, SDS 0.5% (p/v), NaCl 1 M). Se repiti6 entonces el proceso de limpieza con
cloroformo:alcohol isoamilico. A la fase acuosa se le afiadieron 2 volumenes de etanol
absoluto y se dejé precipitar el ARN durante al menos 3 horas a -20°C. Se centrifugaron
de nuevo las muestras 20 minutos a 16000 g y se lavé el precipitado con etanol frio al

70% (p/v). Una vez seco el precipitado, se resuspendié en agua (50 pl).
I11.1.2 Extraccion de ADN

Las extracciones de ADN se basaron en el protocolo propuesto por Doyle y Doyle
(1990). Se parti6 de material congelado y pulverizado como en el caso de las extracciones
de ARN (1 gr). Como tampon de extraccion se utilizé Tris/HCI 100 mM, pH 8.0, EDTA
20 mM, PVP K-30 1% (p/v), NaCl 1.4 M, ATMAB (bromuro de alquiltrimetilamonio)
2% (p/v), 2-mercaptoetanol 0.1% (v/v). La extraccién se llevé a cabo durante 1 hora a
55°C, con agitacién puntual, afiadiéndose a la muestra el tampdn precalentado, a razén de
10 ml/gr de material. Tras dejar enfriar la muestra durante 10 minutos a temperatura
ambiente se afiadieron 4 ml de diclorometano, mezcldndose suavemente hasta obtener una
emulsion. Las muestras fueron centrifugadas entonces 10 minutos a 16000 g, tomandose
la fase acuosa. En caso de estar turbia ésta se repiti6 el paso de limpieza con
diclorometano. A continuacién se afiadieron 2/3 de volumen de isopropanol frio, dejando
precipitar a -20°C durante al menos 1 hora. Se centrifugé entonces durante 10 minutos a
4°C y 16000 g. Tras lavar con etanol frio al 70% (v/v) y secar el precipitado se
resuspendié el ADN en 50 pl de agua, con RNasa a 50 pig/ml.

I11.2 Digestion enzimatica de ADN

Las digestiones de ADN se realizaron con endonucleasas de restriccién, siguiendo
en cada caso las instrucciones y empleando los tampones recomendados por el fabricante

(Roche). En general se llevaron a cabo a 37°C y se prolongaron durante al menos 3 horas.
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I11.3 Electroforesis en gel de agarosa (EGA) de ADN

Las separaciones electroforéticas de fragmentos de ADN se llevaron a cabo en
geles de agarosa a distintas concentraciones segin la necesidad [entre el 0.8% y el 1.2%
(p/v)] en tampdn TAE (Tris/HCl 40 mM, pH 8.0, acetato sédico 20 mM, EDTA 1 mM).
Para la deteccién de los 4cidos nucleicos mediante luz ultravioleta se incluyé en el gel
bromuro de etidio a una concentracidn final de 0.5 yg/ml. El tampdn de carga se utilizé a
una concentracién 6x, afiadiendo a cada muestra 1/5 de su volumen, y consistié en una
solucién acuosa de ficol al 15% (p/v), y xilencianol y azul de bromofenol como
colorantes, ambos al 0.25% (p/v). Los voltajes empleados variaron, segin la necesidad,

entre los 60 y los 90 V.

Cuando se necesité purificar algin fragmento de ADN a partir de un gel de
agarosa se siguil el protocolo de Ausubel er al. (1994) o bien se empled el sistema

GENECLEAN de BIO 101.

I11.4 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Las amplificaciones de ADN mediante PCR se llevaron a cabo con cebadores
especificos para cada reaccién, empleando las polimerasas Pfu (Stratagene) o BioTools
DNA Polymerase (BioTools), siguiendo en cada caso las instrucciones del fabricante.

Como termociclador se empled un GeneAmp PCR SYSTEM 2400 (Perkin-Elmer). El

programa de reaccion seguido se ajustd en cada caso seglin las necesidades.
II1.4.1 RT-PCR

Transcripcidn inversa

Para la obtencién de ADNc mediante transcripcién inversa a partir de ARN
poli(A)+ se emplearon los reactivos de sintesis ZAP-cDNA incluidos en el kit para la

creacion de genotecas de expresion (Stratagene). El enzima empleado fue Ja MMLV-RT
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(Moloney murine leukemia virus-reverse transcriptase). Las reacciones se llevaron a cabo
del modo indicado para la genoteca, si bien los nucleétidos metilados empleados en ésta

fueron sustituidos por nucleétidos normales.
PCR

Se empled el programa [94°C, 5'; (94°C, 1% 46°C, 1.5 72°C, 1) x 30; 72°C, 4']
para la reaccién de PCR sobre el ADN obtenido por transcripcién inversa. Los cebadores,

disefiados a partir de la secuencia de Cs hsp17.5, fueron:

5'GAGGGCTTCAGTGCTGTAGC
S'GAGATCTCGATGGACTTGAC.

IT1.5 Generacion de sondas radiactivas

Se empled el sistema Random Primed Labeling Kit (Boehringer) para la sintesis de
sondas radiactivas, siguiendo las instrucciones del fabricante. Como molde se emplearon
fragmentos de ADN purificados a partir de electroforesis en geles de agarosa. Las sondas
fueron purificadas por filtracién molecular a través de columnas de Sephadex G-50 (Nick
Columns, Pharmacia), utilizando como tampén TE (Tris/HCI 10 mM, pH 8.0, EDTA 1
mM).

I11.6 Construccidn y rastreo de genotecas de expresion

Se construyeron dos genotecas de expresion de Castanea sativa Mill., siendo la
semilla madura y la rama de invierno los materiales vegetales de partida, respectivamente.
Para ello se utilizé el ZAP-cDNA Gigapack III Gold Cloning Kit (Stratagene), siguiendo
el protocolo propuesto por el fabricante. Se extrajo el ARN del material de partida y se
purificé, por afinidad con una columna de oligo-(dT) celulosa, el ARNm, que sirvié de
molde para la sintesis del ADNc. Una vez generadas las dobles hebras de ADN, se

procedid a una seleccidn por tamafios mediante una filtracién molecular en una columna
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de Sepharose CL-2B. Los fragmentos seleccionados (400-2000 pb) fueron clonados en el
fago Uni-ZAP XR. Este virus, derivado del bacteriéfago A, incluye en su cadena de ADN
la secuencia completa del pldsmido pBluescript SK (-), donde son clonados los

fragmentos de ADNc.

Asimismo, se signieron las instrucciones del fabricante para el rastreo de dichas
genotecas. En todos los casos éste se realizé en tres fases: los candidatos escogidos tras la
primera hibridacién fueron sometidos a una nueva seleccion y los resultantes de ésta se
comprobaron con una tercera y ultima hibridacién. En cada hibridacién se infectaron
bacterias de la cepa MRF’ Blue con los fagos y se plaquearon sobre medio NZY,
manteniéndose a 37°C hasta el dia siguiente. Se transfirieron a membranas de nylon de
0.45 pm de tamafio de poro, (MAGNA, MSI) por contacto. La desnaturalizacion de las
particulas virales se realizé con NaOH 0.5 M, NaCl 1.5 M, empledndose Tris/HC1 0.5 M,
pH 7.5, NaCl 1.5 M para la neutralizacién y 6x SSC (NaCl 0.9M, citrato sédico 90 mM)
para el lavado final. Una vez secos al aire los filtros se fij6 el ADN con rayos ultravioleta.
y se hibridaron con la sonda marcada con oc-[32P] ATP. Como solucidn de hibridacion se
empled SSC 6x, solucién de Denhardt 5x, SDS 0.5% (p/v), afladiéndose ADN de esperma
de salmdn, previamente desnaturalizado a 100°C durante 5 minutos para bloquear los
posibles sitios de unién inespecificos; esta prehibridacién se llevé a cabo durante dos
horas, en agitacién a 60°C. Tras hervir la sonda durante 5 minutos para su
desnaturalizacién fue afiadida a la solucién de prehibridacidn. La hibridacién se prolongé
durante la noche, a la misma temperatura. Tras retirar la solucién de hibridacién los filtros
se lavaron dos veces con SSC 2x, SDS 0.1% a temperatura ambiente durante 15 minutos y
una vez con SSC 1x, SDS 0.1% a 37°C. La autorradiografia se llevé a cabo durante dos

dias a -80°C sobre peliculas X-OMAT UV (Kodak).

Para el rastreo de la genoteca de semillas se empleé como sonda en todas las
hibridaciones el ADNc correspondiente a la sHSP de girasol Ha Aspl7.6 (Almoguera y
Jordano, 1992), mientras que para la genoteca de rama se empleé el ADNc Cs hspl7.5,

resultante del rastreo anterior.
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La escisiéon de los fagos candidatos se realizé individualmente, dando como
resultado vectores pBluescript SK (-) con un inserto de ADNc homoélogo a la sonda

empleada en el rastreo.

II1.7 Deteccion de acidos nucleicos sobre membrana

I11.7.1 Deteccion de ARN (Northern blot)

En los experimentos de transferencia Northern se siguié bésicamente el protocolo
de Sambrook et al. (1989). La electroforesis se llevd a cabo en geles de agarosa 1.2%
(p/v) con formaldehido 2.2 M en tamp6n MOPS [4cido 3 (N-morfolino) propanosulfénico
(MOPS) 40 mM, pH 7.0, acetato sédico 10 mM, EDTA 1 mM], empledndose para la
cubeta tampén MOPS con formaldehido 0.984 M. Como tampdén de carga se empled
MOPS 10x, formaldehido 3 M, formamida 50% (v/v), EDTA 1 mM, bromuro de etidio
37 pg/ml y azul de bromofenol (BPB) 0.1% (p/v) como colorante. Se insertaron unos 15
Lg por muestra, afiadiéndose 3 volimenes de tampdén de carga. Las muestras fueron
desnaturalizadas, calentdndolas durante 15 minutos a 65°C, y colocadas en hielo
inmediatamente antes de la insercién. La diferencia de potencial empleada fue de 40 V,

prolongéandose hasta que el frente hubiera alcanzado 2/3 de la longitud total del gel.

A continuacidn se llevé a cabo la transferencia por capilaridad con SSC 10x (NaCl
1.5 M, citrato sédico 0.15 M, pH 7.0), durante toda la noche, del ARN a membrana de

nylon, siguiendo las instrucciones del fabricante de la misma (Magna Nylon, MSI).

Tras fijar e] ARN mediante rayos ultravioleta se procedié a la hibridacién con
sonda marcada con o-[*P] ATP. Se prehibridé la membrana en SSC 5x, tamp6n de

Denhardt 5x [ficol, 0.1% (p/v), albimina de suero bovino (BSA) 0.1% (p/v), PVP K-40
0.1% (p/v)], formamida 50% (v/v), SDS 0.5% y ADN de esperma de salmén (50 ug/ml),

previamente desnaturalizado a 100°C, para bloquear los posibles sitios de unién
inespecifica de la sonda, a 42°C y en agitacién durante 2 horas. Se afiadié entonces la

sonda, tras desnaturalizarla a 100°C durante 10 minutos, prolongidndose la hibridacién en
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las mismas condiciones durante la noche. Como sonda se empled el ADNc Cs aspl7.5
Tras retirar la solucién de hibridacién los filtros se lavaron dos veces con SSC 2x, SDS
0.1% a temperatura ambiente y, cuando fue necesario, hasta dos veces mas con SSC 0.2x,
SDS 0.1% a temperatura ambiente. La autorradiografia se llevd a cabo durante 5 dias a -

80°C sobre peliculas X-OMAT UV (Kodak).

IIL.7.2 Deteccion de ADN (Southern blot)

Las digestiones de ADN gendmico en los experimentos de Southern se llevaron a
cabo en las condiciones indicadas por los fabricantes de los enzimas de restriccion
(Roche), afiadiendo espermidina a una concentracién final 1 mM y calentando el ADN
durante 15 minutos a 65°C para favorecer su desplegado, tal y como recomiendan
Sambrook et al. (1989) y Ausubel et al. (1994). Las digestiones se realizaron a 37°C
durante toda la noche, y al dia siguiente se afiadieron 10 pl de tampdn y enzima de

restriccion, prolongandose durante otras 3 horas la reaccion.

La electroforesis se llevé a cabo en agarosa al 1% (p/v) en tampén TAE (Tris/HCI
40 mM, pH 8.0, acetato sédico 20 mM, EDTA 1 mM). La diferencia de potencial
empleada fue de 15 V durante toda la noche. Al dia siguiente el gel se desnaturalizé
durante 10 minutos en HCI] 0.2 M. Tras varios lavados con agua se mantuvo durante 1
hora en NaOH 0.5 M, NaCl 1.5 M, siempre en agitacién suave. La neutralizacién se
realizé entonces durante 30 minutos en Tris/HCI 0.5 M, pH 7.5, NaCl 1.5 M, para
terminar equilibrando el gel en SSC 10x. La transferencia se llevé a cabo de forma

andloga a las realizadas en los experimentos tipo Northern.

La hibridacién con la sonda radiactiva, los lavados y la autorradiografia se
realizaron siguiendo el protocolo empleado en los experimentos tipo Northern, si bien la

solucion de prehibridacion e hibridacién inclufa ademaés sulfato de dextrano al 10% (p/v).
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II1.8 Secuenciacion de ADN

Para las secuenciaciones de ADN se empleé el ABI PRISM Dye Terminator Kit
con un secuenciador automdtico (ABI 377, Applied Biosystem). Las reacciones de
secuenciacién fueron realizadas en un termociclador GeneAmp PCR SYSTEM 2400
(PERKIN-ELMER), mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). El programa
empleado para las mismas constaba de un paso inicial de desnaturalizacion del ADN
molde a 96°C durante 2 minutos, seguido de 25 ciclos consistentes en tres fases:
desnaturalizacién a 96°C por 10 segundos, 5 segundos a 50°C para el emparejamiento de

secuencias complementarias y 4 minutos de elongacién a 60°C.

I11.9 Clonaje en vectores de expresion

I11.9.1 Clonaje en pET 11d

Los sitios de restriccion escogidos para el clonaje en pET 11d fueron Ncol y
BamHI. Las correspondientes dianas de restriccion en los extremos 5 y 37,
respectivamente, del fragmento a insertar se generaron mediante una reacciéon de PCR.
Los cebadores empleados fueron 5’GAAGCAGATCCCATGGCGCTCAG (en cursiva el
cambio introducido para generar el sitio de restriccion Ncol, subrayado) vy
S’CATGCCATACGGATCCACACTCC (en cursiva el cambio introducido para generar
el sitio de restriccion BamHI, subrayado). El molde de esta reaccién fue el pBluescript

SK/Cs hspl7.5 obtenido del rastreo de la genoteca de ADNc de semilla.
I11.9.2 Clonaje en pRSET b

El clonaje en pRSET se llevd a cabo entre los sitios de restriccion Ndel y BamHI.
La eleccidn de estos sitios exigid la eliminacién de una diana Ndel en la posicién 123 y la
generacién de dianas Ndel y BamHI en los extremos 5’ y 3’°, respectivamente, del ADNCc.
Utilizando como molde pBluescript SK/Cs hsp17.5, resultado del rastreo de la genoteca
de expresiéon de semilla, en una primera reaccién de PCR se emplearon como cebadores

5’CTCACTGGATATATGGGACCC (en cursiva el cambio introducido en el sitio de
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restriccién de Ndel, subrayado) y S’CATGCCATACGGATCCACACTCC (en cursiva la
mutacién introducida para generar el sitio de restriccién de BamHI, subrayado). El
producto de esta reaccion se empled6 como cebador, junto con
5’GCAGATCATATGGCGCTCAGTC (en cursiva las mutaciones introducidas para
generar el sitio de restriccién de Ndel, subrayado), en una segunda reaccién de PCR, sobre
el mismo molde. El producto de esta segunda reaccién fue digerido con Ndel y BamHI, y

clonado en el pldsmido pRSET (pRSET/Cs hsp17.5).
I11.9.3. Clonaje de formas truncadas en pRSET b

Se clonaron en el vector pRSET b dos fornas truncadas del ADNc Cs hspl7.5.
Dichos fragmentos fueron generados mediante reacciones de PCR, empleando como
molde pRSET-Cs hspl7.5, generado para expresar la proteina completa en E. coli. Los

cebadores empleados en dichas reacciones fueron, respectivamente:

5’GTTCGACCATATGTCACTGGATATATGGGAC (en cursiva las mutaciones
introducidas para generar el sitio de restriccion Ndel, subrayado) y
5’GAAGCTCGGATCCACACTCCTCACTC (subrayado el sitio de restriccién
BamHI)

y

5’AACCACACATATGGCTACAGCACGCATTGATTG (en  cursiva  las
mutaciones introducidas para generar el sitio de restriccién de Ndel, subrayado) y
5’GAAGCTCGGATCCACACTCCTCACTC (subrayado el sitio de restriccion
BamH]I).

Los fragmentos asi obtenidos se clonaron en los sitios de restriccién Ndel y BamHI

del plasmido, previa digestién con los enzimas de restriccién correspondientes.
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IV. TRATAMIENTOS SOBRE PLANTULAS

Todos los tratamientos descritos se llevaron a cabo en la cdmara de cultivo
utilizada durante el desarrollo de las plantulas, excepto en el caso del estrés de frio. En
todos se mantuvo el fotoperiodo empleado durante la fase de crecimiento de las pléntulas,
asi como las condiciones de humedad ambiental y riego. Se incluyeron siempre plantas
testigo en los experimentos, a las que no se aplicé ningiin tratamiento y que fueron

mantenidas todo el tiempo en las condiciones de la fase de crecimiento.

IV.1 Estrés de calor

Se realizd un tratamiento de calor a 32°C, recogiéndose las muestras a las 3 y a las

8 horas de estar las plantas sometidas al estrés.

También se llevé a cabo un tratamiento a 40°C, recolectando las plantas en este

casoalas 1, 3,5y 7 horas.

IV.2 Estrés de frio

Para €] tratamiento de frio las plantulas se trasladaron a una cdmara donde se
conservé el mismo fotoperiodo de la fase de crecimiento y la temperatura se mantuvo

constante a 4°C. Las muestras se tomaron transcurridas 3 y 8 semanas de tratamiento.

1V.3 Estrés salino

Para administrar a las plantulas un choque salino fueron regadas abundantemente
con una solucién de NaCl 200 mM. Las muestras se recogieron transcurridas 4, 10 y 24

horas desde el riego.
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IV.4 Tratamiento con acido jasménico

La aplicacién exdgena de 4cido jasmdnico (JA) se realizé mediante pulverizacion
y riego con una solucién acuosa de JA 50 uM, preparada a partir de un concentrado de JA
100 mM en dimetilformamida. La aplicacién se llevé a cabo con un pulverizador manual,
en el envés y en el haz de las hojas, regdndose a continuacidén con unos 25 ml de la misma

solucién. Las pléntulas se recolectaron § y 24 horas después de la aplicacion.

IV.5 Tratamiento con acido salicilico

La aplicacién de 4cido salicilico fue andloga a la de JA, empleando una solucién
acuosa 1 mM del producto preparada a partir de un concentrado 100 mM en etanol. Las

muestras fueron tomadas a las 24, 48 y 72 horas tras la aplicacién.

IV.6 Herida mecanica

Se practicaron heridas en todas las hojas con pinzas de didlisis, que se
mantuvieron durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo se cambiaron de sitio las pinzas,
realizando nuevas heridas. Al cabo de 6 y 10 horas de esta segunda tanda de heridas se

tomaron las muestras.
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V. EXPRESION HETEROLOGA Y TRATAMIENTOS SOBRE BACTERIAS

V.1 Expresion heterélogsa en BL21(DE3)

La expresion heterdloga de Cs HSP17.5 en la cepa BL21(DE3) se llevé a cabo
empleando los pldsmidos pET 11d y pRSET b. En ambos casos, una vez realizado el
clonaje de la secuencia codificante Cs hspl7.5 en el vector y transformadas con él las
bacterias, éstas se crecieron a 37°C y 250 r.p.m. en medio LB, con ampicilina (100 pg/ml)
como antibidtico selector (LB—Ampmo). Al llegar la densidad 6ptica medida a 600 nm
(DOsgoo) a 0.5 (equivalente a una densidad aproximada de 5 x 10% células/ml), se procedi6
a la induccién del sistema de expresién (pRSET), afiadiendo IPTG hasta una

concentracion final de 1 mM.

Con el fin de comprobar la expresién de Cs HSP17.5, a distintos tiempos tras el
inicio de la induccidn, se tomaron alicuotas del cultivo para realizar extractos proteicos y
someterlos a SDS-PAGE e inmunodeteccion. Como control se incluyé en el experimento

el cultivo de las bacterias transformadas con el pldsmido sin inserto.

La expresion de las formas truncadas de Cs HSP17.5 se realizd siguiendo el

mismo método descrito para la secuencia completa, utilizando el vector pRSET b.

V.2 Tratamientos sobre bacterias recombinantes

Se llevaron a cabo diversos tratamientos sobre bacterias de la cepa BL21(DE3), en
las que se forzé la expresion heteréloga de la proteina Cs HSP17.5 mediante el sistema de

expresién pRSET.

Las bacterias BL21(DE3)/pRSET-Cs hspl7.5 fueron crecidas en LB-Amp'® a
37°C y 250 r.p.m. Al alcanzar una DOgy en torno a 1.0 (aproximadamente 1 x 10°

células/ml), se procedié a la induccidn del sistema pRSET, afiadiéndose un volumen de
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medio de cultivo e IPTG (isopropil--D-tiogalacto-piranésido) hasta una concentracion
final de 1 mM. Se mantuvieron las condiciones de cultivo durante 2 horas, para dar
ocasién a la sintesis de una cantidad suficiente de Cs HSP17.5, momento en que se
sometieron los cultivos a los distintos tratamientos. En todos los casos se incluyd como

control un cultivo de bacterias transformadas con el pldsmido sin inserto

[BL21(DE3)/pRSET]. Todos los experimentos se repitieron un minimo de tres veces.

V.2.1 Estrés de calor

Una vez inducida la expresioén de la proteina, se ajusté la DOggo a 0.006 (dilucién
aproximada 1/300); se tomaron entonces alicuotas de 0.5 ml del cultivo y se pasaron a
50°C. A cada tiempo deseado se tomé una de las alicuotas y se plaquearon, por duplicado,
100 ul de una dilucién 1/100 de la misma (equivalente a una dilucién aproximada
1/30000 del cultivo). Las placas se mantuvieron a 37°C durante la noche. Al dia siguiente
se evalué la viabilidad celular en funcién del niimero de unidades formadoras de colonias

(cfu). También se obtuvieron extractos proteicos de las bacterias sometidas al tratamiento.
V.2.2 Estrés de frio

Transcurridas 2 horas de la adicién del IPTG se sacaron alicuotas de 1 ml, de las
que se hicieron diluciones 1/30000. Se plaquearon, por duplicado, 100 ul de tales
diluciones. Las placas se mantuvieron a 4°C, exceptuando el control, que fue mantenido a
37°C durante la noche. Al dia siguiente se conté nimero de unidades formadoras de
colonias (cfu). A los tiempos deseados las placas sometidas al tratamiento de 4°C fueron
trasladadas a estufas a 37°C, donde se mantuvieron durante la noche. Al dia siguiente al
traslado se evalud la viabilidad celular en funcién del nimero de cfu, en comparacién con
el control Para comprobar la presencia de Cs HSP17.5 en las bacterias durante el
tratamiento, se sembraron también placas a alta densidad con alicuotas del cultivo, sin
diluir, y se pusieron a 4°C. A los tiempos deseados y sin pasar las placas a 37°C, se realizé
una extraccion de las proteinas de las bacterias plaqueadas, mediante pipeteo exhaustivo
de la superficie de las placas con 2 ml de Tris/HCl 100 mM, pH 8.0, EDTA (4cido

etilendiaminotetracético) 1 mM.
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V.2.3 Estudio de la asociacion a membrana

Para este experimento se siguié el protocolo descrito por Jobin et al. (1997), con
ciertas modificaciones. Tras la induccién de cultivos de BL2I1(DE3)/pRSET vy
BL21(DE3)/pRSET-Cs hspl7.5 como ya se ha descrito, éstos se mantuvieron en agitacion
a 4°C. Al cabo de 1 y 3 horas de tratamiento se centrifugaron los cultivos (50 ml) a baja
velocidad (5000 g, 4°C, 5 minutos), con objeto de recuperar intactas las células, y se
descart6 el sobrenadante. Tras lavar el precipitado con Tris/HCI 10 mM, pH 8.0, frio, se
resuspendieron en 3 ml del mismo tampén, con RNasa a 250 pg/ml, y las células fueron
lisadas en frio por cizalladura en una prensa de French, a 1.2 10° kPa. El resultante de esta
lisis fue centrifugado 5 minutos a 16000 g y se tomé el sobrenadante, eliminando asi las
células que hubiesen salido intactas del proceso. A continuacién se procedié a la
separacién por ultracentrifugacién de las membranas celulares. Esta se llevé a cabo a 4°C
durante 60 minutos a 68600 g, separdndose el sobrenadante. El precipitado,
correspondiente a la fase membranosa, fue resuspendido en 5 ml del mismo tampén y
sometido a una nueva ultracentrifugacién. Se recogié el segundo sobrenadante y el
precipitado se resuspendié en 100 pl del tampén. Las fracciones obtenidas fueron
sometidas a SDS-PAGE y Western Blot. La eficacia de la separacién se comprueba
mediante un ensayo de actividad lactato deshidrogenasa. Como control se realizé el

mismo proceso con cultivos no sometidos al tratamiento de 4°C.
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RESULTADOS

I. PROTEINAS SHSP DE SEMILLA DE CASTANEA SATIVA MILL.

En trabajos de nuestro grupo previos al inicio de esta tesis doctoral se habia
completado la purificacién de una proteina de unos 20 kDa en SDS-PAGE, abundante en
los cotiledones de la semilla de castafio. La secuenciacién de dos péptidos internos sugeria
su pertenencia a la clase I de la familia de proteinas de choque térmico de bajo peso
molecular (sHSP), por lo que se denominé a la proteina Cs smHSP 1 (Collada et al.,

1997).

1.1 Construccién v rastreo de una genoteca de ADNc de semilla de Castanea sativa

Mill.

Con el fin de completar la caracterizaciéon de Cs smHSP 1 y ampliar el estudio de
su funcionalidad se aisl6 su ADNc. Para ello se generé una genoteca de expresion a partir
de cotiledones maduros de castafia. El ADNc sintetizado a partir del ARNm fue sometido
a una filtracién molecular, toméndose la fraccién enriquecida en fragmentos pequefios
(400-2000 pb), donde se espefaba encontrar la secuencia correspondiente a la Cs smHSP
1. Se estimé el titulo final de la genoteca en 1.1 x 10° pfu (unidades formadoras de

placas)/pl.

Habida cuenta de la elevada similitud entre las secuencias correspondientes a
sHSP de una misma familia, aunque pertenezcan a especies muy alejadas
filogenéticamente se empled como sonda para el rastreo de la genoteca el ADNc Ha
- hspl7.6 de girasol (Almoguera y Jordano, 1992). Se procesaron 2.5 x 10’ clones, en
condiciones de baja restrictividad. Fueron seleccionados finalmente 5 candidatos
independientes, procedentes todos ellos de diferentes clones escogidos en la primera

seleccidn.
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1.2 Aislamiento v caracterizacion del ADN¢

Tras la escision de los fagémidos se procedié a la secuenciacioén de sus insertos.
Todos ellos resultaron corresponder a una Unica secuencia de nucledtidos, con una
longitud total maxima de 734 pb (Fig. 1). El tnico marco abierto de lectura que incluia
dicha secuencia totalizaba 462 pb. Inclufa la secuencia ademds extremos 5’ y 3’ no
traducidos de 54 y 217 nucleétidos respectivamente, asi como una putativa sefial de

poliadenilacién, AATAAA, situada 53 bases tras la sefial de fin de la traduccién (TAA).

El gen seleccionado codificaba una protefna de 154 aminoécidos, con un peso
molecular deducido de 17.48 kDa y un punto isoeléctrico (pl) tedrico de 5.95. La
secuencia correspondia a una sHSP citosélica de la clase I, segln reveld la comparacién
con Jas bases de datos disponibles (Fig.2); por tanto, se pasé a denominar la proteina Cs
HSP17.5. Presenta un elevado grado de conservacién de las dos regiones consenso
(consenso I: residuos 61 a 88; consenso II: residuos 111 a 140) definidas para las sHSP
vegetales, asi como una zona en la regidon N-terminal (residuos 10 a 24) tipica de las

proteinas de la clase I (Vierling, 1991; Waters et al., 1996).
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-14 gaattcggcacgag aaaact 6
gaaactctaaagctcagtgcaagttactataaacaagaagcagatcca 54
ATGGCGCTCAGTCTTTTCGGTGGCCGAAGAAGCAACGTGTTCGACCCT 102

M A L. s L F G G R R &8 N V F D P
TTCTCACTGGACATATGGGACCCATTTGAGGGCTTCAGTGCTGTAGCC 150
F § L D I W D _ P F E G F S A V A
AACGTTCCTCCCTCGGCTCGTGAAACCACAGCTTTTGCTACAGCACGC 198
NV P P § A R EBE T T A F A T A R
ATTGATTGGAAGGAAACCCCAGACGCACACATTTTCAAGGCTGATCTT 246
I D w K E T P E A H I F K A D L
CCGGGTCTGAAGAAGGAGGAAGTGAAAGTTGAGGTTGAGGATGGGAAT 294
P 6 L K XK B E V K VvV EV E D G N
GTGTTGCAAATAAGCGGGGAGAGGAGCAAAGAGCATGAGGAAAAGAAT 342
v L. 9o I S G E R S8 X E H E E K N
GATAAGTGGCACAGGGTTGAGAGGAGCTGTGGCAAGTTTCTTAGGAGG 390
D K W H R VvV E R 8 C G K F L R R
TTTAGGTTGCCAGAGAATGCGAAGGTGGAGCAGGTGAAGGCCAATATG 438
F R L. P E N A K V E QQ V K A N M
GAGAATGGAGTGCTCACTGTGATTGTGCCTAAGGAGGAGCAGAAAAAG 486
E N GV L. TV I VvV P K E E O K K
ACTGAGGTCAAGTCCATCGAGATCTCTGGTTAAatttcaagatgttta 534
T E VvV K § I E I S8 G -
attgtggtgctettttgtgtgetgtectttgtcatgttgaataaaaaaa 582
gagtgaggagtgtggatcagtatggcatgttttgtttgegtgtgtttg 630
taatgaaagaggctcactgcctgtattgtcgacaatattgtaatggtt 678
tttgttataaatatatgtgagtaagtttctgtaggaaaaaaaaaaaaa 726
aaaaaaaa 734

Fig. 1 Secuencia de nucleétidos del ADNc correspondiente a Cs HSP17.5 y secuencia
aminoacidica deducida. La secuencia aminoacidica incluye las regiones de consenso I
(residuos 61 a 88) y II (residuos 111 a 140) propias de las sHSP vegetales, asi como una zona
en la regién N-terminal (residuos 10 a 24) caracterfastica de la clase citosdlica I. Aparecen
subrayadas las secuencias correspondientes a los péptidos internos obtenidos tras digestién
con Ja endoproteinasa Asp-N de la proteina purificada a partir de semilla (Collada ez al.,
1997). Se destaca en negrita la sefial de poliadenilacién (nucleétidos 573 a 578). Los
nucleétidos -1 a -14 (en cursiva) pertenecen al vector pBluescript SK e incluyen la diana de
restriccién Eco R, empleada en experimentos posteriores.
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sHSP vegetales de las clases citosélica I [At HSP17.4 (P19036), Gm
HSP18.5 (P05478), Ha HSP17.6 (P30693)], del reticulo endoplasmatico [Gm

PRTTOVRVA- - .- 13 HSP22.0 (P30236), Ps HSP22.7 (P19244)], citosélica II [Pn HSPI8.8
4 < (Q01545), Ps HSP17.7 (P19242)], mitocondriales [Ps HSP22.0 (P46254), At
VIDVQVQ---=-n=-omoomm o 238 HSP23.6 (Q96331)] y cloroplasticas [Ta HSP26.6 (Q00445), Le HSP21.0

(Q95661)]. Se incluyen entre paréntesis los nimeros de acceso a la base de

datos SwissProt (At: Arabidopsis thaliana; Gm: Glycine max; Ha: Helianthus
annuus; Ps: Pisum sativum;, Pn: Pharbitis nil, Ta: Triticum aestivum;, Le:

Lycopersicon esculentum).



4 5 6 7 8 10 11
Cs HSP17.5 1
Citosodlicas | AtHSP17.4 2
Gm HSP18.5 3
Ha HSP17.6 4
Reticulo Gm HSP22.0 5 46.5
Endoplasmico | pg ygp227 | 6 44.6
o e Pn HSP18.8 7 36.7 30.6
Citosdlicas li
Ps HSP17.7 8 35.7 36.2
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Fig. 2 B Porcentajes de identidad entre las secuencias aminoacidicas de las sHSP incluidas en el alineamiento (Fig. 2A)




Resultados.

1.3 Identificacion de la proteina Cs HSP17.5

Se realizd una electroforesis bidimensional (IEF x SDS-PAGE) a partir de un
extracto proteico (Tris/HCI 0.1 M, pH 6.8) de castafia. El andlisis mediante Western Blot
del mismo, empleando anticuerpos monoespecificos frente a la proteina purificada de
semilla, mostré la existencia de dos polipéptidos inmunorreactivos, de tamafio y punto
isoeléctrico aparentes compatibles con los valores tedricos obtenidos a partir de la

secuencia de ADNc (Fig. 3).

Dichos polipéptidos fueron objeto de andlisis MALDI, previa digestién con
tripsina. El resultado del anélisis mostré que ambas sefiales correspondian a una misma
proteina; adem4s. la masa de los péptidos obtenidos coincide con las tedricas obtenidas a

partir de la secuencia aminoacidica deducida (Fig. 4).

Los resultados del andlisis bidimensional y MALDI confirman que la proteina

detectada corresponde a Cs HSP17.5.

1.4 Caracterizacion de la actividad chaperona molecular in vitro.

Se realizaron ensayos con objeto de profundizar en el estudio de la actividad
chaperona de Cs HSP17.5. Previamente se habfa mostrado este tipo de actividad sobre
citrato sintasa de mamifero (Collada er al. 1997). En esta ocasién se empleé como
sustrato una proteina especialmente abundante en la semilla de castafio, la endoquitinasa
Cs Chl (Collada et al., 1992). La quitinasa y la sHSP empleadas en tales experimentos
fueron purificadas a partir de harina de castafla, tal y como se describe en Material y

Métodos.

En estos ensayos se evalud la capacidad de Cs HSP17.5 tanto de proteger al
sustrato de su inactivacién térmica como de favorecer su reactivacién tras una
desnaturalizacién quimica. Si bien en el primer caso no se aprecié un efecto protector
notable, en el segundo se constaté un incremento significativo de la actividad quitinasa

frente al control negativo (BSA).
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Fig. 3 Electroforesis bidimensional (IEF x SDS-PAGE) de proteinas
de castafia extraidas con Tris/HCl 62.5 mM, pH 6.8. A: tincién
Coomassie. B: inmunodeteccién con anticuerpos monoespecificos
desarrollados frenta a la proteina purificada de semilla (Collada et al.,
1997). Se sefialan los polipéptidos inmunorreactivos (V) y la
endoquitinasa Cs Ch 1 (V) (apartado 1.4).
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Fig. 4 Analisis MALDI de los polipéptidos inmunorreactivos detectados en
semilla. Sobre la secuencia aminoacidica de Cs HSP17.5 se sefialan con una
flecha los puntos tedricos de corte con tripsina (K, R). Se indican en verde todos

los péptidos detectados en una ventana de 0.75 a 3.2 kDa.



Resultados.

L1.4.1 Cinética de la renaturalizacion de Cs Chl

Tras desnaturalizar la quitinasa con cloruro de guanidinio como se describe en
Material y Métodos y transcurridos distintos tiempos de renaturalizacién, un ensayo de
actividad quitinasa sirvié para evaluar el grado de renaturalizacién alcanzado por Cs Chl.
En la mezcla de renaturalizacién se incluyé Cs HSP17.5, en una relacién estequiométrica
1:1 del dodecdmero respecto a la quitinasa, de acuerdo con la empleada por Collada et al.

(1997) con la citrato sintasa.

El resultado de este experimento muestra cdmo Cs Chl recupera su actividad
segin una ley casi sigmoidal, alcanzdndose la mayor tasa de reactivacion aparentemente

en los segundos 15 minutos de renaturalizacién (Fig. SA).

A la vista de este experimento se decidié que 60 minutos era un tiempo de
renaturalizacién adecuado para estimar la actividad chaperona de Cs HSP17.5 en las
pruebas posteriores, alcanzando la reactivacion en presencia de la sHSP un valor
aproximadamente 2 veces superior a la mostrada en presencia de BSA (en torno a un

20%, dato no mostrado).
1.4.2 Estequiometria de la interaccion Cs HSP17.5/Cs Chl

Una vez demostrada la actividad chaperona de la sHSP sobre el sustrato escogido,
se procedid a estudiar la estequiometria de dicha interaccién, incluyendo distintas

cantidades relativas de Cs HSP17.5 en la mezcla de renaturalizacion.

Como se aprecia en la Fig. 5B un incremento en la proporcién de chaperona frente
a sustrato provoca asimismo un aumento en la renaturalizacién del mismo, siendo los
incrementos decrecientes y saturdndose la respuesta en torno a una relacién 1:1. Este valor
concuerda con el propuesto por Lee et al.(1995a) para Ps HSP18.1 recombinante sobre

citrato sintasa.
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Fig. 5 Caracterizacion de la actividad chaperona in vifro de Cs
HSP17.5 purificada sobre la endoquitinasa Cs Ch 1 de castafio
previamente desnaturalizada con cloruro de guanidinio. Se incluye la
desviacion tipica de las medidas para cada punto (media de 3
experimentos). A: Cinética de la renaturalizacion. B: Estequiometria de
la interaccion Cs HSP17.5 (dodecamero)/Cs Ch 1. C: Efecto del ATP
sobre la actividad chaperona.



Resultados.

1.4.3 Efecto del ATP sobre la actividad chaperona

Las HSP mayoritarias en otros organismos eucariotas, como las HSP70 de los
mamiferos, presentan un mecanismo de actuacién que requiere la hidrélisis de ATP (Fink,
1999; Flaherty et al., 1990). En el caso de las sHSP, las mayoritarias en los vegetales, este
aspecto alin no estd bien dilucidado; asi, mientras que para una proteina homdloga, como
es la oB cristalina humana, se ha postulado un aumento de la actividad chaperona
dependiente de ATP (Muchowski y Clark, 1998), la actividad de Ps HSP18.1 de guisante
es independiente del consumo de ATP y de GTP (Lee et al., 1995a).

Para evaluar si el ATP influye en la interaccién de Cs HSP17.5 con Cs Chl se
realizé un nuevo ensayo en el que se incluyeron diversas cantidades de ATP en la mezcla
de renaturalizacién. A la vista de los resultados anteriores, la renaturalizacién se prolongé
durante 60 minutos, empleando una proporcién Cs HSP17.5 (dodecamero)/Cs Chl de 1:1.
El resultado obtenido indica que el mecanismo de actuacién de la chaperona de castafia es

independiente del consumo de ATP (Fig. 5C).

I1. PROTEINAS SHSP DE TALLO DE CASTANEA SATIVA MILL.

Como se ha indicado en la Introduccién, la mayor parte de los estudios acerca de
la expresién de sHSP en plantas se han realizado con especies herbaceas. Por el contrario
hay una ausencia casi total de datos de especies arbdreas, fundamentalmente referentes a
tejidos vegetativos. Sin embargo, en el caso de las especies caducifolias de la regi6n
templada, donde el suelo no se congela de forma habitual, el tallo es el drgano vegetativo
mas expuesto a temperaturas adversas: carece de una termorregulacién contra las altas
temperaturas tan efectiva como la de las hojas, y durante el invierno tiene que resistir
temperaturas més bajas que la raiz. Por estos motivos se decidié extender el estudio a los

tejidos caulinares del castafio.
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Resultados.

I1.1 Deteccidn de proteinas inmunorreactivas en extractos de tallo

Se abordé la deteccidén de proteinas relacionadas inmunoldgicamente con Cs
HSP17.5 en el tallo de C. sativa v otras especies arbdreas forestales. En este estudio
fueron incluidas especies con distinto grado de proximidad filogenética respecto al
castafio, abarcando desde taxones tan alejados como las gimnospermas hasta especies de
su misma familia (Fagaceae). Asi, se recogieron muestras de rama de las siguientes

especies:

Cedrus deodara (D.Don) G. Don fil. (Pinaceae)

Pinus pinea L. (Pinaceae)

Acer pseudoplatanus L. (Aceraceae)
Quercus suber L. (Fagaceae)

Juglans regia L. (Juglandaceae)
Aesculus hippocastanum L. (Hippocastanaceae)

Los extractos proteicos obtenidos a partir de este material fueron sometidos a
SDS-PAGE y transferidos a continuacion a PVDF. Se realizé6 entonces una
inmunodeteccién con el anticuerpo desarrollado frente a Cs HSP17.5, cuyo resultado se

muestra en la Fig. 6.

Este experimento muestra la presencia de proteinas similares a Cs HSP17.5, en el
tallo de todas las especies estudiadas, siendo mdas abundantes en C. deodara, A.
hippocastanum, Q. suber y el propio C. sativa, lo que apuntaria hacia un papel relevante
de las sHSP en los tejidos del tallo. Sin embargo, la deteccién a un nivel inferior en P.
pinea, A. pseudoplatanus y J. regia puede significar la sustitucion en dicha funcién de las
sHSP de la clase I citosélica por otras proteinas, quizd por otra clase de sHSP. Conviene
resaltar cOémo la presencia o ausencia en distintas especies de proteinas
inmunoldgicamente relacionadas con Cs HP17.5 no estd relacionada con la proximidad
filogenética, puesto que una de las sefiales més fuertes se da en el tallo de cedro, muy
alejado del castafio, y apenas se aprecia en el tallo del pino pifionero, perteneciente a la

misma familia que el anterior.
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Fig. 6 Deteccion de proteinas relacionadas inmunolégicamente con
Cs HSP17.5. A: tinciéon Coomassie de extractos proteicos de tallo
de especies arboreas forestales fraccionados mediante SDS-PAGE.
B: inmunodeteccion con anticuerpos monoespecificos frenta a Cs
HSP17.5. Muestras: a, Cedrus deodara; b, Pinus pinea; ¢, Acer
pseudoplatanus; d, Aesculus hippocastanum; e, Quercus suber; f,
Juglans regia;, g, Castanea sativa. Se sefiala con una flecha la
posicion correspondiente a Cs HSP17.5.



Resultados.

I1.2 Purificacién v caracterizaciéon parcial de componentes mayvoritarios

Se abordé a continuacién la purificacién de las sHSP mayoritarias en tallo
detectadas mediante Western Blot. Para ello se realizé una extraccién de proteinas de
rama de castafios adultos, tal y como se describe en Material y Métodos. El alto contenido
en taninos del tallo de castafio dificulta en gran medida la purificacién de proteinas del
mismo; para solventar este inconveniente, las proteinas del extracto fueron reducidas y
carboximetiladas. A continuacién se sometieron a una cromatografia de alta resolucién
(HPLC) de filtracién molecular. Las fracciones recogidas fueron sometidas a una nueva
inmunodeteccién, en funcién de la cual se seleccioné aquélla en que la proteina
reconocida por el anticuerpo de Cs HSP17.5 era més abundante. Una electroforesis
bidimensional de dicha fraccién revelé la existencia en la misma de 3 polipéptidos
reconocidas por el anticuerpo (Fig. 7). Los dos mayoritarios fueron sometidos a un
andlisis MALDI, previa digestion con tripsina. El resultado del andlisis reveld que las dos
seflales correspondian a una misma proteina; la masa de los péptidos obtenidos coincidia,
ademds, con las tedricas obtenidas a partir de la secuencia aminoacidica deducida para la
Cs HSP17.5 identificada en semilla. No se pudo obtener la secuencia de estos

polipéptidos, al estar bloqueado su extremo N-terminal.
Purificacion y secuenciacion de péptidos internos

En vista de la imposibilidad de secuenciar desde su extremo amino las proteinas
de tallo reconocidas por el anticuerpo de Cs HSP17.5, se decidié abordar la secuenciacién
de péptidos internos de las mismas. Para ello se recortaron las zonas correspondientes a
dichas proteinas de las membranas de PVDF. Se realiz6 a continuacién una digestién con
la endoproteasa Asp-N. Los péptidos resultantes de la digestién se separaron por RP-
HPLC (apartado 11.3.2 de Material y Métodos) y dos de ellos fueron secuenciados
completamente. El resultado de esta secuenciacién de los péptidos indica que se trata de
una unica proteina; ademds, las secuencias obtenidas coinciden exactamente con dos de
las deducidas a partir de una digestién con endoAsp-N de la secuencia aminoacidica de la

Cs HSP17.5 de semilla (Fig. 8).
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Fig. 7 Electroforesis bidimensional (IEF x SDS-PAGE) de la
fraccion seleccionada por HPLC de filtracion molecular del
extracto proteico de tallo de castafio. A: tinciéon Coomassie.
B: inmunodeteccion con anticuerpos monoespecificos frente a
Cs HSP17.5. Se sefialan con una flecha los polipéptidos
inmunorreactivos, que posteriormente serian caracterizados.



Resultados.

IL3 Aislamiento y caracterizaciéon del ADNc de la principal sHSP de tallo

IL.3.1 Construccion y rastreo de una genoteca de ADNc de tallo

El proceso seguido para la construccion de la genoteca de expresion de tallo de
castafio fue analogo al descrito para semilla. El titulo final de la genoteca fue de 1 x 10°
pfu/ul. Para el rastreo se empled como sonda el fragmento comprendido entre los sitios de
restriccion £coRI y Sall del ADNc Cs Aspi7.5 obtenido del rastreo de la genoteca de
semilla (nucleotidos -13 a 657, Fig. 1). Se emplearon condiciones de baja restrictividad,
procesandose 3.0 x 10° clones. Se seleccionaron un total de 10 candidatos independientes,

provenientes cada uno de ellos de distintos clones escogidos en la primera seleccion.
I1.3.2 Caracterizacion del ADNc

La secuenciacion de los candidatos seleccionados mostré que todos los insertos
correspondian a un unico ADNc. Dicha secuencia, ademas, result6 ser coincidente con la
obtenida en el rastreo de la genoteca de expresion de semilla, Cs Aspl7.5 (Fig. 1), tal y

como predecian los datos de secuenciacion parcial de las proteinas purificadas (Fig. 8).

MALSLFGGRRSNVFDPFSLDIWDEPTF 25
EGFSAVANVPPSARETTAFATARTID 50
WKETPEAHIFKADLPGLEKEKEEVIZXKYVE 75
VEDGNVLQISGERSEKEHEEZXKNDIEKTWH 100
RVERSCGXKFLRRFRLPENAKYVEQ QVEK 125
ANMENGVLTVIVPKEEQEKEKTEVIXKSTI 150
EISG 154

Fig. 8 Secuencia de aminoacidos deducida para el ADNc obtenido del rastreo de la
genoteca de expresion de tallo de castafio, idéntico al ADNc Cs Aspl7.5 obtenido de
semilla. Aparecen destacados los péptidos purificados y secuenciados tras digestion con
endoproteasa Asp-N de las proteinas inmunorreactivas seleccionadas en la electroforesis
bidimensional (Fig. 7).
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Resultados.

I1.3.3 Secuenciacion de fragmentos amplificados a partir de ARN poli(A)+ de tallo

(RT-PCR)

Con objeto de confirmar la identidad entre la sSHSP mayoritaria en los cotiledones
y la detectada en el tallo (Cs HSP17.5) se realizé una transcripcién inversa a partir de
ARN poli(A)+ obtenido de rama de castafio. A continuacién, y empleando como molde el
ADNCc resultante, se realizé una PCR con cebadores especificos de Cs hAspl7.5 que
amplificarian un fragmento de 383 pb (Fig. 9A). El resultado de esta reaccién fue un

fragmento Unico, del tamafio esperado, tal y como se aprecié en EGA (Fig. 9B).

La secuenciacién completa de este fragmento, empleando los mismos cebadores
que sirvieron para su amplificacién confirmé que correspondia, sin una sola discrepancia,
al que se amplificaria a partir de Cs hAspl7.5, lo que apoya que la sHSP detectada en los

tejidos del tallo sea la misma que la identificada y purificada a partir de cotiledén.

11.4 Organizacion genomica de Cs hAspl7.5

Se procedio a continuacidn a investigar la posible presencia de genes homdlogos a
Cs hspl7.5 en el genoma de C. sativa. Para ello se realizé un experimento de Southern
Blot sobre ADN gendémico purificado a partir de semilla. Antes de proceder a la
electroforesis, muestras de dicho ADN fueron digeridas con los enzimas BamHI, Bgill y
Sall. Estos dos dltimos tienen dianas de restriccién en la secuencia conocida de ADNc de

Cs hsp17.5 (Fig. 10).

El resultado del Southern sugiere la existencia de muy pocos genes homélogos a la
sonda empleada, lo que estaria en concordancia con la obtencién de una tinica secuencia
en el rastreo tanto de la genoteca de semilla como en el de la genoteca de rama. Por lo
tanto, Cs hspl7.5 podria pertenecer a una familia compuesta por 1-2 miembros

homélogos.
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RT-PCR a partir de ARN purificado de
tallo de castafio. Mediante transcripcion
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Fig. 10 Southern blot de ADN genémico de C. sativa
digerido con BamHI (a), Bg/ll (b) y Sall (¢). Tanto Bglll
como Sall tienen dianas en la secuencia codificante de
Cs hspl7.5. Como sonda se utilizé el fragmento EcoRI-
Sall (671 pb) del ADNc Cs Aspl7.5.



Resultados.

III. REGULACION DE LA EXPRESION Y POSIBLE FUNCION IN VIVO

I11.1 Expresion in planta

II1.1.1 Localizacion subcelular

El trabajo previo realizado en el laboratorio habfa mostrado que la proteina Cs
HSP17.5 es una de las mds abundantes en las células cotiledonares de las semillas
maduras de castafio; por lo tanto, se escogié este tejido para estudiar la localizacién
subcelular de la protefna. Se tomaron cotiledones de semillas en una fase tardia de
maduracién y se sometieron a inmunodeteccién con el anticuerpo monoespecifico
desarrollado contra Cs HSP17.5. Para esta deteccién se siguié la técnica descrita por
Rodriguez-Cerezo et al. (1997), que si bien implica una pérdida de definicién en la
deteccién de las estructuras celulares, mantiene un nivel de antigenicidad de las proteinas

elevado.

La microscopia revela la ubicacién de la proteina exclusivamente en el citosol
celular (Fig. 11). No se aprecia sefial en los granulos de almidén, ni en las vacuolas; el
anticuerpo tampoco reconocié a la proteina en la pared celular ni en el espacio
intercelular. Este resultado demuestra la localizacién subcelular predicha a la luz de la
secuencia del ADNc de Cs HSP17.5, segln la cual se habfa adscrito la proteina Cs

HSP17.5 al grupo de las sHSP citosdlicas de clase I vegetales.
I11.1.2 Localizacién tisular en tallo

Una vez confirmada la ubicacién citosdlica de Cs HSP17.5 y demostrada su
presencia a niveles significativos en el tallo del castafio (apartado II), se investigd su
localizacion histolégica dentro de dicho érgano. Se realizé una inmunodeteccién sobre
secciones transversales, siguiendo el método descrito en Material y Métodos. En la Fig.
12 se muestran imdgenes representativas de la inmunodeteccién, obtenidas por
microscopia confocal. Se aprecia la ubicacién de Cs HSP17.5 de forma preferente en la
zona del cambium y del floema secundario, no siendo apreciable en el xilema secundario

ni en la corteza.
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Fig. 11 Localizacion subcelular de Cs HSP17.5 en células cotiledonares de
semillas en desarrollo mediante inmunomicroscopia electrénica. A:
anatomia tipica de las células en este estado de desarrollo. B: seccion
incubada con suero preinmune (control). C y D: secciones incubadas con los
anticuerpos monoespecificos frente a Cs HSP17.5. El marcaje con oro
coloidal (particulas de 10 nm) ligado al anticuerpo secundario revela la
presencia de proteina inmunorreactiva exclusivamente en el citosol. a:
espacio apoplastico; cw: pared celular; ¢y: citoplasma; s: granulos de
almidon. Barras: A: 2 um; B, C y D: 200 nm.
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Fig. 12 Localizacion de Cs HSP17.5 en cortes transversales de tallo de castaiio.
A: corte representativo, donde se aprecia la anatomia del tallo; la celulosa se tifio
con Rojo Congo y la lignina con Verde lodo.

B: inmunolocalizacion de Cs HSP17.5 empleando anticuerpo secundario
conjugados al fluoroforo Alexa 488 (fluorescencia a 510 nm). No se aprecio
sefial fluorescente en el control negativo (dato no mostrado).

C: aspecto del mismo corte del panel B bajo luz visible.



Resultados.

I11.1.3 Regulacion de la expresion de Cs HSP17.5

Tal y como se ha indicado en la Introduccién, el estimulo ambiental que més
comiinmente induce la expresién de HSP es el calor, por lo que se comprobd su efecto
sobre la transcripcién del gen correspondiente a Cs hspl7.5. Pero también otros factores
pueden influir sobre la expresién de HSP; en este contexto es de especial interés el efecto
de las bajas temperaturas, respecto al cual existen referencias contradictorias en la
bibliografia (Vierling, 1991; Waters 1996). Por otra parte, también se estudio la expresion
de Cs HSP17.5 durante los procesos de maduracion y germinacion. En todos los casos se
empled como sonda el fragmento comprendido entre los sitios de restriccién EcoR1y Sall

del ADNc Cs hspl7.5 (nucleétidos -13 a 657, Fig. 1).
II1.1.3.1 Expresion en semilla

Numerosas referencias bibliograficas muestran la induccién de sHSP en ausencia
de estrés durante el desarrollo seminal (Vierling, 1991; zur Nieden et al., 1995;
Wehmeyer et al., 1996; Coca et al., 1996), y el trabajo previo realizado en nuestro
laboratorio sefiala a Cs HSP17.5 como una de las proteinas de bajo peso molecular (<25

kDa) mas abundantes del cotiledon de la castafia madura (Collada er al., 1997).

Con el fin de profundizar en el estudio de la expresién de Cs HSP17.5 en semilla
en ausencia de estrés se realizé un seguimiento de su transcripcién a lo largo de los
procesos de maduracién y germinacion. Para ello se recogieron muestras 90, 110 y 130
dias tras la aparicidn del pistilo (estadios de maduracién M1, M2 yM3) y 0, 4, 8 y 12 dias

tras la aparicién de la radicula (estadios de germinacién G1, G2, G3 y G4).

El resultado del experimento de Northern Blot (Fig. 13) muestra en todos los casos
la presencia de una dnica banda reconocida por la sonda y del tamafio esperado en virtud
del ADNc. Se aprecia un aumento de la transcripcién de Cs Aspl7.5 durante la primera
fase de maduracién de la semilla, estando ya presente el ARNm desde el primer estadio;
la transcripcién alcanza un maximo en la segunda etapa de maduracién y comienza a

descender, alcanzando durante la tercera fase un nivel similar al de la primera. Esta

76



Maduracion Germinacion

MI M2 M3 Gl G2 G3 G4

Maduracién Germinacion

MI M2 M3 Gl G2 G3 G4

Fig. 13 Northern blot de ARN de semilla en los estadios de
maduracion M1, M2 y M3 (90, 110 y 130 dias tras la aparicién
del pistilo) y en los estadios de germinacion G1, G2, G3 y G4
(0, 4, 8 y 12 dias tras la aparicion de la radicula) A: control
tefiido con bromuro de etidio. B: resultado de la hibridacién con
la misma sonda radiactiva que la indicada en la Fig. 10.
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tendencia decreciente en la transcripcién de Cs hspl7.5 contindia durante la germinacion

de la semilla, llegando casi a anularse por completo en el dltimo estadio de germinacion.
I11.1.3.2 Expresion en plantula en respuesta a estrés controlado
Estrés de calor

La temperatura habitual empleada en los tratamientos de calor sobre vegetales es
de 32°C. El resultado del Northern Blot realizado con material procedente de plantulas
sometidas a este tratamiento no revelé una respuesta detectable en cuanto a la
transcripciéon de Cs hspl7.5 en las hojas. Si se aprecia transcripcién en las raices,
aumentando la sefial con la duracién del tratamiento. Sin embargo, donde mas fuerte es
esta respuesta es en el tallo, que muestra, ademds, transcripcién de forma constitutiva

(Fig. 14A).

Habida cuenta de que las temperaturas estivales que sufren los castafios en la
localidad de procedencia de las semillas a partir de las cuales se obtuvieron las plantulas a
menudo superan los 32°C, decidi6 ampliarse este estudio mediante la aplicacién de un
tratamiento de 40°C. La respuesta detectada en este caso es més intensa que la observada
para 32°C. Del mismo modo que para el tratamiento anterior, con la duracién del mismo
aumenta la sefial correspondiente al ARNm; si se aprecia en este caso transcripcién en las

hojas, si bien la respuesta sigue siendo mds intensa en el tallo (Fig. 14B).

En todos los casos se aprecia una sola banda de ARNm en cada carril, lo que
apunta hacia ]a existencia de un mensajero tnico. Este dato concuerda con los obtenidos
para proteina mediante electroforesis bidimensionales y andlisis MALDI (ver apartado

13).
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Fig. 14 A Expresion de gen(es) sHSP en respuesta a un tratamiento de calor
plantulas sometidas a 32°C. El ARN se aisl6 a partir de hoja, tallo y raiz de
plantulas de castafio a las 0, 3 y 8 horas del inicio del tratamiento. A: control
tefiido con bromuro de etidio. B: resultado de la hibridacién con la misma
sonda radiactiva que se indica en la Fig. 10. S: ARN de semilla madura.
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Fig. 14 B Expresion de gen(es) sHSP en respuesta a un tratamiento de calor
(40°C). El ARN se aislo a partir de hoja, tallo y raiz de plantulas de castafio a las
0, 1, 3, 5y 7 horas del inicio del tratamiento. A: control tefiido con bromuro de
etidio. B: resultado de la hibridacién con la misma sonda radiactiva. S: ARN de
semilla madura.
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Tratamiento de 4°C

El tratamiento de frio tuvo una duracién total de 8 semanas. En la Fig. 15 se
incluyen muestras recogidas a las 3 y 8 semanas como puntos representativos del mismo.
En este caso no se aprecio respuesta de ningtn tipo en las hojas de las pldntulas, pero si
una fuerte induccién en el tallo. Como en el caso del choque térmico, la sefial de ARNm
aumenta con la duracién del tratamiento. La induccién en raiz sigue el mismo patrén que

en tallo, aunque es menos intensa.

Tratamiento salino

La salinidad elevada tiene unos efectos sobre los organismos que en parte son
similares a los provocados por otros estreses. Asi, en vegetales, ademaés del desequilibrio
i6nico, el estrés osmético que supone una salinidad elevada induce unas rutas de control
de la expresién génica convergentes con aquéllas que se inducen ante la desecacién (Uno
et al., 2000). También se ha descrito que el estrés salino tiene unos efectos similares a los
de la temperatura elevada sobre los sistemas proteoliticos de algunos procariotas (Nekolny
y Chaloupka, 2000). Por estas razones se decidid aplicar un tratamiento salino (NaCl 200
mM) a pléntulas de castafio, con el fin de comprobar la respuesta en cuanto a
transcripcién de Cs hspl7.5. No obstante, en el experimento de Northern Blot no se
aprecié induccién de la transcripcién en ninguna de las muestras (datos no mostrados), lo
que sugiere que Cs HSP17.5 no estd implicada en una eventual respuesta defensiva contra

el estrés salino.

Acido salicilico. Acido jasmonico. Herida

Se aplicaron otros tratamientos, de tipo hormonal (4cido salicilico, 4cido

jasménico) y mecénico (herida), sobre plantulas de castafio.

Tanto el 4cido salicilico como el jasménico estdn implicados en numerosas rutas
de control génico, no sélo relacionadas con la diferenciacién y el crecimiento sino
también en respuesta a agresiones externas, ya sean bidticas o abidticas. En este sentido,

el 4cido salicilico juega un papel central en los procesos defensivos que conducen a la
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Fig. 15 Expresion de gen(es) sHSP en respuesta a un tratamiento de 4°C. El
ARN se aisl6 a partir de hoja, tallo y raiz de plantulas de castafio alas 0, 3 y
8 semanas del inicio del tratamiento. A: control tefiido con bromuro de
etidio. B: resultado de la hibridacion con la sonda radiactiva de Cs AspI7.5.
S: ARN de semilla madura.
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Fig. 16 Expresion de gen(es) sHSP en respuesta a un tratamiento con 4cido
salicilico. E1 ARN se aislé a partir de hoja, tallo y raiz de plantulas de
castafio a las 0, 24, 48 y 72 horas del inicio del tratamiento. A: control
tefiido con bromuro de etidio. B: resultado de la hibridacién con la sonda
radiactiva. S: ARN de semilla madura.
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resistencia sistémica adquirida (SAR, systemic acquired resistance) y a la apoptosis
(McDowell et al., 2000; Dong, 1998; Sticher et al., 1997; Lam et al., 1999). Por su parte,
la produccién de heridas dispara una serie de reacciones en la planta (Maleck y Dietrich,
1999), que implican rutas de transcripcién no del todo conocidas, en las que también

intervienen reguladores de la transcripcién como los descritos (O'Donnell.et al., 1996).

En los experimentos de Northern Blot no se aprecié ningin incremento en la
transcripciéon de Cs Aspl7.5 en ninguno de los dérganos vegetativos en respuesta al
tratamiento con 4cido jasmoénico ni a la herida mecéanica producida en las hojas. En
cambio si se apreci6 una cierta induccién ante el tratamiento con 4cido salicilico, aunque
no en las hojas (Fig. 16). En tallo y raiz la sefial aumenta con el tiempo transcurrido tras la
aplicacion exdgena del tratamiento, siendo siempre m4s intensa en el tallo. En cualquier

caso, el efecto es mucho mas tenue que el provocado por los choques de calor o frio.
I11.1.3.3 Patrén de expresion estacional en castafios adultos

La transcripcion constitutiva de Cs Asp17.5 en tallo, sugiere la relevancia del papel
fisiologico jugado por la proteina en el mismo, tal vez no restringida a una respuesta a
estrés. Siguiendo esta idea, se procedid a realizar un seguimiento de la transcripcién en las

ramas a lo largo de todo el afio.

El Northern Blot muestra la presencia de ARNm de Cs hspl7.5 en rama durante
los doce meses del afio, dato al que apuntaba su deteccién, asimismo, en el tallo de las
plantulas empleadas como control de los tratamientos en laboratorio, no sometidas a
ningun estrés (Fig. 17A). Se aprecia un incremento notable y paulatino en la sefial a lo
largo de los meses invernales, comenzando en Noviembre y alcanzando su méximo en
Febrero-Marzo. A continuacién la transcripcién decae dristicamente, alcanzando en Abril
el minimo del ciclo anual. En la segunda parte de la primavera comienza de nuevo a
incrementarse la sefial, tendencia que se prolonga durante el verano; el maximo de esta
induccidn estival se da en el mes de Agosto y alcanza niveles similares a los del maximo

invernal.
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Fig. 17 Expresion del gen Cs Aspl7.5 a lo largo de los 12 meses del afio en
ramas de ejemplares adultos.

A, B: Northern blot. A: control tefiido con bromuro de etidio. B: resultado
de la hibridacién con la sonda radiactiva.

C: Western blot. Resultado de la incubacién con anticuerpos
monoespecificos desarrollados contra Cs HSP17.5.
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Con el fin de complementar estos datos, se decidié estudiar la presencia de la
proteina en la rama durante el ciclo anual. Se llevé a cabo, pues, un Western Blot con
extractos proteicos obtenidos de las mismas muestras de las que se habia extraido ARN

para el Northern (Fig. 17B).

En esta inmunodeteccién se observa la presencia de Cs HSP17.5 durante todo el
afio, asi como los dos incrementos esperados durante los periodos invernal y estival. Sin
embargo, se aprecia un desfase entre transcripcion y traduccién: mientras que la induccién
invernal en aquélla se inicia en Noviembre, la acumulacién de proteina no es notable
hasta el mes de Diciembre, y el maximo de esta induccién se da netamente en Marzo; por
su parte, la induccién de verano se prolonga, en cuanto a presencia de proteina, hasta el
mes de Septiembre. Se sigue observando, no obstante, una disminucién dréstica en la

sefial correspondiente a Cs HSP17.5 al pasar de Marzo a Abril.

I11.2 Estudios de funcionalidad in vivo

Se empleb la cepa BL21(DE3) de Escherichia coli como sistema modelo en el que
abordar este estudio. La utilizacién de vectores de expresion inducible por IPTG (pET 11d

y pRSET b) permitié controlar la sintesis heteréloga de la proteina.
II1.2.1 Expresion heterologa en E. coli
I11.2.1.1 Expresion mediante el sistema pET 11d

Para el clonaje en pET 11d se escogieron los sitios de restriccién Ncol y BamHI.
La diana reconocida por Ncol incluye la secuencia ATG, necesaria para el inicio de la
traduccién, de modo que, mediante su inclusién en el extremo 5' del fragmento a clonar,
se logra la expresién integra de la proteina sin aminodcidos afiadidos en su extremo N-
terminal. Por tanto, mediante una reaccién de PCR sobre el molde pBluescript SK/Cs
hspl7.5, resultado del rastreo de la genoteca de expresién de semilla, se generd un

fragmento Ncol-BamHI que incluia la regién codificante completa de Cs hspl7.5, asi
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como 122 pb del extremo 3’ no traducido. El producto de esta reaccién fue insertado en

pET 11d (Fig. 18).

Se provocé mediante la adicién de IPTG la expresion de la proteina de castafio en
las bacterias transformadas con el producto del clonaje antes descrito [BL21(DE3)/pET-
HSP], tal y como se describe en Material y Métodos. El andlisis por SDS-PAGE y
Western Blot (Fig. 19) de los extractos proteicos de las alicuotas tomadas a distintos
tiempos tras la adicién de IPTG muestra la presencia de una Unica proteina, en todos los
casos con el mismo tamafio que la purificada a partir de semilla de castafio. Por tanto, Cs
HSP17.5 se expresa en la bacteria de forma estable, sin degradaciones apreciables. La
sefial correspondiente a la proteina aumenta durante toda la induccién, siendo méxima
para la alicuota tomada al dia siguiente de la adicién de IPTG; no obstante, la cantidad de

proteina producida con este sistema no es muy elevada.
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Fig. 18 Clonaje de la secuencia codificante de Cs hspl7.5 en el vector
pET 11d. Empleando como molde el ADNc completo, clonado en
pBluescript SK, se generaron por PCR las dianas Ncol y BamHI en los

extremos 5" y 3,

para la insercion del fragmento en el sitio de

multiclonaje del plasmido. Se indica la secuencia de los cebadores, con
las dianas de restriccion subrayadas; en mintscula, los nucledtidos
mutados. Se destaca el ATG con que se inicia la traduccion. Se numeran

los nucledtidos conforme

a la secuencia mostrada en la Fig. 1.
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Fig. 19 Induccién de la expresion de Cs HSP17.5 en la cepa BL21(DE3)
de E. coli empleando el plasmido pET 11d. A: SDS-PAGE de extractos
proteicos bacterianos. B: Western Blot, empleando anticuerpos
monoclonales contra Cs HSP17.5. Muestras: a, control (Cs HSP17.5
purificada de semilla); b-f, BL21/pET-HSP, 0, 2, 4, 8 y 24 horas,
respectivamente, tras la adicion de IPTG (1 mM final). Se indica la
posicién correspondiente a Cs HSP17.5 (4 ).
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I11.2.1.2 Expresiéon mediante el sistema pRSET b

Dado el bajo nivel de expresién obtenido con el pldsmido pET 11d se decidié
utilizar el vector de expresién pRSET. Este sistema de expresion, también inducible por
IPTG, afiade a la proteina en cuestion una cola de 6 histidinas en su extremo amino, lo
que facilita su purificacién mediante cromatografia de afinidad. Posteriormente, mediante
una digestién con enteroquinasa, la cola de histidina puede ser eliminada, si bien queda
una cola variable de aminodcidos en posicién N-terminal, dependiendo de los sitios
escogidos para el clonaje. Con el fin de eludir esta dltima circunstancia, el clonaje de Cs
hspl7.5 se realizé entre los sitios de restriccién de Ndel y BamHI, fuera del sitio habitual
de clonaje en pRSET, pero manteniendo intacto el promotor T7 del plasmido y Ila
inducibilidad por IPTG. La secuencia reconocida por Ndel incluye la tripleta ATG, con la
que se inicia la traduccién de la protefna. Su ubicacién en el extremo 5’ del ADNc
insertado asegura la sintesis de la proteina desde su primer aminodcido, sin residuos

afiadidos en sus extremos.

Para llevar a cabo dicho clonaje se hubo de eliminar de la secuencia de Cs Aspl7.5
un sitio de restriccién Ndel endégeno en la posicién 115, asf como dotar de dianas en los
extremos para Ndel y BamHI, sin modificar la secuencia de aminoacidos deducida a partir
del ADNc. Esto se consiguié mediante dos reacciones consecutivas de PCR, descritas en
Material y Métodos, empleando en ambas como molde el ADNc Cs hspl7.5, resultado del

rastreo de la genoteca de expresion de semilla (Fig. 20A,B).

La induccidén de la expresion de la proteina se llevé a cabo del mismo modo
descrito para pET. El anélisis por SDS-PAGE y Western blot de los extractos proteicos de
las alicuotas tomadas a distintos tiempos tras la adicion de IPTG muestra la expresion de
Cs HSP17.5 en BL21(DE3), con el mismo tamafio que la purificada de semilla de castafio,
lo que indica que no se producen degradaciones apreciables de la proteina en el citosol
bacteriano. Del mismo modo, es notable el aumento continuado de la sefal
correspondiente a la protefna durante toda la induccién, que es méxima para la alicuota

tomada al dia siguiente de la adicién de IPTG (Fig. 21).
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Fig. 20 A Clonaje de la secuencia codificante de Cs Asp/7.5 en el vector
pRSETb. Empleando como molde el ADNc completo, clonado en pBluescript
SK. en una primera reaccion de PCR se genero la diana de restriccion BamHI
en el extremo 3' y se elimind la diana Ndel en posicion 115. El producto de
esta reaccion se empleé como cebador en una segunda reaccion de PCR,
sobre el mismo molde, en la que se gener6 también una diana Ndel en el
extremo 5'. Se indica la secuencia de los cebadores. con las dianas de
restriccion subrayadas; en minuscula, los nucle6tidos mutados. Se destaca en
rojo el ATG inicial. La numeracion corresponde a la secuencia de nucledtidos
mostrada en la Fig. 1.
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Fig. 20 B Clonaje de la secuencia codificante Cs hAsp/7.5 en el vector pRSETb.
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Fig. 21 Induccién de la expresion de Cs HSP17.5 en la cepa BL21(DE3)
de E. coli empleando el plasmido pRSETb. A: SDS-PAGE de extractos
proteicos Dbacterianos. B: Western Blot, empleando anticuerpos
monoespecificos contra Cs HSP17.5. Muestras: a, control (Cs HSP17.5
purificada de semilla); b-f, BL21/pRSET-HSP, 0, 2, 4, 8 y 24 horas,
respectivamente, tras la adicion de IPTG (1 mM final). Se sefiala con <« la
posicion correspondiente a Cs HSP17.5.
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El nivel de expresion logrado con este plasmido es mucho mayor que el obtenido
con pET 11d, de modo que se decidi6 utilizar el sistema pRSET para los ulteriores

experimentos que requirieron la expresion heteréloga de Cs HSP17.5.
I11.2.2 Tratamientos de estrés in vivo

II1.2.2.1 Analisis de la viabilidad celular a 50°C. Termoestabilidad de

proteinas solubles

A la luz de los resultados obtenidos en los estudios de expresion in planta en
respuesta a condiciones de estrés controlado, se decidié en primer lugar comprobar el
papel que pudiera ejercer Cs HSP17.5 sobre la viabilidad celular frente a un choque
térmico. Para ello se procedié a someter a las bacterias, una vez inducida la expresién de
la proteina durante 2 horas, a una temperatura de 50°C, letal en condiciones normales, y a
comparar la tasa de supervivencia (evaluada mediante el conteo de cfu) con la de las
bacterias control [BL21(DE3)/pRSET] en las mismas condiciones. El resultado de este
experimento in vivo reveld el efecto protector ejercido por Cs HSP17.5 frente a
temperaturas elevadas: a los 30 minutos de choque térmico las bacterias que expresaban la
proteina [BL21(DE3)/pRSET-HSP] presentaban una supervivencia del 70%, frente al
50% de las bacterias control; al cabo de 60 minutos a 50°C la supervivencia de las
bacterias transformadas con pRSET/HSP duplicaba la del control (56% frente a 28%)
(Fig. 22A,B).

Con el fin de profundizar en el estudio de la proteccién frente a las altas
temperaturas y habida cuenta de la actividad chaperona mostrada in vitro por Cs HSP17.5,
se traté de comprobar a continuacién si la presencia de la proteina suponia un aumento de
la estabilidad a alta temperatura de las proteinas bacterianas. En experimentos idénticos al
descrito para evaluar la viabilidad celular se tomaron muestras a distintos tiempos tras al
inicio del choque; todas las alicuotas correspondian a un niimero equivalente de células
enteras. Se extrajeron las proteinas solubles y se sometieron a SDS-PAGE. El resultado
(Fig. 23) muestra una mayor termoestabilidad de las proteinas solubles en las bacterias
que expresan Cs HSP17.5 frente al control: en éste la cantidad de proteinas solubles cae

drasticamente desde el comienzo del estrés, mientras que en las células
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Fig. 22 A Efecto protector in vivo de Cs HSPI7.5 frente a un tratamiento de
50°C. Se representan las tasas de supervivencia (media de 3 experimentos) de
BL21/pRSET (control, ) y BL21/pRSET-HSP (| |) a distintos tiempos del
tratamiento. Se incluye la desviacion tipica de las medidas para cada punto. B:
SDS-PAGE y Western blot de extractos proteicos de las bacterias sometidas a
tratamiento. Muestras: a, BL21/pRSET (2 h. tras la adicion de IPTG); by ¢,
BL21/pRSET-HSP, 0 y 2 horas. respectivamente, tras la adicion de IPTG
(1 mM final). Se senala la posicion correspondiente a Cs HSP17.5 («1).



Fig. 23 Efecto de Cs HSP17.5 sobre la termoestabilidad de las proteinas
solubles in vivo. A: SDS-PAGE de extractos proteicos de células
BL21/pRSET sometidas a un tratamiento idéntico al de la Fig. 22. B:
SDS-PAGE de extractos proteicos de células BL21/pRSET-HSP
sometidas al mismo tratamiento. Muestras: a-e, 0, 15, 30, 45 y 60
minutos a 50°C. Se sefiala la posicion correspondiente a Cs HSP17.5 (»).
Se ha comprobado que Cs HSP17.5 purificada no precipita tras el mismo
tratamiento.



Resultados.

BL21(DE3)/pRSET-Cs HSP17.5 el descenso es mucho menos acusado. Es de destacar
que en ambos casos el dafio sobre las protefnas se produce en los primeros minutos del
choque, no aprecidndose grandes variaciones al prolongarse el tratamiento. Del mismo
modo es notable la disminucién de la presencia de la propia Cs HSP17.5 en la fraccidén
soluble, lo que no ocurre al someter a 50°C a la protefna purificada sola (datos no

mostrados).
II1.2.2.2 Analisis de la viabilidad celular a 4°C

En vista de la induccién de la transcripcién de Cs aspl7.5 provocada por las bajas
temperaturas (Fig. 15), asi como del patrén de expresién mostrado por ejemplares adultos
(Fig. 17), se decidi6 estudiar el posible efecto protector de Cs HSP17.5 frente a bajas
temperaturas empleando bacterias BL21(DE3) recombinantes. E]l método seguido para
evaluar este posible papel de la proteina fue andlogo al empleado en el estudio de la
proteccion frente a las altas temperaturas: se plaquearon cantidades conocidas de bacterias
en las que se habia inducido la expresién heteréloga de Cs HSP17.5 y se mantuvieron a
4°C durante distintos periodos de tiempo, estiméndose, por conteo de cfu, la proporcién

de bacterias supervivientes tras el tratamiento (3, 5, 7 y 10 dias).

E] resultado de este experimento fue concluyente: la mitad de las células que no
expresaban la sHSP de castafio habian muerto al cabo de 5-6 dias, y la supervivencia al
cabo de los 10 dias de tratamiento se situd alrededor del 13%; por el contrario, las
bacterias que sobreexpresaban la Cs HSP17.5 sobrepasaban el 85% y el 65% de
supervivencia al cabo de los mismos periodos. Las diferencias en la mortalidad

comienzan a hacerse patentes transcurridos 4-5 dias de tratamiento (Fig. 24).

Para poder atribuir las diferencias observadas a Cs HSP17.5 se realizd una
extraccion de proteinas a partir de células sometidas a idéntico tratamiento y se comprobd
su presencia a niveles significativos por inmunodeteccién (Dot blot) (Fig. 25). Este
resultado es tanto mds relevante cuanto que se trata de la primera evidencia experimental
de una proteccién frente a bajas temperaturas ejercida por una sHSP. Con este
experimento se describe, por tanto, una nueva funcién in vivo para esta familia de

proteinas.
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Fig. 24 Efecto protector in vivo de Cs HSP17.5 frente a un tratamiento
de 4°C. Se representan las tasas de supervivencia (media de 4
experimentos) de BL21/pRSET (control, Jll ) v BL21/pRSET-HSP
([C1) a distintos tiempos del tratamiento. Se incluye la desviacion tipica
de las medidas para cada punto.
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Fig. 25 Inmunodeteccion por Dot Blot de Cs HSP17.5 en las bacterias
sometidas al tratamiento de 4°C. A: tincién Coomassie. B: resultado de
la incubacion con anticuerpos monoespecificos contra Cs HSP17.5.
Muestras: a y b, BL21/pRSET a los 0 y 3 dias de tratamiento; c-g,
BL21/pRSET-HSP a los 0, 3, 5, 7 v 10 dias de tratamiento; h, control
positivo (Cs HSP17.5 purificada de semilla).
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I11.2.3 Estudio de la asociaciéon a membrana

Las bajas temperaturas afectan a la solubilidad y estabilidad de las proteinas y
pueden provocar la desnaturalizacién de los péptidos en proceso de plegado. El efecto
protector ejercido por Cs HSP17.5 frente a las bajas temperaturas en E. coli puede
deberse, por tanto, a la actividad chaperona de la proteina. No obstante, el frio también
afecta a la funcionalidad de las membranas celulares y diversos estudios han vinculado a
las HSP con la proteccién de las mismas (Torok et al., 1997; Vigh et al., 1998; Horvith et
al., 1998; Glatz et al., 1999) e incluso se ha descrito la asociacién a membranas de sHSP
en procariotas (Liinsdorf er al., 1995; Jobin er al., 1997). A la vista de estos datos se
decidié comprobar si la Cs HSP17.5 recombinante se asocia a la membrana bacteriana
durante un tratamiento de 4°C, como prueba indirecta de su actividad chaperona a ese

nivel.

Para ello se sometié a 4°C a cultivos de BL21(DE3) inducidos como se ha descrito
y, al cabo de 1 y 3 horas de tratamiento, se realizé una separacién de las fases
membranosa y soluble. Se lisaron las células por cizalladura, para mantener la integridad
de los fragmentos de membrana obtenidos (Jobin et al., 1997). La separacién de ambas
fases se realizé por ultracentrifugacion, tal y como se describe en Material y Métodos. El
precipitado, correspondiente a la fraccién membranosa fue ultracentrifugado dos veces,

con objeto de limpiarlo al méximo de restos citoplasmaticos.

Las distintas fracciones obtenidas mostraron patrones muy diferentes en SDS-
PAGE (Fig. 26). El resultado del anilisis de las fracciones por inmunodeteccién en
Western blot muestra la presencia de Cs HSP17.5 en asociacién con la membrana en
condiciones normales, antes de que las bacterias sean sometidas a tratamiento alguno; a lo
largo del tratamiento de frio no se aprecia ninguna variacién en el patrén de localizacién.
En ambos casos la sefial més intensa se presenta en el sobrenadante de la segunda
ultracentrifugacién. La conclusién que se desprende de estos resultados es que Cs
HSP17.5 se localiza significativamente en la periferia de la membrana, en unién débil con
ésta; este tipo de unién probablemente corresponda a interacciones con proteinas

asociadas a la membrana. Otros autores también han referido la presencia de sHSP
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Fig. 26 Analisis de la asociacion a membrana de Cs HSP17.5
recombinante. Las fracciones se obtuvieron segun el método descrito en
el apartado V.2.3 de Material y Métodos, a partir de cultivos inducidos de
BL21/pRSET-HSP sometidos a 0, 1 y 3 horas de tratamiento de 4°C. A:
SDS-PAGE de las fracciones. B: Western blot, empleando anticuerpos
monoespecificos contra Cs HSP17.5. Muestras: a, lisado bruto; b,
sobrenadante de la primera ultracentrifugacién (fraccién soluble); c,
fraccién membranosa; d: sobrenedante de la segunda ultracentrifugacion.
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endbgenas en el citoplasma y en la membrana celular simultdneamente (Jobin et al., 1997,

Liinsdorf et al., 1995).

I11.3 Estudio preliminar estructura-funcién

Con objeto de iniciar el estudio de las relaciones estructura-funcién en la proteina
Cs HSP17.5 se procedié a expresar heterélogamente en bacteria formas truncadas de la
misma. Para ello se generaron por PCR dos fragmentos de la secuencia codificante, como
se indica en la Fig. 27. El primero de ellos carecia de los primeros 51 nucleétidos en el
extremo 5’ y el segundo de 132. En ambos se generé ademas en ese extremo un sitio de

restriccidn Ndel, a fin de dotarles del ATG con el que se iniciaria la traduccion.

La primera de estas secuencias codificaba una forma truncada de Cs HSP17.5, en
la que se habian delecionado los primeros 17 aminodcidos del extremo N-terminal.,
mientras que el polipéptido codificado por la segunda carecia de los 44 primeros residuos

del mismo extremo. Ambas formas inclufan el dominio o-cristalina completo.

Las secuencias de ADNc se clonaron en las dianas Ndel y BamHI del vector
pRSET, dando origen a las construcciones pRSET/DelN17 y pRSET/DelN44 con las que

se transformaron células de la cepa BL21(DE3).

Se indujo la expresion de DeIN17 y DelN44 en cultivos de las bacterias
transformadas, tal y como se describe en Material y Métodos. El tamafio aparente en SDS-
PAGE de las formas generadas era de 18 y 15 kDa respectivamente, frente a los 15.6 y
12.7 kDa calculados a partir de las secuencias aminoacidicas. Ambas formas truncadas
conservaban la inmunorreactividad frente al anticuerpo de Cs HSP17.5, como mostraron
los experimentos de Western Blot realizados con extractos proteicos obtenidos de los

cultivos inducidos (Fig. 28).
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Fig. 27 Clonaje de las secuencias de ADNc correspondientes a las formas
truncadas DeIN17 (A) y DelN44 (B). Mediante PCR, empleando como molde
pRSET/Cs hspl7.5, se generéd una secuencia con dianas Ndel y BamHlI
(subrayadas; en minuiscula, los nucledtidos mutados) en los extremos 5' y 3'.
Se destaca en rojo el ATG con que inicia la traducciéon. La insercion en
pRSET se llevo a cabo en ambos casos como se representa en la Fig 20B. La
numeracion corresponde a la secuencia de nucledtidos mostrada en la Fig. 1
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Fig. 28 Expresion de Cs HSP17.5 y las formas truncadas en BL21(DE3).
Los extractos proteicos obtenidos a partir de cultivos inducidos se
sometieron a SDS-PAGE e inmunodeteccion. A: tincién Coomassie. B:
resultado de la incubacién con anticuerpos monoespecificos contra Cs
HSP17.5. Muestras: a, BL21/pRSET-HSP; b, BL21/pRSET-DelIN17; ¢,
BL21/pRSET-DeiIN44. Las posiciones correspondientes a Cs HSP17.5,
DeIN17 y DelN44 se sefialan con < | @ y @, respectivamente.
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Con objeto de investigar el efecto provocado por la eliminacién de fragmentos N-
terminales en la oligomerizacién de la proteina, se realizé una inmunodeteccién sobre los
extractos proteicos separados por electroforesis en condiciones no disociantes (VPAGE)
(Fig. 29). El resultado de este experimento muestra la influencia del extremo N-terminal
en la formacién de los oligémeros de Cs HSP17.5: mientras que la proteina completa
expresada en E. coli forma dodecdmeros de unos 240 kDa (al igual que la proteina
purificada de semilla), asi como oligdmeros de unos 310 kDa, que corresponderian a 15
subunidades; la eliminacién de 17 residuos en su extremo amino determina la formacién
de oligémeros de unos 110 y 80 kDa, correspondientes a agrupaciones de 6 y 4
subunidades; por su parte, la supresién de 44 aminacidos en el extremo N-terminal supone
la formacion de complejos de 180 vy 115 kDa (entre 12 y 8 unidades). La existencia de
distintos oligémeros para una misma sHSP ha sido descrita en anteriores ocasiones para

otras sHSP (Leroux et al., 1997; Haley et al., 1998; Vanhoudt et al., 2000).
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Fig. 29 Efecto de las deleciones sobre la oligomerizacion. VPAGE de
extractos proteicos de cultivos bacterianos inducidos. A: tincién
Coomassie. B: inmunodeteccién con anticuerpos monoespecificos
contra Cs HSP17.5. Muestras: a, Cs HSP17.5 purificada a partir de

semilla;

b, BL21/pRSET-HSP + Cs

HSP17.5 purificada;

BL21/pRSET-HSP; d, BL21/pRSET-DeIN17; e, BL21/pRSET-
DelN44,
PM tedrico del PM aparente en | PM en VPAGE n-mero
mondmero (kDa) | SDS-PAGE (kDa) (kDa) estimado
310 .15-16?
Cs HSP17.5 17.5 20
240 12
110 6
DeIN17 156 18
80 4
180 12
DelN44 12.7 15
110 $7-8?

Fig. 30 Estimacion de la posible composicion de los oligdmeros detectados

en VPAGE para Cs HSP17.5, DeIN17 y DelN44.
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DISCUSION

Proteinas sHSP de C. sativa

Entre las protefnas mayoritarias de la semilla del castafio comtin se ha descrito una
sHSP de bajo peso molecular (Collada ez al., 1997), renombrada aqui como Cs HSP17.5.
Con el fin de profundizar en el conocimiento de esta familia de proteinas, especialmente
relevante en plantas pero mucho menos conocida que las HSP de alto peso molecular, se
decidié llevar a cabo una serie de estudios estructurales y funcionales utilizando sHSP de
castafio como sistema modelo. Apenas existe informacién previa sobre las HSP de
especies arbdreas, lo que confiere un interés afiadido al presente trabajo (Boston et al.,

1996).

Se preparé asi una genoteca de ADNc a partir de cotiledones de castafia en
desarrollo y se rastre0 empleando como sonda el ADNc de girasol Ha hspl7.6
(Almoguera y Jordano, 1992). La secuencia obtenida en el rastreo correspondia a un
ADNCc completo (Cs Aspl7.5) de 734 pb, con un tinico marco abierto de lectura de 462 pb,
que codificaba una proteina con un peso molecular tedrico de 17.5 kDa. La secuencia
peptidica deducida inclufa exactamente los péptidos internos secuenciados por Collada et
al. (1997) asi como las regiones consenso 1 y II definidas para las sHSP vegetales y una
zona en la region N-terminal propia de las sHSP citosélicas de clase I (Fig. 1). La
comparacion con las bases de datos disponibles reveld ademds un mayor porcentaje de
identidad con las secuencias aminoacidicas de otras sHSP vegetales de la clase I (superior

al 70%) que con sHSP de las otras 4 clases (inferior al 45%) (Fig. 2).

La adscripcion de sHSP a diversas clases se ha basado en general en similitudes de
secuencia y en la presencia o ausencia de sefiales de localizacion en orgénulos, habiéndose
confirmado experimentalmente esta ubicacién subcelular en muy pocos casos (Boston et
al., 1996). En este trabajo, mediante inmunomicroscopia electrénica se confirmé una

localizacién exclusivamente citosélica para Cs HSP17.5 en células de cotiledon(Fig. 12).
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Cs HSP17.5 también estd presente constitutivamente y en cantidad significativa en
el tallo del castafio. En primera instancia se detectd una proteina inmunorreactiva en
extractos proteicos de tallo mediante electroforesis uni- y bidimensional, seguida de
Western blot. El resultado de la purificacién y secuenciacién de dos péptidos internos
sugiri6 fuertemente que dicha proteina era la propia Cs HSP17.5. El andlisis MALDI
reveld que los dos polipéptidos inmunorreactivos detectados en la electroforesis
bidimensional correspondian a dicha proteina, pudiendo deberse a modificaciones post-
traduccionales la presencia de distintas formas en la electroforesis. Ademas, el rastreo de
una genoteca de ADNc de rama dio como resultado un ADNc idéntico al descrito para

semilla. Este resultado fue confirmado también por RT-PCR.

Finalmente, el andlisis por Southern blot sugiere que el gen que codifica Cs
HSP17.5 es tinico o tiene un solo homdlogo en el genoma del castafio; este resultado
también estd apoyado por la deteccién de una Unica sefial, del mismo tamafio para semilla

y tallo, en los experimentos de Northern blot (ver mas adelante).

Actividad chaperona molecular de Cs HSP17.5

Resultados obtenidos poco antes del inicio de esta tesis demostraban la actividad
chaperona in vitro de diversas sHSP vegetales, incluyendo Cs HSP17.5 (Lee et al., 1995a;
Jinn et al., 1995; Collada et al., 1997). Sin embargo, en estos estudios se emplearon
sustratos comerciales y, en el caso de Lee et al. (1995a), sHSP expresadas de forma
heteréloga. Con el fin de profundizar en la caracterizacién de esta actividad para Cs
HSP17.5, se ha abordado un estudio mds exhaustivo, en el que se han contemplado
aspectos cinéticos y estequiométricos de la interaccién con el sustrato. Como tal se
emple6 una proteina endégena, la endoquitinasa Cs Ch 1, que es, junto con la propia Cs
HSP17.5, una de las protefnas solubles més abundantes en la semilla de castafio (Fig. 3).
Cs HSP17.5 mostré la capacidad de reactivar la quitinasa previamente desnaturalizada
con cloruro de guanidinio, aunque no la de protegerla de la inactivacién térmica. La
reactivacién alcanza un méximo con una relacién estequiométrica 1:1 del dodecdmero de
Cs HSP17.5 respecto al sustrato, lo que sugiere la interaccién de una molécula del mismo

por cada oligémero de chaperona (Fig. 5B). Un resultado andlogo ha sido descrito por Lee
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et al. (1995a) para las proteinas recombinantes de guisante Ps HSP17.7 y Ps HSP18.1,
empleando como sustrato citrato sintasa de mamifero. Por otra parte, en nuestras
condiciones experimentales, la reactivacioén se produce mayoritariamente en los primeros

30 minutos de interaccién de la chaperona con el sustrato (Fig. SA).

Recientemente Muchowski y Clark (1998) han mostrado que la oB-cristalina
humana requiere para su actividad consumo de ATP. Nuestro estudio indica que la
actividad de Cs HSP17.5 es independiente de ATP, en concordancia con otros datos
obtenidos para sHSP vegetales (Lee et al, 1995, 1997). Muy recientemente se ha referido
incluso un efecto inhibitorio del ATP sobre la actividad chaperona de una sHSP de tabaco
(Smykal et al., 2000). Aunque la o-cristalina tiene homologia con las sHSP, la disparidad
de secuencia que presenta con las sHSP vegetales (la identidad con Cs HSP17.5 es
inferior al 25%) permite contemplar la posibilidad de que exhiba un mecanismo de
actuacién diferente al de éstas. En este sentido, en un reciente trabajo, Young et al. (1999)
sefialan la existencia de ciertas diferencias en cuanto a los dominios que interaccionan con

el sustrato entre las sSHSP vegetales y las de otros eucariotas.

Por otra parte, aunque se ha propuesto la cooperacién in vivo entre las sHSP y
otras chaperonas en la recuperacién de sustratos desnaturalizados, apoyada por datos
obtenidos in vitro (Lee et al., 1995; Ehrnsperger et al., 1997; Lee y Vierling, 2000), los
resultados obtenidos en este trabajo demuestran la capacidad de al menos ciertas sHSP de
reactivar un sustrato por si mismas, sin la participacién de otras chaperonas. Lo mas
probable, a tenor de una serie de observaciones recientes, es que la respuesta en las células
ante una situacién que provoque la desnaturalizacién de las proteinas sea muy compleja,
implicando la actuacién de varias chaperonas y proteasas, que podrian actuar secuencial o

conjuntamente sobre los sustratos (Saibil, 2000).

Posible funcionalidad in vivo

La implicacién de Cs HSP17.5 en la proteccién in vivo frente a las temperaturas
extremas se ha visto confirmada mediante experimentos llevados a cabo con células

BL21(DE3) recombinantes.
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Las bacterias que expresaban Cs HSP17.5 mostraron una tasa de supervivencia
frente a un choque térmico (50°C) que duplicaba la de las células control (56% vs 28%).
Cs HSP17.5 podria ejercer este efecto protector sobre las células actuando como
chaperona molecular in vivo. En favor de este hip6tesis, se ha observado una correlacién
entre el incremento de la viabilidad celular ante el choque térmico y la termoestabilidad
de las proteinas solubles del citosol bacteriano (Fig. 24). Una posible actividad chaperona
in vivo viene avalada asimismo por los datos recientemente obtenidos por Yeh et al.
(1997), con una fusién de sHSP de arroz y glutatién-S-transferasa, y por Low et al

(2000), con dos sHSP de tomate, expresadas en células de Arabidopsis.

Por otra parte, se ha mostrado un efecto protector in vivo frente al estrés por bajas
temperaturas (4°C) por primera vez para una proteina de este tipo. Las diferencias de
viabilidad en este caso son mds acusadas que en el tratamiento de 50°C: la sobreexpresién
de la chaperona conlleva una supervivencia por encima del 85% al cabo de 10 dias de
tratamiento, frente a menos de un 15% para el control. Este resultado es también notable,
por cuanto se ha descrito que la sobreexpresién de otras HSP, como GroEL/ES, es nociva
en bacterias ante un tratamiento de frio (Kandror et al., 1997). El resultado obtenido viene
a mostrar una nueva funcion para la familia de las sHSP vegetales, y permite refinar la
hipétesis previa de que ciertas HSP producidas durante pretratamientos de calor mejoran
la conservaciéon en frio de tomates y otros frutos (Sabehat er al,, 1996, 1998;

Kadyrzhanova et al., 1998).

Es de destacar la disparidad en los tiempos a los que los efectos anteriores se
hacen perceptibles: mientras que se aprecian diferencias en la viabilidad celular al cabo de
30 minutos de tratamiento a 50°C, en el caso del frio esta diferencia no es significativa
hasta los 4-5 dias. Este hecho refleja, probablemente, la distinta incidencia que ambos
tipos de estrés tienen sobre el funcionamiento de la célula. En este sentido, se desconoce
ain el efecto que un tratamiento a 4°C tiene sobre las bacterias a nivel molecular (Kandror

etal., 1997).

Estas diferencias podrian reflejar la existencia de mecanismos de actuacién al

menos parcialmente distintos en un caso y otro. El frio afecta a la solubilidad y estabilidad
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de numerosas proteinas, de modo que la proteccién frente al mismo por parte de Cs
HSP17.5 puede explicarse en funcidén de su actividad chaperona. No obstante, el frio
también afecta a la funcionalidad de las membranas celulares, y ciertas HSP han sido
vinculadas a la proteccién de las mismas (Torok et al., 1997; Horvéth et al., 1998;
Heckathorn et al., 1998; Glatz et al., 1999). Incluso se ha relacionado a las membranas
con la respuesta al choque térmico, como sensores del mismo y primeros efectores de las
rutas que conducen a la sintesis de HSP (Vigh et al., 1998; Horvéth ez al., 1998; Vigh et
al., 1993). La asociacién a las membranas celulares se ha descrito para varias HSP, como
GroEL/ES (Torék et al., 1997) o sHSP de procariotas (Jobin et al., 1997; Liinsdorf et al.,
1995). Sin embargo no se ha encontrado una mayor asociacién de la Cs HSP17.5
recombinante a la membrana de E. coli en respuesta al tratamiento de 4°C. S{i se han
obtenido pruebas de la localizacién de una proporcidn significativa de esta chaperona en
la proximidad de ]la membrana bacteriana en ausencia de estrés, sin que variara este patrén
con el tratamiento aplicado. Los resultados sugieren que Cs HSP17.5 mantiene
interacciones débiles con proteinas asociadas a la membrana. Los procariotas acumulan
gran cantidad de proteinas en la misma, de modo que Cs HSP17.5 podria alcanzar esa
ubicacién acompafiando a otras protefnas, tal vez colaborando en su plegado correcto. Los
resultados obtenidos también son compatibles con la proteccién de dichas proteinas

durante el estrés térmico, lo que podria contribuir a la estabilizacién de la membrana.

Expresion de sHSP en castaiio

La regulacién de la expresidn de las sHSP es un fenémeno complejo y atin no bien
conocido (Almoguera et al.,1998; Wehmeyer y Vierling, 2000). En el presente estudio se
ha mostrado la expresién de Cs HSP17.5 durante el desarrollo de la semilla, de forma
constitutiva en el tallo y también inducida en respuesta a diversos tratamientos

controlados.

Durante la maduracién de la castafia se produce una acumulaciém del ARNm
correspondiente a CsHSP17.5, que alcanza su nivel méximo en torno a los 110 dfas tras la
aparicién del pistilo. A partir de entonces el nivel comienza a descender paulatinamente y

lo mismo ocurra durante la germinacién. La persistencia de Cs HSP17.5 en la castafia
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durante un periodo que puede prolongarse por varios meses es notable, considerando que
las HSP sintetizadas en respuesta al estrés térmico tienen una vida media en la célula de

pocos dias tras el fin de éste (Vierling, 1991).

Cs HSP17.5 se expresa asimismo en respuesta al estrés de calor. Los experimentos
llevados a cabo sobre plantulas han mostrado que esta induccién estd relacionada con la
intensidad y la duracién del choque. De este modo, el tratamiento de 32°C no llega a
producir una respuesta apreciable en las hojas de la pldntula, aunque si en el tallo y la raiz.
En cambio, a 40°C tiene lugar una fuerte induccién en todos los drganos vegetativos,
superior incluso en la hoja que en la raiz. Tanto a 32 como a 40°C la respuesta més

intensa se aprecia en el tallo.

Uno de los resultados mas resefiables del estudio acerca de la expresidn in vivo es
el referido a la induccidn en respuesta a las bajas temperaturas (Fig. 16). En este caso no
se aprecia ninguna respuesta en la hoja, mientras que en el tallo la induccién es
comparable a la provocada por el estrés de calor. Esta respuesta diferencial frente a la
induccién térmica puede deberse al estrés efectivo a que cada érgano estd sometido. Asf,
en el suelo la temperatura es més templada que en la superficie y las hojas disponen de
una termorregulacién eficiente merced a la transpiracién. Por otra parte, las bajas
temperaturas suelen acompafiarse en el medio natural por un cambio en el fotoperiodo,
desencadenédndose en las especies caducifolias como el castafio unos procesos que llevan
finalmente a la caida de la hoja. En cambio el tallo es el 6rgano vegetativo que mas

expuesto queda a las temperaturas extremas.

Al igual que se ha comentado respecto a los tratamientos sobre bacterias
recombinantes, las diferencias en la cinética de la induccién que se observan entre el
estrés de calor y el de frio pueden indicar las distintas necesidades generadas por cada

tratamiento y, probablemente, los diferentes mecanismos de actuacién de Cs HSP17.5.

Durante la realizacién de estos estudios se ha observado la presencia de Cs
HSP17.5 en el tallo de castafio de forma constitutiva. Se trata de un dato novedoso, puesto
que la expresion de sHSP en ausencia de estrés s6lo habia sido citada en referencia al

desarrollo de las estructuras reproductivas (por ejemplo, Whemeyer et al, 1996;
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Almoguera et al. 1998; Atkinson, 2000; Whemeyer y Vierling, 2000); en cambio, una
expresién constitutiva en tejidos vegetativos no habia sido detectada hasta la fecha, si bien
este tipo de estudio sélo se ha investigado en especies herbdceas. Se procedié entonces a
investigar el patrén anual de expresién de Cs HSP17.5 en ramas de ejemplares adultos
(Fig. 18), confirmdndose la presencia de la proteina durante todo el afio y la acumulacién

paulatina tanto del ARNm como de la proteina durante los perfodos invernal y estival.

Todos estos datos apuntan hacia la importancia del papel funcional que
presumiblemente juega Cs HSP17.5 en el tallo de castafio. La relativa abundancia de
sHSP en el tallo no es una particularidad del castafio, pues en este mismo estudio se han
detectado proteinas inmunoldgicamente relacionadas con Cs HSP17.5 en el tallo de otras
especies lefiosas forestales, principalmente cedro y alcornoque (Fig. 6). Los niveles de
estas proteinas detectados no estdn relacionados directamente con la proximidad
filogenética; un ejemplo claro es la elevada presencia de proteina detectada en el cedro del
Himalaya frente a la apenas perceptible del pino pifionero, aun perteneciendo ambos a la
familia de las Pinédceas, y muy alejadas filogenéticamente del castafio. Del mismo modo
que se ha descrito que la expresién en ausencia de estrés durante el desarrollo de los
6rganos y estructuras reproductivos atafie a sélé un subconjunto de las sHSP del
individuo, en general de las clases citosélicas I y Il (Wehmeyer et al., 1996; Coca et al.,
1996; DeRocher y Vierling, 1994), la funcién ejercida en el tallo por Cs HSP17.5 y las
otras proteinas homologas puede haber sido asumida en otras especies, particularmente

herbéceas, por sHSP de otra clase.

En el tallo Cs HSP17.5 se concentra preferentemente en la zona del floema
secundario y el cambium (Fig. 13). Este hecho podria estar relacionada con la importancia
que tiene en ambos tejidos el citoesqueleto, bien para dirigir el transporte a través de los
plasmodesmos, bien para la divisién en el meristemo y la formacién de la pared vegetal,
habiendo sido descrita recientemente la interaccion de sHSP con la actina y la tubulina
(Hino et al., 2000; Muchowski et al., 1999; Perng et al., 1999). También es posible que
esta presencia esté relacionada con el estrés oxidativo generado por la lignificacién de los
tejidos colindantes, contribuyendo la chaperona a mantener la integridad de los tejidos

metabdlicamente més activos del tallo (Parsell y Lindquist, 1994; Pla ef al., 1998).
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Relaciones estructura-funcion

Si bien las regiones de consenso I y II, en la zona C-terminal de las sHSP estan
claramente definidas, asi como otras regiones conservadas en posiciones N-terminales,
propias de las distintas clases en que se subdividen las sHSP, ain no estdn bien
dilucidadas las funciones que ejerce cada una de ellas. Asi, como se detalla en la
Introduccién, se ha propuesto que la regién N-terminal interviene principalmente en la
formacién de los homo-oligémeros de sHSP (Leroux et al.,, 1997), presuntamente
necesarios para la actividad chaperona (Waters et al., 1996); segin este esquema, el
extremo C-terminal, incluyendo las regiones consenso I y II, contribuiria a la estabilidad
de estos complejos y serfa la responsable de la interaccién con los sustratos (Leroux et al.,
1997). Otros autores han aportado pruebas indirectas apoyando este modelo, segiin las
cuales la regién N-terminal ocuparfa la parte interna de los oligémeros, con forma de
esferoides huecos, interaccionando los sustratos con las regiones C-terminales en la
superficie del complejo (Lee et al., 1997; Muchowski et al., 1999.). La tinica estructura
tridimensional de uno de estos complejos descrita hasta la fecha (Kim et al., 1998a) es
totalmente compatible con este modelo, si bien los autores indican la posibilidad de que
pequefios péptidos desplegados atravesaran las "ventanas" que el oligémero presenta en la
superficie, plegandose en el interior mediante interacciones con las colas N-terminales.
Otros autores, como Yeh et al., 1997, proponen que, por el contrario, es una regién més

N-terminal, incluyendo el consenso II, la que establece uniones con los sustratos.

Con objeto de dilucidar el comportamiento en este aspecto de Cs HSP17.5, se ha
abordado en la tltima etapa de esta tesis el clonaje y expresién de formas truncadas de la
proteina (apartado IIL.3). Estas formas carecen de los 17 y 44 primeros residuos del
extremo N-terminal, aunque conservaban integro el domino o-cristalina. En primera
instancia se ha investigado el efecto de estas deleciones en la oligomerizacién de la
proteina (Fig. 30): la eliminacion de los primeros 17 aminodcidos implica la formacién de
complejos de unos 110 y 80 kDa, correspondientes a oligdmeros de 6 y 4 subunidades

respectivamente, mientras que la eliminacién de 44 aminodcidos en el extremo N-terminal
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supone la formacién de oligdmeros de unos 180 y 110 kDa, correspondientes a su vez a
complejos de 12 y 8 subunidades. Por tanto, el extremo N-terminal parece influir de forma
determinante en la oligomerizacién de la proteina. Este mismo estudio ha mostrado la
formacién de oligbmeros de 240 y 310 kDa por parte de la proteina completa
recombinante (complejos de 12 y 16 subunidades, respectivamente. Estos datos son
compatibles con los datos de Leroux et al. (1997), Haley et al. (1998) o Vanhoudt et al.

(2000), que sefialan la existencia de toda una serie de complejos para una misma sHSP.

Young ef al. (1999), tras haber demostrado la interaccion del extremo N-terminal
de una sHSP de arroz en la unién al sustrato, sugieren la existencia de diferentes
mecanismos de actuacién entre las SHSP vegetales y las de otros eucariotas, en las que el
extremo C-terminal protagoniza tal interaccién. Con objeto de confirmar esta hipdtesis, se
requerirdn nuevos experimentos para determinar si las formas truncadas de Cs HSP17.5

generadas mantienen su actividad funcional.
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RESUMEN YCONCLUSIONES

Las conclusiones mas significativas de esta tesis son las siguientes:

1.- A partir de una genoteca de castafia en desarrollo se ha aislado y secuenciado el
correspondiente ADNc que codifica una proteina de 154 aminodcidos, con un peso
molecular deducido de 17.5 kDa, denominada Cs HSP17.5. La comparacion de
secuencias indica que la proteina pertenece a la clase citosélica I de la familia de las sHSP
vegetales. Mediante inmunomicroscopia electrénica de células de cotiledon se ha

confirmado la localizacién exclusivamente citosélica de esta proteina.

2.- Se han detectado protefnas inmunoldgicamente relacionadas con Cs HSP17.5
en el tallo de diversas especies arbéreas, aparte del castafio comin. La presencia en el
tallo de castafio de la misma proteina mayoritaria identificada en semilla se ha demostrado
mediante la purificacién y secuenciacidén de péptidos internos y andlisis MALDI, asi como
a través del rastreo de una genoteca de ADNc de rama. En este 6rgano la proteina se
localiza principalmente en el cambium y el floema secundario, como ha revelado la

deteccién por inmunomicroscopia confocal.

3.- Se ha caracterizado con mayor detalle la actividad chaperona molecular in vitro
de Cs HSP17.5, empleando como sustrato una de las protefnas solubles mas abundantes
en la semilla madura, la endoquitinasa Cs Ch 1. Se ha investigado la capacidad de Cs
HSP17.5 para reactivar la endoquitinasa desnaturalizada quimicamente en sus aspectos

cinéticos y estequiométricos.

4.- Se ha investigado la expresién de la chaperona en la semilla durante la
maduracién y la germinacion. Se ha detectado la presencia del correspondiente ARNm a
lo largo de todo el proceso, alcanzindose el nivel maximo antes de finalizar la

maduracién y decreciendo paulatinamente durante la germinacién.

5.- Se ha investigado asimismo la expresién de esta proteina en plantulas

sometidas a diversas situaciones de estrés y a tratamientos hormonales. No se ha
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apreciado induccién significativa en respuesta a los tratamientos con 4cido jasmoénico ni
acido salicilico, asi como tampoco en respuesta a la produccién de heridas en las hojas o
al estrés salino. Si se ha demostrado la fuerte induccién de la transcripcién del gen ante
las temperaturas extremas, tanto altas como bajas, especialmente en el tallo. Respecto al
estrés de calor, se ha observado una relacién directa de la induccién con la duracién e
intensidad del tratamiento. La induccién provocada por las bajas temperaturas (4°C)
alcanza un nivel comparable a la del tratamiento de 40°C, siendo de nuevo mads intensa en

el tallo.

6.- Se ha observado la expresién de Cs HSP17.5 de forma constitutiva en el tallo
de castafio, no habiendo sido descrita hasta ahora una expresién de este tipo para las sHSP
vegetales. Se ha investigado el patrén de expresidn durante el afio en ramas de ejemplares
adultos, detectdndose la presencia de dos maximos que se alcanzan de manera paulatina

durante el invierno y el verano, tanto en los niveles d¢ ARNm como de proteina.

7.- La proteina ha sido expresada heterdlogamente en E. coli de forma estable,
empledndose estas células como modelo donde estudiar su posible actividad in vivo. En
este sentido, se ha demostrado que ejerce una proteccidén sobre las células frente al choque
térmico; este efecto estd correlacionado con un aumento de la termoestabilidad de las
proteinas solubles de la bacteria. Por otra parte, se ha demostrado que la proteina de
castafio protege a las c€lulas frente a las bajas temperaturas, incrementando su viabilidad
ante un tratamiento de 4°C. Hasta la fecha un efecto protector de este tipo no habia sido

descrito para esta familia de proteinas.

8.- Por ultimo, se ha iniciado una investigacién de las bases estructurales de la
oligomerizacién y funcionalidad de la proteina. A este efecto se han expresado de forma
estable en E. coli dos formas truncadas de Cs HSP17.5, carentes de 17 y 44 residuos
respectivamente en su extremo N-terminal. La eliminacién de estas regiones afecta a la

formacién de oligémeros y al ndmero de subunidades de que éstos se componen.
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