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RESUMEN  

 

El frío es uno de los estreses abióticos más importantes, afecta severamente al 

crecimiento y desarrollo de las plantas, y limita su distribución geográfica. Puesto que el estrés 

por frío, por salinidad y por sequía solapan algunos de sus mecanismos moleculares de 

respuesta, se usó una biblioteca de ADNc de remolacha (Beta vulgaris) generada con hojas de 

plantas sometidas a estrés salino, para tratar de identificar genes de tolerancia a estrés por frío 

mediante su sobreexpresión en levadura. De este modo se identificó, entre otros, el gen CRIO4 

cuya caracterización ha sido el trabajo de esta tesis. CRIO4 codifica una proteína tipo Sec14, y 

es ortólogo a la familia PATL de Arabidopsis thaliana y tiene un dominio conservado con 

SEC14 y la familia SFH de levadura. La sobreexpresión de CRIO4 confiere a las células de 

levadura la capacidad de crecer a temperaturas bajas y tolerancia a tunicamicina (inhibidor de 

la glicosilación de proteínas). El análisis in silico de la secuencia de CRIO4 confirma diversos 

motivos y dominios conservados en la proteína que parecen dirigir su función hacia el tráfico 

vesicular, y revela múltiples potenciales sitios de fosforilación en CRIO4 sugiriendo una posible 

función en señalización. El dominio Sec14 es un dominio de unión y transferencia de 

fosfolípidos, y los resultados obtenidos indican que CRIO4 establece unión con 

fosfatidiolinositol y fosfatidiletanolamina. CRIO4 no complementa la función de Sec14p de 

levadura, y esto podría ser debido a la falta de afinidad de CRIO4 por fosfatidilcolina. En 

levadura, el transporte de triptófano es el mayor factor limitante para el crecimiento a 

temperaturas bajas. Los resultados del ensayo de coexpresión de CRIO4 con TAT2 (una 

permeasa de alta afinidad para triptófano) en levadura mostrados en esta tesis, parecen indicar 

una estimulación del transporte de Tat2p hacia la membrana plasmática por parte de CRIO4, 

que podría devenir en una absorción de triptófano mejorada, explicando así la mayor tolerancia 

a frío conferida por la sobreexpresión de CRIO4 en levadura. 

El estudio de localización subcelular ha mostrado que CRIO4 está asociada a la 

membrana plasmática y en membranas intracelulares, formando parte de vesículas, lo que 

parece confirmar el papel de CRIO4 en el tráfico intracelular, función que compartiría con sus 

ortólogos. El patrón de expresión de CRIO4 en remolacha ha mostrado que CRIO4 se expresa 

en todos los tejidos analizados, concentrándose su mayor expresión en hoja y raíz. También se 

ha mostrado que la expresión de CRIO4 aumenta tras tiempos cortos de exposición a estrés 

por frío y estrés por calor. 

Se han realizado estudios fenotípicos de diferentes líneas mutantes en genes PATLs de 

Arabidopsis thaliana, obteniéndose una gran variabilidad en los resultados que podría ser 

debida a la redundancia funcional entre los miembros de esta familia multigénica. También se 

han realizado estudios fenotípicos de líneas transgénicas de Arabidopsis thaliana que 

sobreexpresan el gen CRIO4. Estas líneas muestran una mejoría en su crecimiento y 

desarrollo a temperaturas bajas, aumentando por tanto su tolerancia al estrés por frío. Además, 

la expresión de CRIO4, en las líneas transgénicas de A. thaliana, aumenta considerablemente 



tras el estrés por frío y tras un choque térmico, observándose en este último caso, acúmulos de 

CRIO4 a lo largo de toda la célula. 

El reciclaje intracelular de PIN2, indicador de la respuesta gravitrópica, se ve afectado por 

la disminución de la temperatura. Los resultados obtenidos en esta tesis parecen indicar que la 

sobreexpresión de CRIO4 reactiva el transporte intracelular de PIN2 bajo estrés por frío, lo que 

implicaría que su fenotipo está relacionado con el tráfico de auxinas.  



RESUM 

 

El fred és un dels estressos abiòtics més importants, afecta severament al creixement i 

desenvolupament de les plantes, i limita la seua distribució geogràfica. Ja que l'estrès per fred, 

per salinitat i per sequera solapen alguns dels seus mecanismes moleculars de resposta, es va 

usar una biblioteca d'ADNc de remolatxa (Beta vulgaris) generada amb fulles de plantes 

sotmeses a estrès salí, per tractar d'identificar gens de tolerància a estrès per fred mitjançant la 

seua sobreexpressió en llevat. D'aquesta manera es va identificar, entre d'altres, el gen CRIO4 

la caracterització del qual ha estat el treball d'aquesta tesi. CRIO4 codifica una proteïna tipus 

Sec14, i és ortòleg a la família PATL d'Arabidopsis thaliana i té un domini conservat amb 

SEC14 i la família SFH de llevat. La sobreexpressió de CRIO4 confereix a les cèl·lules de llevat 

la capacitat de créixer a temperatures baixes i tolerància a tunicamicina (inhibidor de la 

glicosilació de proteïnes). L'anàlisi in silico de la seqüència de CRIO4 confirma diversos motius 

i dominis conservats en la proteïna que semblen dirigir la seua funció cap al tràfic vesicular, i 

revelen múltiples potencials llocs de fosforilació en CRIO4 suggerint una possible funció en 

senyalització. El domini Sec14 és un domini d'unió i transferència de fosfolípids i els resultats 

obtinguts indiquen que CRIO4 estableix unió amb fosfatidiolinositol i fosfatidiletanolamina. 

CRIO4 no complementa la funció de Sec14p de llevat, i això podria ser a causa de la falta 

d'afinitat de CRIO4 per fosfatidilcolina. En llevat, el transport de triptòfan és el major factor 

limitant per al creixement a temperatures baixes. Els resultats de l'assaig de coexpressió de 

CRIO4 amb TAT2 (una permeasa d'alta afinitat per triptòfan) en llevat mostrats en aquesta tesi, 

semblen indicar una estimulació del transport de Tat2p cap a la membrana plasmàtica per part 

de CRIO4, que podria esdevindre en una absorció de triptòfan millorada, explicant així la major 

tolerància a fred conferida per la sobreexpressió de CRIO4 en llevat. 

L'estudi de localització subcel·lular ha mostrat que CRIO4 està associada a la membrana 

plasmàtica i en membranes intracel·lulars, formant part de vesícules, la qual cosa sembla 

confirmar el paper de CRIO4 en el tràfic intracel·lular, funció que compartiria amb els seus 

homòlegs. El patró d'expressió de CRIO4 en remolatxa ha mostrat que CRIO4 s'expressa en 

tots els teixits analitzats, concentrant-se la seua major expressió en fulla i arrel. També s'ha 

mostrat que l'expressió de CRIO4 augmenta després de temps curts d'exposició a estrès per 

fred i estrès per calor. 

S'han realitzat estudis fenotípics de diferents línies mutants en gens PATLs d'Arabidopsis 

thaliana, obtenint-se una gran variabilitat en els resultats que podria ser deguda a la 

redundància funcional entre els membres d'aquesta família multigènica. També s'han realitzat 

estudis fenotípics de línies transgèniques d'Arabidopsis thaliana que sobreexpressen el gen 

CRIO4. Aquestes línies mostren una millora en el seu creixement i desenvolupament a 

temperatures baixes, augmentant per tant la seua tolerància a l'estrès per fred. A més, 

l'expressió de CRIO4, en les línies transgèniques d'A. thaliana, augmenta considerablement 

després de l'estrès per fred i després d'un xoc tèrmic, observant-se en aquest últim cas, cúmuls 

de CRIO4 al llarg de tota la cèl·lula. 



El reciclatge intracel·lular de PIN2, indicador de la resposta gravitrópica, es veu afectat per 

la disminució de la temperatura. Els resultats obtinguts en aquesta tesi semblen indicar que la 

sobreexpressió de CRIO4 reactiva el transport intracel·lular de PIN2 sota estrès per fred, la 

qual cosa implicaria que el seu fenotip està relacionat amb el tràfic d'auxines. 

  



ABSTRACT 

 

Cold is one of the most important abiotic stresses, severely affects the growth and 

development of plants, and limits their geographical distribution. Given that cold, salinity and 

drought stresses overlap some of their molecular mechanisms of response, a cDNA library of 

sugar beet (Beta vulgaris), generated from leaves of plants subjected to saline stress, was used 

to try to identify genes for tolerance to cold stress by its overexpression in yeast. In this way it 

was identified, among others, the CRIO4 gene whose characterization has been the work of this 

thesis. CRIO4 encodes a SEC14-like protein, and it is ortholog to PATL family of Arabidopsis 

thaliana and it shares a conserved domain with SEC14 and SFH family of yeast. CRIO4 

overexpression confers to the yeast cells the ability to grow at low temperatures and tolerance 

to tunicamycin (an inhibitor of protein glycosylation). The in silico analysis of the CRIO4 

sequence confirms several motifs and domains conserved in the protein that seem to direct its 

function toward the vesicular trafficking, and it reveals multiple potential phosphorylation sites in 

CRIO4 suggesting a possible role in signaling. Sec14 domain is a phospholipid binding and 

transfer domain, and the obtained results indicate that CRIO4 binds to phosphatidylinositol and 

phosphatidylethanolamine. CRIO4 does not complement the function of Sec14p of yeast, and 

this could be due to the lack of phosphatidylcholine affinity by CRIO4. Tryptophan transport is 

the greatest limiting factor for growth at low temperatures in yeast. The results of the yeast 

coexpression assay of CRIO4 and TAT2 (a high-affinity tryptophan permease) displayed in this 

thesis, seem to indicate stimulation of Tat2p transport to the plasma membrane by CRIO4, 

which could develop into an enhanced tryptophan absorption, thereby explaining the greater 

cold tolerance conferred by overexpression of CRIO4 in yeast. 

The subcellular localization study has shown that CRIO4 is associated with the plasma 

membrane and intracellular membranes, being part of vesicles, which seems to confirm the role 

of CRIO4 in intracellular trafficking, function that it would share with its orthologous genes. The 

expression pattern of CRIO4 in sugar beet has shown that CRIO4 is expressed in all analyzed 

tissues, focusing its highest expression in leaf and root. It has also been shown that CRIO4 

expression increases after shorter exposure to cold stress and heat stress. 

Phenotypic studies of several mutant lines of PATLs genes from Arabidopsis thaliana have 

been carried out and high variability in results was obtained, this could be due to functional 

redundancy among the members of this multigenic family. Phenotypic studies of transgenic 

lines of Arabidopsis thaliana overexpressing the CRIO4 gene have also been performed. These 

lines show an improvement in their growth and development at low temperatures, thereby 

increasing their tolerance to cold stress. Furthermore, expression of CRIO4, in A. thaliana 

transgenic lines, increases considerably after cold stress and heat shock. Moreover, 

accumulation points of CRIO4 were observed along the whole cell, after heat shock. 

Intracellular recycling of PIN2, a gravitropic response indicator, is affected by decreasing 

temperature. The results obtained in this thesis suggest that overexpression of CRIO4 



reactivates intracellular transport of PIN2 under cold stress, which would imply that its 

phenotype is related to auxin traffic. 
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1- INTRODUCCIÓN 

 

1.1- Estrés por frío. 

1.1.1- Concepto de estrés en fisiología vegetal. 

 

El termino estrés, cuya definición había sido descrita en mecánica con mucha exactitud, 

fue usado por primera vez en un contexto biológico por Hans Selye en 1936, haciendo 

referencia a un síndrome o conjunto de reacciones fisiológicas no especificas del organismo a 

diferentes agentes nocivos del ambiente de naturaleza física o química. Sin embargo, la 

definición de estrés en las plantas es bastante diferente de la definición de estrés en animales y 

seres humanos.  

En la mayoría de los estudios con plantas, los autores utilizan el término "estrés” en un 

sentido muy amplio, y esto requiere el establecimiento de un concepto unificador de estrés en 

las plantas (Lichtenthaler, 1998). Probablemente debido a una extensión del significado físico 

(significado equivalente al de presión), muchas de estas definiciones, como la de J. Levitt en 

1980, coinciden en la atribución de estrés a cualquier factor ambiental desfavorable para el 

organismo vivo que se examina. Y la capacidad del organismo para sobrevivir al factor 

desfavorable ha sido llamada resistencia al estrés (Gaspar et al., 2002). Sin embargo, algunos 

factores pueden tener simultáneamente efectos tanto beneficiosos como desfavorables (Nilsen 

y Orcutt, 1996). En este sentido, Lichtenthaler (1998)  además de los conceptos de estrés 

(estado de una planta cuando se la somete a una agresión externa) y tensión o esfuerzo (más 

comúnmente denominado resistencia al estrés: respuesta de la planta al estrés antes de que 

ocurra algún daño), distingue también el concepto de daño (resultado de un estrés de tal 

intensidad que no puede ser compensado por la planta). Por tanto, es conveniente destacar 

que, aunque el estrés y sus respuestas vinculadas puedan estar presentes, esto no siempre 

implica la existencia de daño, aun cuando la planta esté sujeta a períodos largos o incluso a 

estrés continuo. 

En esta memoria se tiene en cuenta la definición de Lambers et al. (1998) que entiende el 

estrés como cualquier factor ambiental, biótico o abiótico, que reduce la tasa de algún proceso 

fisiológico, por debajo de la tasa máxima que podría alcanzar. Estos mismos autores definen 

tres escalas temporales en la respuesta de las plantas al estrés (citado por Montoliu, 2010): 

- Fase de alarma: es el efecto inmediato cuando se presenta el estrés. Ocurre en una escala de 

segundos a días. Las plantas reaccionan ralentizando o deteniendo sus funciones fisiológicas 

básicas, reduciendo su vigor, y activando mecanismos específicos para hacer frente al estrés. 

Las plantas que no poseen mecanismos adecuados de defensa o respuesta frente al estrés 

experimentan daños irreversibles y mueren. El desenlace es el mismo cuando la situación de 

estrés es muy intensa y supera la capacidad de respuesta de la planta. 

-Aclimatación: es el ajuste morfológico y fisiológico que realiza la planta, como individuo, para 

compensar su peor funcionamiento después de la exposición al estrés. Ocurre en una escala 

de días a semanas. La activación de los mecanismos defensivos o de respuesta da lugar a 
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reajustes del metabolismo celular para adaptarse a las nuevas condiciones, a la activación de 

los procesos de reparación de la maquinaria celular dañada y a la expresión de las 

adaptaciones morfológicas. 

-Adaptación: es la respuesta evolutiva que resulta de cambios genéticos en las poblaciones, 

conduciendo a una compensación morfológica y fisiológica. Ocurre en una escala temporal 

mucho mayor que la aclimatación, y tras muchas generaciones. 

 

 

1.1.2- Tipos de estrés. 

 

Existen distintas clasificaciones de los factores de estrés aunque, en general, éstos 

pueden ser clasificados como estreses bióticos y abióticos (Azcón-Bieto y Talón, 2008). 

Los estreses bióticos son originados por la acción de otros seres vivos: animales, otras plantas 

(por competencia, alelopatía, etc.), microorganismos (bacterias y hongos), y otros agentes 

fitopatógenos (virus y viroides). 

Los estreses abióticos, dependiendo del agente causal, pueden dividirse en físicos y 

químicos (Tabla 1). Entre los factores físicos se encuentran el estrés por déficit o exceso de 

agua, temperaturas extremas (calor, frío, congelación), salinidad (en su componente osmótico) 

y radiación UV. Y entre los factores químicos destacan la contaminación atmosférica por 

metales pesados, toxinas, salinidad (en su componente iónico o tóxico) y carencia de 

elementos minerales. 

 

 

 

1.1.3- Relevancia del estudio del estrés en plantas. 

 

Hay numerosas razones para estudiar la fisiología de las plantas bajo condiciones de 

estrés, según Tambussi (2004), las más importantes son:  

- El conocimiento de los factores de estrés en los vegetales puede resultar crucial para la 

elaboración de modelos predictivos (por ejemplo, el estudio de los posibles efectos del cambio 

climático). 

- Desde una perspectiva ecofisiológica, el análisis de la interacción de las plantas con los 

factores ambientales es fundamental para comprender la distribución de las especies en los 

diferentes ecosistemas. 

Tabla 1: Algunos agentes estresantes para las plantas.  
Fuente: Gaspar et al., 2002. 
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- El rendimiento de los cultivos está fuertemente limitado por el impacto de estreses 

ambientales.  

Los estreses ambientales representan los factores que más limitan la productividad 

agrícola en todo el mundo. Estos estreses no solo tienen un impacto sobre las especies de 

cultivos actuales, sino que también son un obstáculo importante para la introducción de cultivos 

en zonas que actualmente no están siendo utilizadas para la agricultura (Gaspar et al., 2002). 

Es crucial comprender los procesos fisiológicos subyacentes en la tolerancia de los cultivos 

al estrés a la hora de establecer programas de mejora genética, tanto desde abordajes 

tradicionales como biotecnológicos (Ali Dib et al., 1990). 

 

 

1.1.4- Mecanismos generales de respuesta al estrés. 

 

Las plantas están ligadas a su hábitat, no pueden huir de la amenaza de muchos agentes 

estresantes ambientales y antrópicos, y por lo tanto necesitan mecanismos especiales para 

evitar el estrés o adaptarse a él (Lichtenthaler, 1998). La flexibilidad de su metabolismo permite 

a las plantas hacer frente a su entorno en constante fluctuación (Gaspar et al., 2002). 

La manifestación de las respuestas de las plantas frente a unas condiciones ambientales 

adversas implica la puesta en marcha de una secuencia compleja de acciones. En primer lugar, 

se produce la percepción por la planta del estímulo estresante, siendo este proceso el aspecto 

menos conocido de esta secuencia de acciones. En general, la señal de estrés es detectada 

por receptores y seguidamente es procesada para su amplificación a través de cascadas o 

rutas de transmisión de la señal hasta el núcleo de las células.  

La transducción de la señal produce cambios transitorios en los niveles de determinados 

iones (calcio) y moléculas (lípidos, especies reactivas de oxígeno, especies antioxidantes, 

óxido nítrico) que actúan como segundos mensajeros, amplificando la señal de estrés a través 

de la célula hasta inducir un cambio en una molécula efectora, como una quinasa o un factor 

de transcripción. Las hormonas también realizan una función importante en las rutas de 

transmisión intracelular de la señal de estrés. El ácido abscísico participa de forma activa en la 

señalización de muchas de las respuestas al estrés abiótico (Toumi et al., 2010), y se ha 

descrito también la implicación del etileno, el ácido salicílico y el ácido jasmónico, en la 

transmisión de la señal de infección por patógenos (Dempsey et al., 1999; Dong, 1998; 

Jameson y Clarke, 2002; Vlot et al., 2009). 

Finalmente tiene lugar la regulación de la expresión génica en el núcleo, donde se induce 

o reprime la expresión de diversos genes, o los factores de transcripción que los regulan, lo 

que a su vez provoca cambios en el metabolismo celular, que se traducen en alteraciones en el 

crecimiento y desarrollo de la planta. Estos cambios van encaminados hacia el restablecimiento 

de la homeostasis de la planta y según Azcón-Bieto y Talón (2008) pueden ser entre otros: 
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- Alteraciones en el desarrollo de las plantas. Normalmente se aprecia un menor desarrollo 

vegetativo, así como una reducción del número de estructuras reproductivas que aceleran su 

desarrollo para asegurar la siguiente generación.  

- Muerte celular y abscisión de los tejidos dañados, lo que elimina el foco de infección en estrés 

biótico, disminuye la superficie de transpiración y permite reciclar nutrientes.  

- Aumento o disminución en la actividad de rutas alternativas de disipación y obtención de 

energía, como la fermentativa. 

- Cambios en la actividad hormonal. Además de participar en la percepción y transmisión de la 

señal, la modificación de los niveles hormonales puede incrementar la resistencia al estrés. 

- Síntesis de nuevas proteínas, como la ubicuitina, las proteasas implicadas en la degradación 

de las proteínas dañadas, y las proteínas de choque térmico. Estas últimas no solo inducidas 

frente a temperaturas extremas, que actúan como chaperonas plegando proteínas 

desnaturalizadas por el estrés y previniendo la formación de agregados proteicos irreversibles. 

- Síntesis y acumulación de compuestos osmoprotectores que actúan restaurando el potencial 

hídrico o bien como protectores de la estructura de membranas y macromoléculas. 

- Síntesis de metabolitos secundarios protectores, como los fenilpropanoides. 

 

 

1.1.5- Estrés por bajas temperaturas en plantas. 

 

El frío es uno de los estreses abióticos más importantes, afecta severamente al 

crecimiento y desarrollo de las plantas, y limita su distribución geográfica. Solo un tercio del 

área total de la Tierra está libre de heladas y el 42% de la superficie terrestre soporta 

temperaturas por debajo de -20ºC (Larcher, 1995). 

En general, las plantas originarias de zonas templadas muestran un grado variable de 

tolerancia al frío y pueden aumentar su tolerancia a la congelación mediante su exposición a 

temperaturas bajas por encima de 0ºC (proceso denominado aclimatación). Sin embargo, las 

plantas originarias de áreas tropicales y subtropicales son sensibles al frío y carecen del 

mecanismo de aclimatación (Miura y Furumoto, 2013). La mayoría de estas especies sufren 

daños durante el almacenamiento a temperaturas por encima del punto de congelación de los 

tejidos, pero inferiores a 15°C (Lukatkin et al., 2012). 

Para entender el efecto del frío sobre las plantas, conviene distinguir entre aquellas 

temperaturas que se encuentran por encima y por debajo de 0ºC. Puesto que el término “estrés 

por bajas temperaturas” puede resultar arbitrario, en adelante se utilizará el concepto “estrés 

por frío” para designar al chilling stress (estrés causado por temperaturas comprendidas en el 

intervalo entre 0 y 15ºC) y “estrés por congelación” para designar al freezing stress (estrés 

causado por temperaturas por debajo de 0ºC). El trabajo de esta tesis se centra en la categoría 

de estrés por frío enfocándose en el estudio con plantas sometidas principalmente a 10ºC. 
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Por otro lado, aunque cada especie de planta tiene unos requerimientos térmicos 

característicos para alcanzar un desarrollo óptimo, las plantas pueden ser divididas en tres 

grupos en función de su sensibilidad al frío (Goñi, 2010): 

- Plantas sensibles a las bajas temperaturas (chilling-sensitive): Especies que presentan 

síntomas de daño tras tiempos prolongados de exposición a temperaturas por debajo de 2-

15ºC. Se entiende por plantas moderadamente sensibles aquellas que se alteran en el intervalo 

entre 2 y 7ºC, y muy sensibles cuando no soportan temperaturas por debajo de 15ºC. 

- Plantas resistentes a las bajas temperaturas (chilling-resistant): Son capaces de tolerar bajas 

temperaturas por encima de 0ºC pero son seriamente dañadas cuando comienza a formarse 

hielo en su interior. 

- Plantas resistentes a las heladas (frost-resistant): Especies capaces de soportar temperaturas 

por debajo de 0ºC. 

La respuesta al estrés por frío es un proceso complejo que implica muchos cambios a 

nivel celular. Se produce una reprogramación de la expresión génica, modificaciones en el 

metabolismo celular (Chinnusamy et al., 2010), y cambios en compartimentos celulares (Miura  

y Furumoto, 2013). A continuación se detallan algunos de los procesos más importantes que 

tienen lugar durante la percepción y respuesta al estrés por frío. 

 

 

1.1.5.1- Percepción y transducción de la señal de frío. 

 

Hasta la fecha no se ha identificado el mecanismo mediante el cual las plantas son 

capaces de detectar la bajada de temperatura. Se cree que múltiples sensores primarios 

podrían participar en la percepción del frío. Cada sensor percibiría un aspecto específico del 

estrés y estaría implicado en una de las ramas de las distintas rutas de señalización de frío 

(Miura y Furumoto, 2013). Las evidencias sugieren que las plantas son capaces de medir la 

temperatura absoluta, la tasa de variación, y el tiempo de exposición a las temperaturas bajas 

(Knight y Knight, 2012). 

Varios estudios han demostrado que la rigidificación de la membrana, junto con la 

reorganización del citoesqueleto, la entrada de calcio y la activación de cascadas de quinasas 

(CDPKs y MAPKs), desencadena la respuesta al frío (Uemura y Steponkus, 1999; Orvar et al., 

2000; Xin y Browse, 2000; Sangwan et al., 2002; Vergnolle et al., 2005; Williams et al., 2005; 

Komatsu et al., 2007). Actualmente, la hipótesis más ampliamente aceptada es que la 

reducción en la fluidez de la membrana causada por el estrés por frío, podría ser el evento 

primario de la percepción de frío que activaría los canales de calcio, activados por estrés 

mecánico, tanto en procariotas como en plantas (Shi et al., 2015). 

La disminución de la fluidez de las membranas como consecuencia de la exposición a 

bajas temperaturas está bastante bien caracterizada. El frío produce la llamada “transición de 

fases” (Figura 1), que si se prolonga en el tiempo, impide a la membrana mantener los 

gradientes iónicos y el metabolismo comienza a sufrir alteraciones. Finalmente, la muerte de la 
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célula puede sobrevenir si el 

daño se acentúa. En este 

sentido, ha recibido considerable 

atención el papel de la 

insaturación de los lípidos de 

membrana en la tolerancia a 

bajas temperaturas y, de hecho, éste ha sido considerado como uno de los factores críticos 

entre los mecanismos de tolerancia al frío (Tambussi, 2004). En plantas aclimatadas cambia la 

composición lipídica, tanto de la membrana plasmática como de los cloroplastos, de modo que 

el umbral de temperatura en el que se producen daños en la membrana es menor que el 

umbral de plantas no aclimatadas (Uemura y Steponkus, 1999). Esto se consigue al aumentar 

el contenido de ácidos grasos insaturados en las membranas adaptadas al frío, lo que aumenta 

su fluidez (Vogg et al., 1998).  

Otro posible mecanismo sensor de los cambios en la fluidez de la membrana es la 

desestabilización del citoesqueleto. En células vegetales, las temperaturas bajas provocan una 

rápida despolimerización de los microtúbulos y los microfilamentos, que vuelven a polimerizar 

con la subida de temperatura (Hepler y Hush, 1996; Ruelland et al., 2010). La 

despolimerización, parcial y transitoria, de los microtúbulos es necesaria y suficiente para 

inducir eficientemente el proceso de aclimatación en trigo, sugiriendo que los microtúbulos 

actúan como sensores de temperaturas bajas (Schwarzerová et al., 2006; Nick, 2012). En 

protoplastos de Nicotiana plumbaginifolia la disrupción del citoesqueleto mediante tratamientos 

químicos eleva la magnitud del incremento de calcio (Ca
2+

) intracelular que se produce en 

respuesta a frío (Mazars et al., 1997), y aumenta la expresión de genes inducibles por frío 

como ocurre con la disminución de fluidez de la membrana (Örvar et al., 2000; Sangwan et al., 

2001). Se ha sugerido que los microtúbulos limitan la permeabilidad de los canales de calcio 

mecanosensibles a través de la rigidificación de la membrana (Nick, 2012). 

En un modelo simplista en el que la fluidez de la membrana actúa como un sensor, es 

difícil prever como este termómetro celular puede transmitir la temperatura absoluta como 

cambios biofísicos que probablemente sean transiciones de fase. Una solución a este problema 

podría ser que diferentes dominios en la membrana fueran responsables de comunicar un 

rango particular de temperaturas. Esto sucede en células de mamíferos, donde diferentes 

rangos de temperatura son transmitidos por distintos receptores y, donde también se producen 

cambios en la formación y composición de las balsas lipídicas en respuesta a frío (Bali et al., 

2009). 

Actualmente, se está estudiando en Arabidopsis thaliana la implicación de los 

microdominios de membrana y sus componentes en la respuesta a las bajas temperaturas. Se 

ha observado que el frío induce cambios en la composición de estos microdominios, como la 

disminución de los componentes asociados al citoesqueleto (Minami et al., 2009), pudiendo 

originar una reorganización del citoesqueleto de actina. Esto podría inducir la activación de los 

canales de calcio mecanosensibles de la membrana, provocando a su vez un aumento 

Figura 1: Transición de fases en la membrana plasmática debida al estrés 

por frío. Fuente: Theocharis et al., 2012. 
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transitorio de la concentración de calcio citosólico (Theocharis et al., 2012). El Ca
2+

 que 

temporalmente aumenta en el citosol podría propagarse y llegar al núcleo a través de los 

complejos de poros nucleares, incrementando la concentración nuclear de Ca
2+

 e iniciando la 

señalización nuclear, del mismo modo que ocurre en células animales (Mauger, 2012). 

El Ca
2+

 marcado por el estrés por frío puede ser decodificado por diferentes rutas. Las 

plantas poseen varios grupos de sensores de Ca
2+

 que incluyen: CaM (calmodulina) y CML 

(CaM-like), CDPKs (Ca
2+

-dependent protein kinases), CCaMK (Ca
2+

- y Ca
2+

/CaM-dependent 

protein kinase), CAMTA (CaM-binding transcription activator), CBLs (calcineurin B-like proteins) 

y CIPKs (CBL-interacting protein kinases) (Miura y Furumoto, 2013). Las CDPKs actúan como 

reguladores positivos (Saijo et al., 2000), pero CaM3 es un regulador negativo de la expresión 

génica y la tolerancia al frío en plantas (Townley et al., 2002). Las CBLs transmiten la señal de 

Ca
2+

 interactuando y regulando la familia de las CIPKs (Huang et al., 2011). Doherty et al. 

(2009) proporcionaron más evidencias del vínculo entre la señalización de Ca
2+

 y la inducción 

por frío de la ruta de los CBFs (CRT-Binding Factors), demostrando que activadores 

transcripcionales de unión a calmodulina (CAMTA) se unen a un elemento regulador en el 

promotor del gen CBF2.  

Además del Ca
2+

, hay otros segundos mensajeros que parecen estar implicados en la 

señalización mediada por las bajas temperaturas y que a su vez participan en el aumento de 

los niveles de Ca
2+

, lo que indicaría que actúan como intermediarios en la transmisión de la 

señal de Ca
2+

: ADP-ribosa cíclico (Sangwan et al., 2001), inositol trifosfato (IP3) (Xiong et al., 

2001) y adenosina 3’,5’-monofosfato cíclico (cAMP) (Thomas et al., 2013). La liberación de 

Ca
2+

 desde los depósitos intracelulares, mediada por inositol trifosfato (IP3), está aguas arriba 

de la expresión de los genes activados por la ruta de señalización de frío: CBFs y COR (cold 

responsive) (Chinnusamy et al., 2007, 2010). 

Por otra parte, Kumar y Wigge (2010) sugirieron la existencia de un mecanismo directo 

para la percepción de la temperatura al detectar que los nucleosomas de Arabidopsis thaliana 

que contienen la histona alternativa H2A.Z actúan como sensores de temperatura. Sin 

embargo, aunque sus resultados abren las puertas a la existencia de nuevos mecanismos que 

expliquen la percepción del frío, hasta el momento no se ha identificado en las plantas 

sensores específicos para bajas temperaturas.  

La fosforilación de proteínas en respuesta a frío y la 

supresión de la actividad de proteínas fosfatasas también 

pueden proporcionar a las plantas un modo de percibir la 

bajada de temperatura. La cascada MAPK (mitogen-

activated protein kinase) está implicada en la regulación 

de la señalización y la tolerancia al frío (Figura 2). Durante 

la primera hora de exposición al frío, en Arabidopsis 

thaliana, se produce la acumulación de transcritos de 

MEKK1 (una MAPKKK) (Mizoguchi et al., 1996). MEKK1 

interacciona con MKK2 (MAP kinase kinase 2) y ésta 

 

Figura 2: Modelo de la ruta de MKK2.  
Fuente: Teige et al., 2004. 
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fosforila a MPK4 y MPK6, especialmente en condiciones de estrés por frío. Las plantas que 

sobreexpresan MKK2 muestran una actividad constitutiva de MPK4 y MPK6, además de una 

inducción constitutiva de genes de respuesta a frío como CBF2, CBF3, etc (Teige et al., 2004).  

En alfalfa, se ha sugerido que es necesario la rigidificación de la membrana, el flujo de 

calcio y las CDPKs, para la activación de la cascada de MAPK en respuesta a frío (Sangwan et 

al., 2002). 

 

 

1.1.5.2- Regulación de la expresión génica. 

 

Actualmente, la ruta de señalización de respuesta a frío mejor conocida es la cascada 

transcripcional ICE1-CBF-COR. En esta ruta los genes CBF/DREB1 son rápidamente inducidos 

por frío y se unen a regiones de los promotores de los genes COR activando su transcripción. 

Recientes indicios muestran que la ruta CBF-dependiente está regulada por muchos 

importantes reguladores a niveles transcripcional, postranscripcional y postraduccional (Miura y 

Furumoto, 2013; Shi et al., 2015). 

 

 

1.1.5.2.1- Regulación transcripcional. 

 

Durante el proceso de respuesta y aclimatación a bajas temperaturas se produce una 

extensa remodelación del transcriptoma. Estudios transcriptómicos en Arabidopsis thaliana han 

puesto de manifiesto que, en respuesta a frío, puede verse modificada la expresión de hasta 

10.000 genes. Entre el 4% y el 12% del transcriptoma sufre alteraciones tras horas, días o 

semanas de exposición a temperaturas bajas (Hannah et al., 2005). La mayoría de éstos genes 

codifican factores de transcripción o proteínas reguladoras de la transcripción (Lee et al., 2005). 

Se estima que el 25% de los genes inducidos por frío codifican factores de transcripción 

(Robinson y Parkin, 2008). Entre éstos se incluyen las familias tipo CO (CONSTANS), HSF 

(heat-shock factor), ARF (auxin response factor) y la familia de factores de transcripción con 

dominio TCP (Hannah et al., 2005).  

En el promotor de muchos genes de plantas regulados por frío (genes COR, por ejemplo 

COR15a y LTI78 de Arabidopsis thaliana, y BN115 de Brassica napus) se puede encontrar una 

o varias copias de un elemento regulador cis denominado CRT (por C-repeat) o LTRE (por Low 

Temperature Responsive Element) (Baker et al., 1994; Yamaguchi‐Shinozaki y Shinozaki, 

1994; Jiang et al., 1996). Estos elementos inducen la expresión de genes en respuesta a frío y 

también estimulan la transcripción en respuesta a estrés por sequía por lo que se denominaron 

DRE (por Drought Responsive Element) (Yamaguchi‐Shinozaki y Shinozaki, 1994).  

En Arabidopsis se identificó un pequeño grupo de proteínas de unión al motivo CRT/DRE, 

la familia CBF (por CRT-Binding Factor). Esta familia está compuesta por los genes CBF1-4 y 

todos son activadores transcripcionales cuyo dominio de unión a ADN es de tipo AP2/EREBP 
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(APETALA2/Ethylene‐Responsive Element Binding Protein) (Gilmour et al., 1998; Liu et al., 

1998). Los transcritos de CBF1-3 se acumulan en respuesta a frío de forma rápida y transitoria, 

y también aunque en menor grado, en respuesta a ABA (Medina et al., 1999; Knight et al., 

2004). Sin embargo, CBF4 se induce por sequía y por ABA pero no por frío (Haake et al., 

2002). Existe otro tipo de proteínas de unión a secuencias CRT/DRE denominadas DREB 

(DRE-Binding protein): DREB1 y DREB2. DREB1 y sus homólogos son idénticos a los cuatro 

genes CBF (Liu et al., 1998), de ahí que en muchos artículos los denominen CBF/DREB1. En 

A. thaliana, los genes DREB1 son inducidos por frío y los genes DREB2 se inducen en 

respuesta a sequía, salinidad y calor, y ligeramente en respuesta a frío y ABA (Liu et al., 1998; 

Nakashima et al., 2000; Sakuma et al., 2006).  

Los factores de transcripción CBF alteran la expresión de más de 100 genes, conocidos 

como regulones de CBF, que contribuyen a aumentar la tolerancia a congelación (Park et al., 

2015). Inicialmente se pensó que los 3 CBFs eran funcionalmente equivalentes pero estudios 

posteriores concluyeron que CBF2 regula negativamente la expresión de CBF1 y CBF3 (Novillo 

et al., 2004), y que estos últimos no están implicados en la regulación de la expresión de 

ninguno de los otros CBFs (Novillo et al., 2007). De esta forma, se asegura una expresión 

precisa del regulón de los CBFs y el completo desarrollo del proceso de aclimatación en 

arabidopsis (Hernández, 2014). 

Parece haber dos tipos de factores de unión a ADN que se unen a los mismos elementos 

reguladores cis y actúan como activadores transcripcionales en al menos cinco rutas de 

transducción de la señal diferentes: estrés por bajas temperaturas (CBF1-3), sequía (DREB2B), 

salinidad (DREB2B y DDF1), estrés por calor (DREB2A-2B), y respuesta a ABA (CBF4, y 

aunque en menor grado CBF1-3). Esto ayuda a explicar, al menos en parte, por qué muchos 

genes que se inducen tras la exposición al frío también se inducen por sequía (Ruelland et al., 

2009). 

La expresión, inducida por frío, de los CBFs está regulada positivamente por varios 

factores de transcripción. ICE1 (inducer of CBF expression 1) es un factor de transcripción de 

expresión constitutiva que, en condiciones de estrés por frío, es activado y se une a motivos 

MYC presentes en el promotor de CBF3, activando su transcripción. Pero sin embargo, no 

afecta a la expresión de CBF1 ni CBF2 (Chinnusamy et al., 2003). En arabidopsis, también se 

ha identificado ICE2 (homólogo de ICE1) que influye especialmente sobre la expresión de 

CBF1 y en menor medida también en la de CBF3, aunque todavía no se ha demostrado su 

capacidad de unión a cajas MYC (Fursova et al., 2009).  

Como se ha mencionado anteriormente, CBF2 es activado cuando el factor de 

transcripción CAMTA3 se une a un motivo CM2 en su promotor (Doherty et al., 2009). En A. 

thaliana, la familia de factores de transcripción de unión a calmodulina CAMTAs consta de tres 

miembros (CAMTA1-3), que actúan conjuntamente en la inducción rápida y transitoria de los 

CBFs en respuesta a temperaturas bajas. Es interesante señalar además, que los CAMTAs 

regulan un 15% de los genes inducibles por frío que no están bajo el control de los CBFs (Kim 

et al., 2013). 
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El factor de transcripción MYB15 (una proteína de la familia R2R3-MYB), regula 

negativamente la expresión de los CBFs. Esta proteína, cuya expresión se induce por frío y 

está regulada a su vez por ICE1 (Agarwal et al., 2006; Miura et al., 2007a), se une a los 

motivos MYB de los promotores de los genes CBF (Agarwal et al., 2006).  

ICE1 también podría estar regulando la expresión del factor de transcripción ZAT12 

(Benedict et al., 2006). ZAT12 es una proteína con un dominio tipo dedo de zinc cuya 

implicación en la respuesta a estrés oxidativo ha sido documentada (Davletova et al., 2005). Se 

ha observado una coexpresión de ZAT12 y CBF1-3 en respuesta a temperaturas bajas que 

está regulada por el reloj circadiano (Fowler et al., 2005). Sin embargo, ZAT12 regula 

negativamente la expresión de los genes CBF (Vogel et al., 2005). Los niveles de inducción de 

los CBFs también están regulados positivamente por varios componentes del reloj circadiano, 

como CCA1 (Circadian Clock-Associated 1) y LHY (Late Elongated Hypocotyl), dos factores de 

transcripción tipo MYB (Fowler et al., 2005; Nakamichi et al., 2009; Dong et al., 2011). A su vez, 

un estudio reciente ha definido un nuevo mecanismo transcripcional que integra la señalización 

de frío en el reloj circadiano, a través de la regulación de la expresión del gen LUX, que está 

mediada por CBF1 (Chow et al., 2014). Conjuntamente, estos datos sugieren la existencia de 

una regulación bidireccional entre la respuesta a frío y el reloj circadiano. 

HY5 (Elongated Hypocotyl 5) es otro factor de transcripción que regula positivamente la 

respuesta a bajas temperaturas, y ha sido establecido como un nexo de unión entre las rutas 

de señalización por luz y frío (Catalá et al., 2011). Los niveles de HY5 están controlados tanto a 

nivel transcripcional como postraduccional  (Catalá et al., 2011) (ver apartado 1.1.5.2.4). 

Recientemente se ha descubierto que EIN3, uno de los factores de transcripción en la ruta 

de señalización del etileno, es un represor de los CBFs durante la respuesta al frío (Shi et al., 

2012). 

Además de los factores de transcripción inducidos por frío MYB15 y ZAT12, otros genes 

de expresión constitutiva actúan regulando la expresión de los genes CBF: STRS1 y STRS2 

(RNA helicasas de tipo DEAD-box) parecen atenuar la expresión de los CBFs (Kant et al., 

2007); FVE reprime la expresión de CBF vía complejo histona deacetilasa (Kim et al., 2004); y 

se ha sugerido que FIERY2 (FRY2), un importante regulador negativo de la transcripción, 

podría inhibir la expresión de los genes CBF así como de algunos genes COR (Xiong et al., 

2002). 

Por otra parte, aguas abajo de los genes CBF, los genes COR también están sometidos a 

una regulación transcripcional. SFR6 induce la expresión de KIN1, COR15A y LTI78 (Boyce et 

al., 2003), sin afectar a la expresión de los CBFs. LOV1, un factor de transcripción con dominio 

NAC, no modifica la expresión de los genes CBF pero regula positivamente la expresión de 

COR15A (Yoo et al., 2007). HOS9 (factor de transcripción tipo homeodominio) y HOS10 (factor 

de trascripción tipo R2R3-MYB) regulan negativamente la expresión de los genes COR (Zhu et 

al., 2004). HOS15, actúa reprimiendo la expresión de los genes COR a través de la 

deacetilación de la histona H4 (Zhu et al., 2008). 
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Todos estos resultados indican la existencia de una compleja red de regulación de la 

transcripción de los genes CBF y COR durante la respuesta al frío (Figura 3), que asegura el 

desarrollo completo y preciso del proceso de aclimatación.  

 

 

 

1.1.5.2.2- Regulación postranscripcional. 

 

A temperaturas bajas, termodinámicamente se ve favorecida la formación de estructuras 

secundarias estables de RNA (Graumann y Marahiel, 1998; Polissi et al., 2003). Las proteínas 

CSP (Cold Shock Proteins) actúan como chaperonas de RNA inhibiendo la estructura 

secundaria y favoreciendo su traducción (Nakaminami et al., 2006). Existen evidencias 

genéticas de que CSP3, en Arabidopsis thaliana, regula positivamente el proceso de 

aclimatación a las temperaturas bajas (Kim et al., 2009). Por su parte, CSP2 regula 

negativamente este proceso a través del regulón de los CBFs (Sasaki et al., 2013). Del mismo 

modo, las proteínas GRPs (Glicine Rich Proteins) también ejercen de chaperonas de RNAs. 

Dos de ellas, AtRZ-1A y GRP2, regulan positivamente el proceso de aclimatación en A. 

thaliana (Kim et al., 2005; Kim et al., 2007). Y se ha descrito la implicación de GRP7 en la 

tolerancia constitutiva a la congelación (Kim et al., 2008). 

El complejo de poro nuclear está compuesto por nucleoporinas (NUPs) y está implicado en 

el transporte de mRNAs y sRNAs al citoplasma (Cole y Scarcelli, 2006). En arabidopsis, la 

mutación nup160 provoca una expresión reducida de los CBFs al disminuir el transporte del 

mRNA a temperaturas bajas (Dong et al., 2006a). 

Figura 3: Regulación de la ruta de señalización CBF durante el estrés por frío. 

Fuente: Shi et al., 2015. 
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Estudios recientes han demostrado que la exposición a bajas temperaturas provoca la 

generación de variantes de splicing en genes involucrados en el control del reloj circadiano y en 

la producción de proteínas que controlan su splicing (Palusa et al., 2007; James et al., 2012; 

Marquez et al., 2012). RCF1 (Regulator of CBF gene expression 1) y STA1 (Stabilized 1) son 

esenciales para mantener el adecuado splicing de muchos genes COR durante el estrés por 

frío (Lee et al., 2006; Guan et al., 2013). 

Los microRNAs (miRNAs) tienen un papel evidente como reguladores 

postranscripcionales de la respuesta al estrés en plantas, actuando como represores 

promoviendo la degradación de ciertos mRNA o reduciendo su traducción (Sunkar et al., 2012). 

En arabidopsis y arroz se ha identificado varios miRNAs regulados por frío (Sunkar y Zhu, 

2004; Liu et al., 2008; Lv et al., 2010). Algunos miRNAs (miR397 y miR169 por ejemplo) están 

sobreexpresados en respuesta a frío en todas las especies vegetales, mientras que otros 

tienen un comportamiento diferente entre las distintas especies de plantas modelo estudiadas 

(Zhang et al., 2009). Al menos en un caso, un miRNA específico está implicado en la tolerancia 

al estrés: miR398 se reprime por frío, y esto permite un aumento de los transcritos de CDS1 y 

CDS2, que codifican superóxido dismutasas, y a su vez mejora la tolerancia al estrés oxidativo 

inducido por el frío (Sunkar y Zhu, 2004). 

 

 

1.1.5.2.3- Regulación traduccional. 

 

Según Hernández (2014) se puede generalizar que en condiciones de estrés se produce 

una inhibición de la traducción para reducir el consumo de energía. Solo los mRNAs que 

participan en los procesos de respuesta al estrés escapan a este bloqueo traduccional 

(Echevarría-Zomeño et al., 2013).  

En el apartado anterior se ha mencionado a la familia de proteínas CSP, que actúan como 

chaperonas de RNA. Se ha descrito que la proteína CSP1 de arabidopsis, ayuda a una 

población concreta de mRNAs a unirse a los polisomas para ser traducidos a temperaturas 

bajas (Juntawong et al., 2013). Es posible que este tipo de proteínas de unión a RNA sean las 

encargadas de determinar qué mRNAs específicos serán traducidos con mayor eficacia 

durante el proceso de aclimatación. 

Existe un mecanismo conservado en plantas que inhibe la traducción mediante la 

fosforilación del factor de iniciación eIF2 (Muñoz y Castellano, 2012). En arabidopsis se ha 

identificado la quinasa GCN2, capaz de fosforilar rápidamente al factor de iniciación eIF2 tras la 

exposición a 4ºC (Lageix et al., 2008). Sin embargo, aún no se ha determinado como afecta la 

ausencia de GCN2 al desarrollo de la respuesta a frío. 

Por otro lado, en arabidopsis, se ha caracterizado el factor de elongación de la traducción 

LOS1, que regula positivamente el desarrollo de la aclimatación al frío (Guo et al., 2002). 
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1.1.5.2.4- Regulación postraduccional. 

 

Los mecanismos postraduccionales que regulan la función de las proteínas implicadas en 

la respuesta a frío no han sido estudiados muy extensamente todavía. Se han descrito  

modificaciones postraduccionales de algunos componentes de la ruta de transducción de la 

señal de respuesta a frío (Barrero-Gil y Salinas, 2013). Las modificaciones postraduccionales 

incluyen, entre otras, fosforilación y defosforilación de proteínas, ubicuitilación, sumoilación, 

modificación lipídica y N-glicosilación. Estas modificaciones regulan aspectos clave de la 

función de las proteínas como localización subcelular, estabilidad, actividad o capacidad de 

interacción con otras proteínas. El 10% del genoma de Arabidopsis thaliana está implicado en 

fosforilación y ubicuitilación de proteínas, lo que pone de manifiesto la importancia de la 

regulación postraduccional en plantas (Mazzucotelli et al., 2006; Lehti-Shiu y Shiu, 2012). 

La fosforilación mediada por proteínas quinasas es uno de los mecanismos más comunes 

para transducir las señales ambientales y regular la función de las proteínas. La alteración de la 

fosforilación tiene un efecto significativo en el desarrollo del proceso de aclimatación de las 

plantas (Monroy et al., 1998). Como se ha comentado anteriormente, varias familias de 

proteínas quinasas (MAPKs, CDPKs, CIPKs, etc.) están implicadas en la regulación de la 

respuesta a frío. 

En cuanto a la defosforilación, las serina treonina fosfatasas han sido asociadas con la 

señalización y regulación de la respuesta a estrés por frío. La inhibición de la actividad de estas 

proteínas fosfatasas es necesaria para la inducción de varios genes de respuesta a frío en 

distintas especies, como arabidopsis, alfalfa, patata o tomate (Monroy et al., 1998; Luo et al., 

2006; País et al., 2009). PP2A podría actuar como regulador negativo de la respuesta a frío, 

probablemente a través de la regulación de la biosíntesis de etileno (Skottke et al., 2011). 

PP2CA regula negativamente la señalización de ABA y, en arabidopsis, se ha visto que su 

expresión aumenta en respuesta a frío, y ésto reduce el tiempo de exposición a temperaturas 

bajas requerido para desarrollar el proceso completo de aclimatación (Tähtiharju y Palva 2001).  

La ubicuitilación consiste en la unión del péptido ubicuitina a residuos de lisina de las 

proteínas diana, llevando a la degradación de estas proteínas vía proteosoma 26S. La adición 

de la ubicuitina requiere la acción simultánea de tres enzimas ubicuitina ligasas (E1, E2 y E3), 

de las cuales, las ligasas E3 de ubicuitina proporcionan la especificidad de unión. HOS1 de 

Arabidopis thaliana, una E3 ubicuitina ligasa con dominio RING (motivos de unión a zinc), 

regula negativamente la transducción de la señal de frío a través de la interacción y 

ubicuitilación de ICE1, dando lugar a su degradación a temperaturas bajas (Dong et al., 2006b). 

COP1 es otra E3 ubicuitina ligasa con dominio RING de arabidopsis, que participa en el 

proceso de aclimatación al frío. Ésta interactua y ubicuitila a HY5, un factor de transcripción 

que regula positivamente el proceso de aclimatación (Catalá et al., 2011). En A. thaliana, en 

respuesta a bajas temperaturas, se induce la expresión de CHIP, una E3 ubicuitina ligasa tipo 

U-box (Yan et al., 2003), que ubicuitila la subunidad A de la fosfatasa PP2A y, 

sorprendentemente, aumenta su actividad en lugar de conducir a su degradación (Luo et al., 
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2006). Como se ha mencionado antes, PP2A podría ser un regulador negativo de la respuesta 

a frío, por lo que es posible que CHIP también regule negativamente la respuesta a bajas 

temperaturas (Barrero-Gil y Salinas, 2013). También en A. thaliana, se ha descrito que la 

expresión de FBP7, una proteína F-box que participa en un complejo multimérico de E3 

ubicuitinas ligasas con dominio RING, se induce por frío y su actividad es requerida para la 

síntesis de proteínas inducidas por frío (Calderón-Villalobos et al., 2007). Se ha sugerido que 

FBP7 podría interactuar con LOS1, un factor de elongación necesario para el correcto 

desarrollo de la aclimatación al frío, regulando su actividad o su localización subcelular (Guo et 

al., 2002). 

La sumoilación es otro tipo de modificación postraduccional y tiene un importante papel en 

una gran variedad de procesos celulares incluyendo cambios en la actividad enzimática, 

regulación de la transcripción y de otros procesos relacionados con la cromatina, relocalización 

subcelular y protección frente a la degradación mediada por ubicuitina de algunas proteínas 

reguladoras (Gareau y Lima 2010). SUMO (small ubiquitin-related modifier), un pequeño 

polipéptido muy similar a la ubicuitina, también se une covalentemente a residuos de lisina de 

las proteína diana a través de la acción de tres enzimas SUMO ligasas (E1, E2 y E3). Del 

mismo modo que la ubicuitilación, la sumoilación produce cambios conformacionales en las 

proteínas diana que pueden afectar su interacción con otras proteínas, su localización 

subcelular o su estabilidad (Mazzucotelli et al., 2008; Miura y Hasegawa, 2010). En plantas se 

ha identificado un gran número de E3 ubicuitina ligasas, sin embargo, solo parece haber unas 

pocas E3 SUMO ligasas (Mazzucotelli et al., 2008; Miura y Hasegawa, 2010). Se ha observado 

que aumenta la sumoilación cuando las plantas están sometidas a condiciones ambientales 

adversas (Miura et al., 2007b), como la exposición a temperaturas bajas (Miura et al., 2007a). 

SIZ1, una E3 SUMO ligasa de arabidopsis, es responsable del aumento de sumoilación que 

tiene lugar en respuesta a frío y actúa como regulador positivo del proceso de aclimatación 

(Miura et al., 2005; Miura et al., 2007a). SIZ1 cataliza la sumoilación de ICE1, reduciendo su 

poliubicuitilación y aumentando su estabilidad (Miura et al., 2007a). La regulación de la 

actividad de ICE1 viene determinada por un balance entre ubicuitilación y sumoilación. En 

condiciones normales de temperatura, HOS1 ubicuitila ICE1, promoviendo su degradación por 

el proteosoma. Pero al disminuir la temperatura se reprime la expresión de HOS1 y se activa 

SIZ1, con lo que disminuye el grado de ubicuitilación de ICE1 y comienza a acumularse, 

induciendo a su vez la expresión de CBF3 (Miura et al., 2007a; Barrero-Gil y Salinas, 2013). 

Las modificaciones lipídicas pueden ser relevantes para el desarrollo de la aclimatación al 

frío (Cheong et al., 2003) y son importantes moduladores de la función proteica, determinando 

a menudo la localización subcelular, interacciones proteína-proteína y cambios 

conformacionales. Hay tres tipos de modificaciones lipídicas de  las proteínas: prenilación, 

palmitoilación y N-miristoilación (Sorek et al., 2009). CBL1, que actúa como regulador negativo 

de la respuesta a frío, puede sufrir palmitoilación y N-miristoilación siendo requeridas ambas 

modificaciones para su localización en la membrana plasmática (Batistic et al., 2008). CPK3 

(Calcium-dependent Protein Kinase 3), que es activada en respuesta a temperaturas bajas y 
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puede regular proteínas implicadas en la respuesta a frío, como RCI1A y ADH1 (Jarillo et al., 

1994; de Bruxelles et al., 1996), necesita N-miristoilación para su localización en el tonoplasto y 

la membrana plasmática (Mehlmer et al., 2010).  

En el retículo endoplasmático se produce la N-glicosilación (adición de un oligosacárido a 

un residuo de asparagina) de muchas proteínas localizadas en el sistema de endomembranas 

o en el espacio extracelular. Esta modificación puede alterar la estabilidad, actividad o 

localización subcelular de las proteínas (Rayon et al., 1998). Se ha descrito la modificación del 

patrón de N-glicosilación de 22 proteínas de arroz, en respuesta a temperaturas bajas 

(Komatsu et al., 2009). Entre esas proteínas se encuentra una enolasa, cuyo homólogo en 

arabidopsis es LOS2, un importante regulador de la aclimatación al frío (Komatsu et al., 2009). 

LOS2 es un enzima bifuncional con actividad enolasa y también actúa como represor 

transcripcional. LOS2 se une al promotor de ZAT10, un gen inducible por frío que codifica un 

factor de transcripción implicado en la regulación de genes de respuesta a estrés oxidativo, y 

reprime su expresión (Lee et al., 2002; Mittler et al., 2006). Es posible, aunque aún no se ha 

demostrado, que la N-glicosilación pueda regular la actividad de LOS2 como represor 

transcripcional de ZAT10 en respuesta a temperaturas bajas. 

 

 

1.1.5.2.5- Regulación independiente de la ruta CBF. 

 

Análisis transcriptómicos en Arabidopsis thaliana han revelado que solo el 12% de los 

genes de respuesta a frío son componentes del regulón de CBF (Fowler y Thomashow, 2002). 

Se ha descrito que el aumento de la tolerancia a congelación que ocurre tras la aclimatación al 

frío, solo depende parcialmente del módulo de regulación CBF-CRT/DRE (Park et al., 2015). 

Esto sugiere que otros activadores/represores transcripcionales deben tener un papel 

significativo en la regulación de la respuesta al frío. En el apartado 1.1.5.2.1, se ha expuesto la 

función de ciertos factores de transcripción (como SFR6, LOV1, HOS9, HOS10 y HOS15) que 

regulan la expresión de los genes COR de manera independiente a la regulación por los genes 

CBF. Esto pone de manifiesto que el mecanismo de regulación de la respuesta a temperaturas 

bajas es complejo e implica una regulación combinada entre distintos factores de transcripción 

que están intensamente conectados. 

El gen ESK1 (ESKIMO1) actúa como regulador negativo de la aclimatación a frío. El 

mutante eskimo1 de A. thaliana muestra una tolerancia a congelación constitutiva, sin 

aclimatación al frío. Esta tolerancia se produce sin cambios en la expresión de los 

componentes de la ruta CBF, pero con una gran acumulación de prolina. (Xin y Browse, 2000). 

GI (GIGANTEA), una proteína de localización nuclear implicada en floración y en el reloj 

circadiano, se induce por frío y regula positivamente la aclimatación al frío. El mutante gi-3 

muestra menor tolerancia a frío y el proceso de aclimatación alterado, sin verse afectada la 

expresión de los genes CBF (Cao et al., 2005). A su vez, GI forma parte de la ruta de 

señalización de sacarosa que, entre otros procesos, también regula el reloj circadiano (Dalchau 
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et al., 2011). Esto sugiere que distintas rutas de señalización activan diferentes aspectos de la 

aclimatación al frío. 

Se ha debatido durante años si la ruta de señalización de frío mediada por ABA es 

independiente de la ruta CBF y actualmente continúa en estudio. Análisis transcriptómicos 

revelan que alrededor del 10% de los genes de respuesta a ABA también son genes de 

respuesta a frío (Kreps et al., 2002). Aunque los niveles de ABA solo aumentan ligeramente en 

respuesta a bajadas de temperatura  (Lång et al., 1994), estudios genéticos indican que su 

percepción y acumulación son importantes para la expresión de genes de respuesta a frío 

(Gilmour y Thomashow, 1991; Mantyla et al., 1995).  

Algunos genes de respuesta a frío (LTI78, ADH, UGPase, AtCAMBP25) no dependen del 

ABA para inducir su expresión (Lång et al., 1994; de Bruxelles et al., 1996; Ciereszko et al., 

2001; Perruc et al., 2004), pero sin embargo otros (RAB18, RCI2A) sí (Capel et al., 1997; 

Llorente et al., 2000). Ciertos genes COR (como RD29A, RD22, COR15 y COR47) contienen 

en su promotor, además del motivo CRT/DRE, un elemento cis de respuesta a ABA conocido 

como ABRE (ABA-Response cis-Elements) (Uno et al., 2000). La expresión génica 

dependiente de ABA está regulada por factores de transcripción de las familias bZIP, MYC y 

MYB (Theocharis et al., 2012). Los factores de transcripción de unión a elementos ABRE son 

de tipo bZIP y se denominan ABFs (Abre Binding Factors) (Choi et al., 2000; Uno et al., 2000). 

Los 4 genes ABFs identificados en arabidopsis aumentan su expresión en respuesta a ABA. 

Además, ABF1 y ABF4 se inducen por frío (Choi et al., 2000; Lee et al., 2005), indicando que 

existen interacciones entre las rutas de señalización por temperaturas bajas y otros estreses 

abióticos. También se ha descrito que ABI3, una proteína de unión a elementos ABRE, está 

implicada en la respuesta a estrés por frío (Tamminen et al., 2001). Otro estudio mostró que 

ABF2 interactúa con CBF3 in vitro (Lee et al., 2010). Es más, se ha visto que el ABA es capaz 

de promover una modesta activación de algunos genes COR vía motivos CRT/DRE, junto con 

un aumento en los niveles del transcrito de CBF1 y de su proteína (Knight et al., 2004). Estos 

datos sugieren que las rutas de CBF y de ABA no son completamente independientes entre sí. 

Puede existir una ruta dependiente de ABA en respuesta a frío, pero ésta debe estar regulada 

negativamente por PP2CA (Tähtiharju y Palva, 2001). Según Ruelland et al. (2009), la 

aclimatación al frío, inicialmente, parece ser independiente de ABA, pero el ABA podría actuar 

más tarde en este proceso y ser necesario para adquirir la máxima tolerancia a frío y 

congelación.  

Además de los motivos ABRE, se ha identificado otros motivos en los promotores de los 

genes COR: G-box (que contiene el núcleo de los motivos ABRE) y EE (evening element) 

(Kreps et al., 2003; Suzuki et al., 2005). La existencia de genes sobreexpresados en respuesta 

a frío que carecían del motivo CRT/DRE y no respondían a ABA, motivó un estudio que reveló 

un papel de los elementos EE en la regulación de la respuesta a frío, independiente de los 

CBFs (Mikkelsen y Thomashow, 2009). Estos datos muestran que el reloj circadiano puede 

influenciar otros regulones de respuesta a frío además del regulón de CBF.  
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Por otra parte, mutantes con elevados niveles de citoquininas (amp1) muestran una 

aumentada división celular a 4ºC, sin registrarse cambios en la expresión de los CBFs (Xia et 

al., 2009). Tampoco se observan cambios de expresión de los CBFs a temperaturas bajas, en 

plantas que sobreexpresan hidroxilasa de ácido salicílico (NahG). Esto sugiere que los efectos 

de las citoquininas y el ácido salicílico sobre la regulación del crecimiento en frío es 

independiente del regulón de CBF. El ácido salicílico, además de su papel en defensa frente a 

patógenos, está implicado en la supresión del crecimiento de las plantas durante el estrés por 

frío y se acumula a bajas temperaturas (Scott et al., 2004). 

 

 

1.1.5.3- Respuestas estructurales y bioquímicas. 

 

Los cambios ultraestructurales asociados al estrés por bajas temperaturas implican, entre 

otros, un hinchamiento de los cloroplastos y las mitocondrias, una deformación de los 

tilacoides, una reducción en el tamaño y número de granos de almidón, y la formación de 

pequeñas vesículas en la membrana de los cloroplastos (Kratsch y Wise, 2000). Por otro lado, 

la velocidad de los procesos biológicos cambia exponencialmente con la temperatura, por lo 

que el descenso de ésta también afecta a la regulación de la cinética del metabolismo de la 

planta (Johnson et al., 1974).  

La exposición a temperaturas bajas aumenta la probabilidad de contacto entre las cadenas 

laterales apolares de las proteínas y las moléculas de agua del medio, y esto afecta a la 

estabilidad y solubilidad de muchas proteínas globulares pudiendo llegar a provocar su 

desnaturalización (Privalov, 1990; Siddiqui y Caviocchioli, 2006). En este sentido, una de las 

respuestas mejor documentadas durante el estrés por frío, es la acumulación de proteínas 

hidrofílicas que presentan una hélice α anfipática en su estructura (Thomashow, 1999; Eriksson 

et al., 2011). Muchas de estas proteínas están codificadas por genes COR. Por ejemplo, la 

inducción de la proteína COR15a en Arabidopsis thaliana está asociada con el aumento in vivo 

de la tolerancia a la congelación de los cloroplastos (Artus et al., 1996) y evita la transición a 

fase hexagonal II de las membranas plasmáticas (Steponkus et al., 1998). Pero éstas no son 

las únicas proteínas hidrófilas acumuladas durante el estrés por frío, también se encuentran 

proteínas LTI (low temperature induced), RAB (responsive to abscisic acid), KIN (cold induced) 

y ERD (early responsive to dehydration). Entre ellas, el grupo más importante y mejor 

caracterizado está formado por la dehidrinas, proteínas que pertenecen al grupo II de las 

proteínas LEA (late embryogenesis abundant) (Bies-Etheve et al., 2008). Se ha relacionado la 

acumulación de una dehidrina en trigo (Danyluk et al., 1998) o la sobreexpresión de múltiples 

dehidrinas en arabidopsis (Puhakainen et al., 2004) con su capacidad para tolerar la 

congelación. No obstante, aunque actualmente se desconoce el mecanismo de acción de estas 

proteínas, se ha sugerido que las dehidrinas podrían necesitar ser activadas por fosforilación 

inducida por frío (Theocharis et al., 2012). Entre las funciones que se atribuyen a las dehidrinas 

destaca su papel en la prevención de la desestabilización de la membrana plasmática, 
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localizándose en zonas cercanas a ésta (Koag et al., 2003). Asimismo, las dehidrinas poseen 

actividad crioprotectora (Bravo et al., 2003) y anticongelante (Puhakainen et al., 2004). 

En plantas tolerantes a la congelación también se acumulan proteínas anticongelantes o 

AFPs (antifreezing proteins) que son secretadas al medio extracelular para evitar la presencia 

de hielo intercelular, letal para la célula por las roturas irreversibles que ocasiona en la 

membrana plasmática (Steponkus, 1984; Atici y Nalbantoglu, 2003; Griffith y Yaish 2004; 

Griffith et al., 2005; Yaish et al., 2006). Sin embargo, dentro de las AFPs de plantas no existe 

una secuencia consenso ni tampoco se ha logrado identificar una estructura como un dominio 

de unión a hielo. Mientras una proteína con una gran similitud a una dehidrina mostró una leve 

actividad anticongelante (Wisniewski et al., 1999), la mayoría de AFPs observadas en plantas 

manifiestan secuencias similares a determinadas proteínas PR (pathogenesis-related) (Griffith y 

Yaish, 2004). En plantas no aclimatadas éstas proteínas también están presentes aunque con 

diferente localización y sin exhibir actividad anticongelante (Antikainen et al., 1996; Wang et al., 

2006). Estudios recientes han mostrado que, tras la exposición a temperaturas bajas, se 

inducen muchos genes PR y aumenta la resistencia frente a enfermedades, ligando la 

señalización de frío con la patogénesis en plantas (Seo et al., 2010). Asimismo, se ha sugerido 

que a través de la acumulación de proteínas PR durante la aclimatación al frío, las plantas 

adquieren una defensa sistémica, no específica y preventiva frente a patógenos, y presentan 

mayor resistencia a enfermedades (Yeh et al., 2000; Huang y Duman, 2002; Griffith y Yaish, 

2004; Yaish et al., 2006). 

En células sometidas a estrés por frío se produce acumulación de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) y éstas parecen tener una fuerte influencia sobre la regulación de la expresión 

génica (Lee et al., 2002; Teige et al., 2004). Este incremento tiene su origen tanto en un 

descenso de la capacidad compensatoria del sistema antioxidante de la planta (Prasad et al., 

1994a; Tjus et al., 2001) como en la fotoinhibición de los cloroplastos (Ensminger et al., 2006). 

Estas moléculas tóxicas, correspondientes a formas parcialmente reducidas del O2, pueden dar 

lugar a una serie de efectos dañinos al reaccionar rápidamente con lípidos, proteínas o ADN, 

ocasionando en última instancia la muerte celular (Scandalios, 1993; Havaux y Niyogi, 1999; 

Nakano et al., 2006; Kaniuga, 2008). Sin embargo, las ROS no son solamente productos 

tóxicos del metabolismo, sino que también se ha descrito su implicación en procesos que llevan 

a la consecución de la aclimatación (Suzuki et al., 2011). En estos procesos las ROS actúan 

como moléculas señalizadoras, que finalmente modulan la expresión de varios genes entre los 

que se incluyen genes que codifican enzimas antioxidantes y proteínas reguladoras de la 

producción de H2O2 (Neill et al., 2002; Gechev et al., 2003; Suzuki et al., 2011). Se ha descrito 

que la sobreexpresión de algunas enzimas antioxidantes, como ascorbato peroxidasa, mejora 

la tolerancia a frío (Payton et al., 2001). Asimismo, la exposición a temperaturas bajas provoca 

un aumento en los niveles de antioxidantes no enzimáticos solubles como ascorbato y 

glutatión, además de elevar la actividad de las principales deshidrogenasas generadoras de 

NADPH (Airaki et al., 2011). Por otra parte, la aplicación de un pretratamiento con H2O2 
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aumenta la capacidad antioxidante (principalmente glutatión) y la supervivencia de plantas de 

algunas especies sometidas a bajas temperaturas (Yu et al., 2002). 

Como se ha mencionado previamente, el estrés por bajas temperaturas produce efectos a 

diversos niveles del aparato fotosintético. La exposición al frío promueve el cierre estomático 

(Perera et al., 1995; Allen y Ort 2001) y provoca la fotoinactivación del fotosistema II (PSII) 

(Oquist y Huner, 2003). Además, los cloroplastos también podrían tener un papel en la 

percepción de la temperatura (Ivanov et al., 2012; Miura y Furumoto, 2013). A temperaturas 

bajas, en las hojas se produce un desequilibrio entre la capacidad de absorción de energía 

lumínica y la capacidad de transformación de esta energía a través de la actividad metabólica. 

Esto provoca un exceso de excitación del PSII, que da como resultado la generación de ROS 

(Oquist y Huner, 2003). El llamado quenching no fotoquímico (NPQ), es el principal mecanismo 

protector del PSII en condiciones de estrés. En este proceso se regula el exceso de energía en 

el PSII para disiparla de forma inocua. Las xantofilas son cofactores esenciales del PSII con 

diferentes funciones en la protección de este fotosistema. En concreto, el ciclo de las xantofilas 

(el equilibrio entre zeaxantina, anteraxantina y violaxantina) controla la activación del NPQ 

(Johnson et al., 2009). El NPQ aumenta en hojas de plantas sometidas a estrés por frío, junto 

con un aumento paralelo de los niveles de zeaxantina que protege los centros de reacción del 

PSII (Krol et al., 1999). Del mismo modo, para proteger los procesos fotosintéticos de la 

exposición al frío también se produce un aumento en los niveles de plastoquinona A (Baena-

Gonzalez et al., 2001), y de flavonoides (Sharma et al., 2007; Crifo et al., 2011). 

En respuesta a frío las plantas acumulan distintos solutos compatibles u osmolitos. Éstos 

consisten en un grupo heterogéneo de moléculas orgánicas de baja masa molecular, que 

pueden acumularse a elevadas concentraciones sin afectar al metabolismo celular. Entre ellos 

se incluyen algunos azúcares solubles, aminoácidos como la prolina, poliaminas o metilaminas 

como la glicina betaína (Hekneby et al., 2006; Patton et al., 2007; Ruelland y Zachowski, 2010).  

La correlación entre la acumulación de azúcares solubles durante la aclimatación al frío y 

la tolerancia a la congelación ha sido descrita (Wanner y Junttila, 1999; Gusta et al., 2004; 

Kamata y Uemura, 2004; Kaplan et al., 2004). Se ha sugerido que esta acumulación otorga a 

los azúcares solubles funciones como osmoreguladores, crioprotectores y moléculas 

señalizadoras (Welling y Palva, 2006). La acumulación de carbohidratos ejerce un ajuste 

osmótico en la célula, disminuyendo la diferencia de potencial químico entre el agua líquida y el 

hielo extracelular. De este modo se frena la deshidratación (Steponkus, 1984; Gusta et al., 

2004) y se evita la nucleación del hielo (Uemura y Steponkus, 1999; Ruelland et al., 2009). A 

su vez, los azúcares pueden actuar como moléculas antioxidantes, neutralizando a las ROS 

(Bohnert y Sheveleva, 1998; Bogdanović et al., 2008) y estabilizando la membrana plasmática 

durante la deshidratación inducida por frío (Uemura et al., 2003; Ruelland et al., 2009). Por otra 

parte, el frío favorece la síntesis y acumulación de sacarosa (Wilhelm y McMaster, 1995). Esta 

acumulación es especialmente elevada en plantas expuestas a temperaturas frías y a 

irradiancias relativamente altas (Pollock, 1990), donde el consumo de carbohidratos es más 

limitado que su síntesis. Asimismo el frío y la sacarosa parecen mimetizar algunos de sus 
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efectos (Tognetti et al., 2013). La sacarosa regula la síntesis de clorofila, antocianinas y 

flavonoides (Edelman et al., 1971; Solfanelli et al., 2006), induce la síntesis de fructanos 

(Pollock et al., 2003) y aumenta los niveles de trehalosa 6-fosfato (Fernandez et al., 2012; 

Nunes et al., 2013), precursor de la trehalosa (osmolito protector frente a estreses, implicado 

en la respuesta a frío) (Lunn et al., 2014). Por su parte, los fructanos son polímeros basados en 

fructosa que están implicados en la tolerancia a congelación, estabilizando las membranas y 

estimulando crioprotectores alternativos (Livingston III et al., 2009). Aunque generalmente se 

sintetizan y localizan en la vacuola, en plantas sometidas a estrés por frío, se ha descrito la 

presencia de fructanos en el apoplasto, y se ha sugerido un modelo de transporte de fructanos 

desde la vacuola hasta el espacio extracelular basado en la formación de vesículas, e inducido 

por frío (Valluru et al., 2008).  

Por otro lado, también se ha descrito la correlación entre la acumulación de prolina y el 

aumento de la tolerancia a frío, en muchas plantas insensibles a las temperaturas bajas 

(cebada, centeno, trigo, vid, patata, garbanzo y arabidopsis) (Verbruggen y Hermans, 2008; 

Szabados y Savoure, 2010; Kaur et al., 2011). Y a su vez, la acumulación de prolina mitiga los 

daños producidos por las bajas temperaturas en plantas sensibles, aunque estas plantas no 

llegan a adquirir tolerancia al frío (Theocharis et al., 2012). La prolina ejerce multiples funciones 

en la tolerancia a estreses pudiendo actuar como mediador del ajuste osmótico e induce genes 

de respuesta a estrés osmótico, estabiliza proteínas y membranas, neutraliza ROS, regula la 

acidosis citoplasmática y aumenta la actividad del PSII (Kishor et al., 2005; Verbruggen y 

Hermans, 2008; Szabados y Savoure, 2010; Theocharis et al., 2011). 

Por su parte, la glicina betaína es un compuesto de amonio cuaternario sintetizado 

únicamente en el cloroplasto de algunas especies de plantas (Wyn-Jones y Storey, 1981). Así, 

en acumuladores naturales de glicina betaína como el trigo y la cebada se ha observado una 

clara correlación entre el incremento de la concentración de este compuesto y la resistencia a 

la congelación (Koster y Lynch, 1992; Kamata y Uemura, 2004). A su vez, plantas tratadas con 

glicina betaína exógena muestran una menor disminución de la actividad del PSII a 

temperaturas bajas (Park et al., 2006). Las funciones de la glicina betaína incluyen la 

estabilización de la maquinaria transcripcional y traduccional, estabilización de complejos 

proteicos y membranas (Papageorgiou y Murata, 1995; Chen et al., 2000), e inducción de la 

ruta de señalización mediada por H2O2 (Sulpice et al., 2002; Park et al., 2004).  

En cuanto a las poliaminas, se ha descrito que la acumulación de putrescina en 

condiciones de estrés por frío, es esencial para la correcta aclimatación al frío y la 

supervivencia a temperaturas de congelación (Cuevas et al., 2008). Entre las funciones que se 

ha otorgado a las poliaminas en la tolerancia al frío, destacan su papel estabilizador de la 

membrana plasmática (Galston y Sawhney, 1990; Valero et al., 2002), su capacidad de 

minimizar los daños del estrés oxidativo (Kim et al., 2002; He et al., 2002) y su papel en la 

protección de las funciones fotosintéticas (Kotzabasis et al., 1993; Navakoudis et al., 2007).  
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Toda la información anteriormente expuesta pretende poner de manifiesto la importancia 

del estudio del estrés por frío en plantas. Su relevancia es la razón por la cual el objetivo 

principal de esta tesis ha sido contribuir a ampliar el conocimiento de los mecanismos 

moleculares que regulan la respuesta a frío en plantas, a través de la caracterización del gen 

BvCRIO4 de remolacha.  

 

 

1.2- Remolacha (Beta vulgaris). Importancia agronómica. 

 

La remolacha (Beta vulgaris), pertenece a la subfamilia Chenopodioideae, que era 

considerada como una familia per se, pero recientemente, en vista de los estudios genéticos, 

ha sido reclasificada y ahora se incluye en la familia Amaranthaceae (Kadereit et al., 2010).  

De entre las numerosas variedades cultivadas de esta especie destaca, por su importancia 

económica, la remolacha azucarera.  

Se cree que la remolacha es una especie originaria de oriente medio y que de allí se 

extendió al sur de Europa y norte de África. Los primeros textos que describen su cultivo datan 

del año 800 a.C. Sin embargo, el cultivo de remolacha no fue ampliamente extendido en 

Europa hasta el siglo XVII, y la producción, a nivel industrial, de azúcar a partir de remolacha 

tardó un siglo más en desarrollarse. En 1747, el químico alemán Andreas Sigismund Marggraf 

demostró que los cristales de azúcar obtenidos a partir de remolacha eran idénticos a los de la 

caña de azúcar. Años después, la familia de mejoradores franceses Vilmorin, padre e hijo, 

iniciaron un proceso de selección de las mejores variedades de remolacha para aumentar la 

concentración de azúcar, que en las primeras remolachas cultivadas era un 6%. En la 

actualidad, se pueden encontrar variedades de remolachas con un 10-20% de azúcar (Cooke y 

Scott, 1993). 

La remolacha es una importante fuente de producción de azúcar en áreas templadas de 

todo el planeta, siendo la principal fuente en Europa. De hecho, el 20% del suministro mundial 

de azúcar se produce a partir de remolacha (Agribusiness Handbook, 2009). La producción de 

azúcar está destinada tanto a la industria alimentaria como a la producción de bioetanol.  

En España, el valor de la producción de la remolacha azucarera alcanzó en 2012 los 

119.378 millones de euros, representando el 0,48% de la Producción de la Rama Vegetal 

(PRV) y el 0,28% de la Producción de la Rama Agraria (PRA) (Anuario de Estadística del 

Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio Ambiente (MAGRAMA), 2013). Dentro de la UE, 

la producción de azúcar española representa el 2,9%, y los principales países productores son 

Francia y Alemania (http://www.magrama.gob.es/). No obstante, la UE es el segundo mayor 

importador de azúcar a nivel mundial, con 4,1 mill t importadas en 2013 (datos de la 

Organización Internacional del Azúcar, ISO).  

Aunque la remolacha se considera un cultivo de alto rendimiento, requiere meticulosas 

prácticas agronómicas para proteger la cosecha frente a estreses bióticos y abióticos. Desde el 

año 2000, las áreas de cultivo de remolacha han disminuido en Europa un 30% 
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aproximadamente debido a la política agraria común y a la falta de incentivos para los 

agricultores, sin embargo, la producción de variedades modernas ha aumentado (Moliterni et 

al., 2015), indicando que éstas han evolucionado más y son capaces de hacer frente a 

diferentes condiciones ambientales y de cultivo. Estas variedades son fruto de varias 

estrategias de propagación como la introgresión de carácteres de resistencia y también de 

especies silvestres (Panella y Lewellen, 2007; Biancardi et al., 2012). Los objetivos principales 

de mejora genética de la remolacha han sido aquellos relativos a la respuesta a estreses 

bióticos (De Biaggi, 2005; Skaracis y Biancardi, 2005) y abióticos (Vastarelli et al., 2013), así 

como aquellos factores implicados en la calidad y forma de la raíz (Moliterni et al., 2015). 

El estrés por frío provoca pérdidas significativas en la producción y calidad del cultivo de 

remolacha en Europa y Norteamérica. La supervivencia de las plántulas de remolacha y la 

producción de sacarosa en plantas adultas puede verse seriamente limitada por temperaturas 

bajas, especialmente tras la exposición a temperaturas por debajo de 0ºC en estadios 

tempranos del desarrollo (Moliterni et al., 2015). 

La sensibilidad al frío de la remolacha en campo abierto depende especialmente del 

estadio de desarrollo. Se ha descrito la letalidad total de plántulas de remolacha en estadio de 

cotiledón a -2ºC, pero en el estadio de 3-4 hojas la muerte solo se alcanza a -10ºC (Stevanato, 

2005). También se ha documentado variabilidad en cuanto a sensibilidad y tolerancia al frío, en 

el germoplasma del género Beta (Kirchhoff et al., 2012).  

Es importante alcanzar un mayor conocimiento sobre los mecanismos que el frío activa en 

las plantas de remolacha, puesto que éstos afectan a procesos críticos para la acumulación de 

azúcares (Hoffman, 2010). Hasta la fecha, existen pocos estudios sobre la respuesta de la 

remolacha al frío. Wood en 1952, sugirió una correlación entre la tolerancia a frío y la 

resistencia frente a la infección por el hongo Cercospora beticola. Más recientemente, han 

recibido un fuerte impulso los estudios genómicos, proteómicos y metabólicos en remolacha, 

enfocándose en genes o proteínas que se expresan en la raíz o durante diferentes procesos 

del desarrollo (Bellin et al., 2002; Catusse et al., 2008) o también en aquellos que se expresan 

tras la exposición a múltiples condiciones estresantes, entre ellas, el estrés por frío (Pestsova 

et al., 2008).  

En 2013 se presentó la secuencia del genoma de remolacha (Dohm et al., 2013), que 

presenta un total de 27.421 genes, de los cuales, 17.151 fueron anotados funcionalmente por 

homologías de secuencias. A su vez, se ha publicado un transcriptoma de referencia para 

plantas de remolacha adultas tratadas con giberelinas y en vernalización (Mutasa-Göttgens et 

al., 2012) y se ha tratado de elucidar los componentes de la ruta de acumulación de sacarosa 

en la raíz de remolacha (Turesson et al., 2014). Además, otro estudio de este mismo año ha 

presentado un análisis transcriptómico de los cambios producidos en plántulas de remolacha 

expuestas a estrés por frío (Moliterni et al., 2015). 
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El objeto de estudio de la presente tesis ha sido la caracterización del gen de remolacha 

BvCRIO4 y su implicación en la respuesta a frío, utilizando los sistemas modelo 

Saccharomyces cerevisiae y Arabidopsis thaliana. 

 

 

1.3- Sistemas modelo. 

1.3.1- Saccharomyces cerevisiae. 

 

Las levaduras constituyen el grupo de microorganismos más íntimamente relacionados con 

el progreso y el bienestar de la humanidad (Arias, 2012). Se han utilizado durante miles de 

años para elaborar cerveza, pan y hacer toda clase de alimentos y bebidas fermentados, 

especialmente la especie Saccharomyces cerevisiae. Aunque en el siglo XVII Antoni van 

Leeuwenhoek pudo observar la levadura por primera vez a través de un microscopio, no fue 

hasta el siglo XIX cuando Louis Pasteur demostró experimentalmente que las bebidas 

fermentadas son el resultado de la acción de la levadura viva transformando la glucosa en 

etanol (Alba-Lois y Segal-Kischinevzky, 2010). Desde entonces, nuestro conocimiento y 

comprensión acerca de las levaduras del género Saccharomyces ha aumentado hasta tal punto 

que hoy la levadura Saccharomyces cerevisiae se ha convertido en el microorganismo 

eucariota más utilizado como sistema modelo en multitud de estudios bioquímicos, genéticos y 

de biología molecular y celular (Sherman, 2002).  

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo unicelular perteneciente a la clase de 

los hemiascomicetos. A pesar de su simplicidad, las células de esta levadura tienen las 

características fundamentales de las células eucariotas: poseen un núcleo diferenciado y 

separado del citoplasma por una membrana nuclear y su citoplasma tiene un espectro 

completo de orgánulos intracelulares y de estructuras citoesqueléticas.  

Algunas de las ventajas que ofrece esta levadura como modelo biológico en investigación 

son: la facilidad de crecimiento (tiempo de replicación relativamente corto con una tasa de 

replicación de 1,5 a 2 horas a 30°C; Boekhout y Robert, 2003) y de manipulación en el 

laboratorio (patogenicidad inexistente, posee el estatus GRAS, del inglés Generally Recognised 

as Safe, otorgado por la FDA); posee un ciclo de vida que alterna una forma haploide y otra 

diploide, lo que puede generar estudios con mutantes en el primer caso y estudios de 

complementación en el segundo (Sherman, 2002); eficiente transformación genética mediante 

recombinación homóloga; la presencia de numerosas cepas mutantes auxotróficas; y la 

disponibilidad de la secuencia completa de su genoma (Goffeau et al., 1996) que a su vez es 

relativamente pequeño (12 Mb), estando caracterizados además, el 74% del total de sus genes 

(Peña-Castillo y Hughes, 2007). Es por todo esto que los hallazgos realizados en este 

organismo pueden ser exportados a otros organismos superiores con relativa facilidad. 
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1.3.1.1- SEC14. 

1.3.1.1.1- Descripción dominio y familia. 

 

El gen de remolacha BvCRIO4, objeto de estudio de esta tesis, codifica una proteína tipo 

Sec14 (ver apartado 4.1.2). El dominio Sec14, también denominado CRAL-TRIO, representa 

una unidad estructural, ancestral y versátil, que está restringida a eucariotas (Sha et al., 1998). 

Si bien la proteína Sec14 de levadura (Sec14p) es el prototipo de proteína basada en este 

domino, hasta la fecha, el dominio Sec14 se encuentra en 1550 proteínas anotadas en la base 

de datos NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). En levadura, además de Sec14p, se expresan 

cinco proteínas de tipo Sec14 que constituyen la familia SFH (Sec Fourteen Homologue) (Li et 

al., 2000). Por su parte, tanto Homo sapiens, Mus musculus, Drosophila melanogaster, 

Caenorhabditis elegans como Aradidopsis thaliana poseen más de 20 genes individuales que 

codifican distintos miembros de la familia Sec14. Incluso eucariotas simples expresan múltiples 

miembros de la familia Sec14 (Mousley et al., 2012). 

En eucariotas simples predominan proteínas constituidas únicamente por un dominio 

Sec14. Sin embargo, en eucariotas superiores es común encontrar también proteínas que 

contienen el dominio Sec14 asociado a otros módulos: como el dominio nodulina, en plantas 

superiores (Kapranov et al., 2001; Vincent et al., 2005); el dominio GOLD (Golgi dynamics), en 

metazoos y plantas superiores (Anantharaman y Aravind, 2002); el dominio PRELI, específico 

de metazoos (Dee y Moffat, 2005); y un motivo GTPasa de función incierta (Habermehl et al., 

2004). Además, el dominio Sec14 se observa frecuentemente en proteínas que regulan la 

actividad de pequeñas GTPasas de las familias Ras, Rho y Rac (Debant et al., 1996; Aravind et 

al., 1999; Shang et al., 2003; Ueda et al., 2004; Sirokmany et al., 2005; Tcherkezian y 

Lamarche-Vane, 2007) (Figura 4). 

 

 

Figura 4: Estructura de dominios proteínas tipo Sec14 en eucariotas. Fuente: Ghosh y Bankaitis, 2011. 
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Las estructuras cristalizadas disponibles de proteínas tipo Sec14 incluyen: formas de 

Sec14p de levadura, de unión a detergentes; varias formas de Sfh1p de levadura, de unión a 

fosfolípidos; versiones de la proteína de transferencia de α-tocoferol (α-TTP), tanto unidas a 

ligando como sin unión; la proteína tipo Sec14-GOLD de mamíferos, Sec14L2; y formas de 

unión a detergentes y de unión a fosfolípidos, del dominio Sec14 de la neurofibromina (Sha et 

al., 1998; Meier et al., 2003; Min et al., 2003; Stocker y Baumann, 2003; D’Angelo et al., 2006; 

Welti et al., 2007; Schaaf et al., 2008).  

El plegamiento de Sec14 está estructuralmente conservado y consta de 280 residuos 

aproximadamente, que forman una estructura globular con dos lóbulos (Figura 5). La región 

amino-terminal consiste en cuatro α-hélices antiparalelas, mientras que el lóbulo carboxi-

terminal forma el bolsillo hidrofóbico de unión a fosfolípidos. 

 

Esta cavidad está formada por cinco láminas β, donde una de ellas se encuentra atrapada 

entre dos α-hélices por un lado, y una “compuerta” formada por una hélice 310 junto con otras 

dos α-hélices cortas, por el otro. La versión abierta de esta compuerta del bolsillo hidrofóbico se 

refiere a la conformación asociada a la membrana e implicada en el intercambio lipídico, y la 

versión cerrada es la conformación asociada al citoplasma, donde una molécula de fosfolípido 

se encuentra fuertemente unida al bolsillo hidrofóbico (Sha et al., 1998; Ryan et al., 2007; 

Schaaf et al., 2008; Mousley et al., 2012). La transición de una conformación a otra está 

determinada por un desplazamiento de 18,73 Å de la compuerta formada por hélices (Tripathi 

et al., 2014). Los estudios han demostrado que el movimiento de la compuerta de hélices es 

esencial para el intercambio lipídico mediado por Sec14. Estas transiciones implican grandes 

movimientos de esta estructura que están controlados por un cambiante elemento 

conformacional, denominado módulo G (Ryan et al., 2007) y este elemento está conservado en 

miembros muy distantes de la familia Sec14. Además, se ha descrito que la hélice 310, que 

compone la compuerta y es parte integrante del módulo G, es crítica para la estabilidad de la 

proteína (Sha et al., 1998; Ryan et al., 2007). 

 

 

Figura 5: Detalle de la estructura de Sec14p, con el bolsillo hibrofóbico abierto (a), y Sfh1p, 

con el bolsillo hidrofóbico cerrado (b). Fuente: Mousley et al., 2012. 
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1.3.1.1.2- Intercambio lipídico. 

 

Es especialmente relevante que, tanto en Sec14p como en Sfh1p, las cabezas polares de 

fosfatidilinositol (PI) y de fosfatidilcolina (PC) se unen en sitios completamente diferentes 

(Figura 6). La cabeza polar de PC se hunde profundamente en el interior del bolsillo 

hidrofóbico, mientras que el sitio de unión a PI se sitúa hacia la superficie de la proteína. Este 

rasgo guió estudios de mutagénesis que mostraron que la molécula de Sec14 alberga la 

capacidad de unirse e intercambiar tanto PC como PI, con el objetivo de estimular la 

producción de fosfatidilinositol-4-fosfato (PI(4)P) (el producto de la actividad de la 

fosfatidilinositol-4-quinasa (PI4K)) (Schaaf et al., 2008). 

 

Además, tanto Sfh1p como Sec14p tienen la capacidad de acomodar en su interior 

moléculas de fosfolípidos con diferentes volúmenes (Schaaf et al., 2008). Esto se consigue, en 

parte, cargando moléculas de agua en la parte vacía del sitio de unión a PC para equilibrar el 

complejo Sec14-PI, y recíprocamente, la parte vacía del sitio de unión a PI sería ocupada por 

ordenadas moléculas de agua en el complejo Sec14-PC (Schaaf et al., 2008).  

 

Figura 6: Sitios de unión (marcados con flechas) de la cabeza polar de PI (azul) y de 

PC (naranja), al dominio Sec14. Las cadenas de PI y PC ocupan la misma cavidad 

(azul/naranja). Fuente: Mousley et al., 2012. 

Figura 7: Esquema de la regulación de la PI4K por Sec14. Fuente: Grabon et al., 2015. 
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Por otra parte, la estimulación de la actividad de la PI4K, por parte de Sec14, requiere 

reacciones de intercambio heterotípico (PI por PC, o PC por PI) (Tripathi et al., 2014) (Figura 

7), y el factor más importante para superar la diferencia de afinidad de unión a PI o a PC, es el 

flujo de agua hacia dentro y fuera del bolsillo hidrofóbico, lo que permite que estas reacciones 

de intercambio heterotípico puedan tener lugar. Tanto es así, que las diferencias, entre Sfh1p y 

Sec14p, en la regulación del flujo de moléculas de agua en el bolsillo hidrofóbico, podría ser la 

causa por la que Sfh1p no es capaz de sustituir la actividad de Sec14p (Schaaf et al., 2011).  

La afinidad de la PI4K por PI es mayor que su afinidad por PC, y a pesar de que en 

levadura las membranas son ricas en PI, el ciclo de intercambio heterotípico es esencial para 

permitir la actividad óptima de PI4K (Tripathi et al., 2014) (Figura 8): 

 

Se desconoce el tiempo de permanencia de las moléculas de Sec14 en la membrana, 

pero una estimación razonable sugiere que una sola molécula de Sec14 podría realizar 10 

ciclos de intercambio heterotípico en la superficie de la membrana, en 2 segundos de 

permanencia en ella (Mousley et al., 2012).  

Finalmente, es interesante mencionar que parece haber diversidad en la forma en que 

interaccionan las PITPs tipo Sec14 con las PI4Ks. Sería lógico pensar que una interacción 

física directa entre el enzima y la proteína ofrecería la configuración más simple para la 

mencionada exposición óptima del ligando lipídico hacia la quinasa. Y en algunos casos así es, 

como en el de la colaboración entre Sfh4 (PITP tipo Sec14 de levadura) y Stt4 (PI4K) en la 

regulación de la descarboxilación de la fosfatidilserina (Riekhof et al., 2014), donde parece 

importante una íntima interacción física. Pero sin embargo en otros casos, como la 

estimulación, por Sec14p, de las PI4Ks de levadura Pik1 y Stt4, no parece esencial una 

interacción física muy fuerte (Skinner et al., 1993; Ile et al., 2010). Quizás la quinasa solamente 

detecte la cabeza polar expuesta. Por tanto, los datos existentes parecen indicar que no 

siempre es necesaria una interacción física entre las PITPs y las quinasas. 

 

 

 

Figura 8: Representación del intercambio heterotípico entre PC (azul y naranja) y PI 

(rojo y morado) en Sec14. La estrella simboliza la fosforilación mediada por PI4K. 

Fuente: Bankaitis et al., 2010. 
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1.3.1.1.3- Función biológica. 

 

La diversidad de esta gran familia de proteínas que contienen el dominio Sec14, propicia 

que sus miembros participen en multitud de procesos celulares. Inicialmente se detectó que 

Sec14p era capaz de transferir fosfatidilinositol (PI) y fosfatidilcolina (PC) entre membranas in 

vitro, y fue clasificada como una proteína de transferencia de PI (PITP) (Bankaitis et al., 1990). 

Si bien la transferencia de fosfolípidos entre membranas intracelulares in vivo puede ser un 

componente de la función de las PITPs tipo Sec14, los resultados del grupo de Dr. Bankaitis 

(Tripathi et al., 2014) indican que, al menos, no es probable que las PITPs de la familia Sec14 

sean, exclusivamente, transportadores de lípidos. Actualmente el creciente consenso sostiene 

la idea de que las PITPs tipo Sec14, actúan como sensores de la composición de la membrana 

(Ile et al., 2006), integrando a su vez la estimulación de la producción de fosfoinosítidos 

(fosfatidilinositol-4-fosfato (PI(4)P)) con múltiples aspectos del metabolismo lipídico intracelular, 

y diversificando los resultados biológicos de la señalización por fosfoinosítidos (Schaaf et al., 

2008; Bankaitis et al., 2010; Tripathi et al., 2014). 

Los estudios en levadura y plantas han mostrado múltiples roles de las PITPs tipo Sec14, 

regulando las rutas habituales de tráfico de membranas (Lopez et al., 1994; Phillips et al., 1999;  

Wu et al., 2000), el desarrollo de circuitos de tráfico de membranas para el crecimiento 

dimórfico y la esporulación en levadura (Lopez et al., 1994; Nakase et al., 2001; Rudge et al., 

2004) y la biogénesis de pelos radiculares en plantas (Vincent et al., 2005). Asimismo, la 

importancia biológica de los miembros de la familia Sec14 es tal que, en levadura, Sec14p 

resulta esencial; y en humanos, disfunciones de las proteínas tipo Sec14 pueden dar como 

resultado enfermedades neurodegenerativas, ceguera y algunos cánceres  (Bankaitis et al., 

1990; Sha et al., 1998; Cichowski y Jacks 2001; Fishman et al., 2004; Curwin y McMaster, 

2008).  

La actividad generada por la familia Sec14 produce interconexión entre el amplio lipidoma, 

la señalización por fosfoinosítidos y el control del tráfico de membranas. Sec14p no puede 

estimular la actividad de las fosfatidilinositol quinasas (PIKs) a menos que haya una cantidad 

suficiente de PC en las células, necesaria para facilitar las reacciones de intercambio 

heterotípico. Esto dispone a Sec14p para actuar como un sensor de PC que transmite 

información del metabolismo de PC hacia la síntesis de fosfoinosítidos. Esta actividad es 

coherente con los resultados de estudios genéticos que han demostrado que Sec14p coordina 

el metabolismo de PC y diacilglicerol (DAG) con la producción de PI(4)P, con el propósito de 

estimular el tráfico de membranas en la red trans-Golgi (TGN) y en compartimentos 

endosomales (Cleves et al., 1989; Bankaitis et al., 1990; Cleves et al., 1991; Fang et al., 1996; 

Li et al., 2002; Mousley et al., 2012b). Cuando aumentan los niveles de PC a partir de la 

síntesis por la ruta de la CDP-colina, se produce la activación de Sec14p por el intercambio 

heterotípico entre PI y PC, lo que a su vez estimula la producción de fosfoinosítidos a través de 

la PI4K (Figura 9). Sin embargo, a pesar de lo expuesto anteriormente, algunos autores indican 

que la PI4K no parece ser suficientemente eficiente en la regulación de la señalización lipídica 
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y postulan que las PITPs tipo Sec14 podrían suplir las carencias de esta quinasa en su gestión 

del PI, turnándose ambos enzimas para coordinar el metabolismo lipídico y la señalización por 

fosfoinosítidos (Mousley et al., 2012). 

La síntesis de PI(4)P, producto de la acción de la PI4K, activaría efectores aguas abajo 

para promover la formación de vesículas emergentes de la red del trans-Golgi (TGN) y de los 

endosomas. Además, el PI(4)P también podría inhibir la colina fosfato citidiltransferasa, el 

enzima que determina el ratio en la ruta de la CDP-colina (Mousley et al., 2012) (Figura 9). 

 

El PI(4)P regula la función de secreción de Golgi a través de varios mecanismos. En 

primer lugar, este fosfoinosítido funciona como un adaptador requerido para reclutar proteínas 

de la periferia de la membrana, necesarias para la formación de vesículas. Entre las proteínas 

que recluta PI(4)P se encuentran proteínas de unión a clatrina (como AP-1, Carlton y Cullen 

2005; Wang et al., 2003), proteínas GGA con potencial actividad Arf1-GTP (Wang et al., 2007; 

Demmel et al., 2008), GTPasas Rab y los factores intercambiadores de nucleótido guanina 

(GEF) asociados (de Graaf et al., 2004; Sciorra et al., 2005; Mizuno-Yamasaki et al., 2010), 

proteínas de unión a oxisterol que interaccionan con la señalización mediada por PI(4)P (Li et 

al., 2002; Litvak et al., 2005; Stefan et al., 2011), y otras proteínas de unión o transporte de 

lípidos que además remodelan la composición lipídica de las membranas de Golgi. Por otra 

parte, el PI(4)P regula la actividad de otras proteínas residentes en el Golgi, como por ejemplo 

la flipasa Drs2, que posee un papel relevante en la regulación del tráfico de membranas 

(Chantalat et al., 2004; Muthusamy et al., 2009; Natarajan et al., 2009). Además, el PI(4)P 

mantiene la integridad del sistema Golgi al inhibir, vía Sec2, ensamblajes inapropiados del 

complejo de secreción en las membranas del Golgi (Mizuno-Yamasaki et al., 2010). Asimismo, 

durante el proceso de exocitosis, las vesículas de secreción son marcadas para ser fusionadas 

Figura 9: Esquema de la función de Sec14p en la ruta de secreción desde Golgi, en levadura. Fuente: Ghosh y Bankaitis, 2011. 
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con la membrana plasmática, y en este proceso, el PI(4)P inhibe el reclutamiento prematuro de 

membranas de Golgi para la formación de vesículas de secreción. Finalmente, además de 

promover el tráfico anterógrado de membranas desde Golgi, estudios recientes han mostrado 

que el PI(4)P también regula el movimiento retrógrado del tráfico de membranas desde los 

endosomas hacia Golgi (Mousley et al., 2008; Wood et al., 2009). 

Por otra parte, Sec14p también percibe la PC como una lectura del consumo de 

diacilglicerol (DAG), y su regulación asegura niveles óptimos en la reserva de DAG, necesario 

para el tráfico endosomal y de la red trans-Golgi (TGN) (Skinner et al., 1995). El DAG es un 

lípido neutral que regula la emergencia de vesículas a lo largo de varios pasos de la ruta de 

secreción, incluyendo el transporte desde la TGN (Antonny et al., 1997; Kearns et al., 1997; 

Baron y Malhotra 2002; Yanagisawa et al., 2002; Litvak et al., 2005), y la formación de 

vesículas COP1 para el tráfico retrógrado desde las primeras cisternas del Golgi hasta volver al 

retículo endoplasmático (RE) (Asp et al., 2009).  

En cuanto a la diversidad de los resultados biológicos derivados de la señalización por 

fosfoinosítidos (Figura 10), en levadura se da un claro ejemplo donde cada una de las seis 

PITPs tipo Sec14 (Sec14p y las cinco proteínas Sfh), especifica un único resultado biológico 

para la señalización por PI4K, y muchas de ellas no presentan una marca estructural de unión 

a PC (Schaaf et al., 2008; Bankaitis et al., 2010). De hecho Sfh3p actúa de forma antagónica a 

Sec14p, a pesar de que ambas proteínas activan la misma PI4K (Ren et al., 2014). En este 

caso, Sfh3p dirige la señalización de la PI4K hacia el metabolismo lipídico, mientras que 

Sec14p la orienta hacia el tráfico endosomal. Este resultado indica que las PITPs orientan la 

actividad de las PI4K hacia resultados distintos. 

 

 

 

 

  

Figura 10: Diversidad de resultados biológicos de las PITPs tipo Sec14 de levadura. Fuente: Grabon et al., 2015. 
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1.3.1.1.4- Sec14p y balsas lipídicas. 

 

La combinación de esteroles y esfingolípidos forma microdominios fuertemente 

empaquetados denominados balsas lipídicas (lípid rafts) que son insolubles en detergentes a 

temperatura ambiente. De ahí que las balsas lipídicas también hayan sido nombradas DIGs 

(detergent-insoluble glycolipid-enriched complexes) o DRM (detergent-resistant membranes). 

Las balsas lipídicas son críticas para la localización intracelular de proteínas en células 

eucariotas (Simons y Ikonen, 1997; Brown y London, 1998; Brown y London, 2000; Simons y 

Ikonen,  2000; Ikonen, 2001).  

En levadura, la concentración de ergosterol (el principal esterol estructural en levadura) y 

esfingolípidos va aumentando progresivamente a lo largo de la ruta de secreción, hasta 

alcanzar su nivel más elevado en la membrana plasmática (Zinser et al., 1993). Otras 

membranas, como la de la vacuola, son especialmente pobres en esfingolípidos y muestran un 

ratio bajo de ergosterol comparado con el de fosfolípidos (Zinser et al., 1991; Hechtberger et 

al., 1994; Schneiter et al., 1999).  

Se ha visto que la composición de esterol afecta a la endocitosis en levadura (Heese-Peck 

et al., 2002) y la reducción de esfingolípidos puede truncar completamente la estructura de las 

balsas lipídicas y causar la muerte celular (Bagnat et al., 2000). Las balsas lipídicas son 

importantes para el tráfico de membranas en levadura y están implicadas en la secreción de 

proteínas asociadas a las balsas como: Gas1p (proteína anclada a glicosilfosfatidilinositol), 

Pma1p (protón ATPasa) y varias permeasas como Fur4p (permeasa de uracilo), Gap1p 

(permeasa de aminoácidos), Tat2p (permeasa de triptófano), Hxt1p (transportadora de hexosa) 

(Bagnat et al., 2000; Bagnat et al., 2001; Eisenkolb et al., 2002; Abe y Iida, 2003; Dupre y 

Haguenauer-Tsapis, 2003; Hearn et al., 2003; Malínská et al., 2003; Umebayashi y Nakano, 

2003; Lauwers y Andre, 2006; Okamoto et al., 2006). 

Además de lo mencionado hasta ahora sobre la función de Sec14p, un estudio reciente 

describe un nuevo rol para esta proteína. Curwin et al. (2013) sugieren que la función principal 

de Sec14p es asegurar la correcta localización y transporte de proteínas que residen en balsas 

lipídicas. Más concretamente, este estudio mostró que en células deficientes en Sec14p se 

produce la localización errónea de Pma1p (componente de uno de los principales tipos de 

balsas lipídicas) y de Fus-Mid-GFP (una proteína delatora del ensamblaje en balsas lipídicas). 

De forma similar, otro estudió demostró que Sec14p también es necesaria para la correcta 

localización de Tat2p (permeasa de alta afinidad para triptófano) en la membrana plasmática 

(Umebayashi y Nakano, 2003) (ver apartado 1.3.1.2). En condiciones normales, estas 

proteínas requieren su inclusión en balsas lipídicas de Golgi, para ser transportadas a la 

membrana plasmática, y defectos en la síntesis de esterol y esfingolípidos comprometen la 

correcta localización y transporte de éstas (Wang y Chang, 2002; Umebayashi y Nakano, 2003; 

Proszynski et al., 2005; Daicho et al., 2009; Klemm et al., 2009).  

Otros estudios recientes también han relacionado la función de Sec14p con el 

metabolismo de esfingolípidos. Se ha documentado aumento de ceramidas y cambios en el 
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metabolismo de esfingolípidos complejos, en células deficientes en Sec14p (Mousley et al., 

2008). La inactivación de la fosfatidilinositol-4-fosfato fosfatasa (PI4P fosfatasa) Sac1 puede 

desviar la función de Sec14p, y se ha demostrado que el fosfatidilinositol producido por Sac1 

es usado preferentemente como sustrato de Aur1 para convertir ceramidas en esfingolípidos 

complejos (Brice et al., 2009). Además, recientemente se ha determinado que Kes1, que 

también forma parte del bypass de Sec14p, estimula la actividad de la PI4P fosfatasa Sac1 

(Stefan et al., 2011) (Figura 7). Por lo tanto, los datos indican que la función de Sec14p y el 

metabolismo de esfingolípidos están relacionados tanto a través de interacciones genéticas 

como a través de la regulación de los propios niveles de esfingolípidos. 

 

 

1.3.1.2- TAT2 y transporte de triptófano. 

 

La disminución de la temperatura provoca cambios en el estado físico de la membrana 

plasmática que alteran significativamente la actividad de las enzimas asociadas a la misma y 

de los transportadores anclados en ella, produciendo un descenso en la adquisición de 

nutrientes. Se ha descrito una severa disminución en la entrada de aminoácidos como 

consecuencia de la degradación vacuolar de permeasas de alta afinidad para aminoácidos, 

producida por el descenso de la temperatura ambiental (Abe y Horikoshi, 2000). Más 

concretamente, el transporte de triptófano es un factor limitante del crecimiento bajo varias 

condiciones de estrés y se halla seriamente comprometido a temperaturas bajas. De hecho, en 

cepas de levadura auxótrofas para triptófano, el mayor factor limitante para el crecimiento a 

temperaturas bajas es la absorción de triptófano y después el fosfato inorgánico (Vicent et al., 

2015).  

Los efectos del frío sobre la capacidad de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae se 

ven atenuados mediante la prototrofía a triptófano; y en cepas auxótrofas para triptófano, éstos 

se pueden mitigar mediante la adición de un exceso de triptófano en el medio de cultivo, a 

través de la sobreexpresión de permeasas de triptófano como Tat2p y Tat1p, y mediante la 

reversión de la auxotrofía por sobreexpresión del gen TRP1 (codifica la fosforibosil antranilato 

isomerasa que cataliza el 3
er

 paso en la biosíntesis de triptófano) (Vicent, 2009). 

El gen TAT2 codifica una permeasa de alta afinidad para triptófano y tirosina (Schmidt et 

al., 1994) y es limitante bajo muchas condiciones que afectan a la fluidez de la membrana 

plasmática y/o a la absorción de triptófano (Bauer et al., 2003; Daicho et al., 2007; Khozoie et 

al., 2009). Se ha documentado que la sobreexpresión de TAT2 confiere tolerancia a frío y a alta 

presión (Abe y Horikoshi, 2000). La presión alta mimetiza el efecto del frío al provocar también 

una disminución de la fluidez de la membrana.  

La sobreexpresión de TAT2 da como resultado un notable aumento del transporte de 

triptófano a 10ºC, el cual se correlaciona con un considerable incremento de la tasa de 

crecimiento a dicha temperatura (Vicent, 2009). A temperatura óptima de crecimiento, la 

localización subcelular de Tat2p depende de la concentración de triptófano en el medio de 
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cultivo (Figura 11). Cuando la concentración de 

triptófano en el medio es alta, Tat2p se localiza en 

compartimentos prevacuolares y en la vacuola; pero 

si el medio es pobre en triptófano, Tat2p va a la 

membrana plasmática para facilitar la entrada de 

triptófano en la célula.  

En condiciones de estrés por frío, la perdida de 

fluidez de la membrana provoca una disminución de 

la absorción de triptófano y Tat2p es enviada a la 

membrana plasmática (aun cuando la concentración 

de triptófano en el medio es elevada), de forma 

similar a una situación de ayuno de triptófano (Beck 

et al., 1999; Umebayashi y Nakano, 2003). 

Como se ha mencionado en el apartado anterior, Tat2p es una proteína de membrana 

asociada a balsas lipídicas. Sin embargo, en condiciones normales, Tat2p se localiza 

predominantemente en endosomas tardíos y dentro de la fracción lipídica mayoritaria (parte de 

la membrana plasmática que no contiene balsas lipídicas) (Abe y Iida, 2003; Umebayashi y 

Nakano, 2003). La ordenación hacia vacuola de Tat2p y su subsiguiente degradación se 

producen en respuesta a varias condiciones ambientales como ayuno de nutrientes, alta 

concentración de triptófano, estrés por alta presión o la droga anticancer 4-fenilbutirato (Beck et 

al., 1999; Abe y Horikoshi, 2000; Abe y Iida, 2003; Umebayashi y Nakano, 2003; Liu et al., 

2004; Miura y Abe, 2004). Tat2p es transportada a la membrana plasmática a través de su 

asociación con balsas lipídicas y es enviada a vacuola cuando se producen alteraciones en las 

balsas lipídicas (Bagnat et al., 2001) (Figura 13).  

También se ha comentado anteriormente que la 

proteína Sec14p está implicada en la correcta 

localización de Tat2p en balsas lipídicas, para ser 

enviada a la membrana plasmática. Experimentos 

con mutantes sec indican que Tat2p se asocia con 

las balsas lipídicas en el Golgi y que Sec14p es 

requerida para su salida del Golgi (Stevens et al., 

1982; Umebayashi y Nakano, 2003). Con una 

concentración baja de triptófano en el medio, la 

presencia de Sec14p permite el transporte de Tat2p 

a la membrana plasmática, aunque una porción de 

Tat2p se mantiene ligada a compartimentos 

intracelulares. La deficiencia de Sec14p imposibilita 

el transporte de Tat2p a la membrana plasmática, aun en condiciones de baja concentración de 

triptófano en el medio, y la localización de Tat2p queda restringida a compartimentos 

prevacuolares (Umebayashi y Nakano, 2003) (Figura 12).  

Figura 11: Localización subcelular de Tat2p bajo 

condiciones de alto y bajo contenido de triptófano en 

el medio. Fuente: Umebayashi y Nakano, 2003. 

Figura 12: Localización subcelular de Tat2p en 

células del mutante termosensible sec14
ts

, bajo 

condiciones de bajo contenido de triptófano en el 

medio. Fuente: Umebayashi y Nakano, 2003. 
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La distribución de Tat2p hacia la membrana plasmática o hacia endosomas y vacuola, se 

determina en la red trans-Golgi (TGN), y la última etapa que determina su localización depende 

de su ubicuitilación (Umebayashi, 2003) (Figura 13). La degradación vacuolar de Tat2p 

requiere de su ubicuitilación mediada por Npr1 (Schmidt et al., 1998) y Rsp5 (Beck et al., 1999; 

Abe y Iida, 2003; Umebayashi y Nakano, 2003), y en la interacción entre Rsp5 y Tat2p están 

implicadas las proteínas adaptadoras Bul1 y Bul2, también necesarias para el proceso de 

ubicuitilación de Tat2p (Abe y Iida, 2003; Umebayashi y Nakano, 2003). Se ha indicado que 

Rsp5 se encuentra tanto en balsas lipídicas como fuera de ellas (Wang et al., 2001). Y Daicho 

et al. (2009), han sugerido que Rsp5 se encuentra y realiza la ubicuitilación de Tat2p en el 

TGN, probablemente fuera de las balsas lipídicas. Además han planteado un modelo en el que 

la proteína Tat2 que escapa de la ubicuitilación en la fracción lipídica mayoritaria puede ser 

translocada a balsas lipídicas y, por tanto, enviada a la membrana plasmática; y la proteína 

Tat2 ubicuitilada por Rsp5 es transportada al endosoma tardío, desde donde puede continuar 

hacia la vacuola para su degradación. 

 

  

El ergosterol, componente de las balsas lipídicas, es necesario para la correcta asociación 

de Tat2p a las balsas lipídicas y su transporte desde el aparato de Golgi hasta la membrana 

plasmática en células de levadura (Abe y Iida, 2003; Umebayashi y Nakano, 2003). Defectos 

en la biosíntesis de ergosterol producen anomalías en la estructura de las balsas lipídicas que 

conducen a localización y transporte de Tat2p defectuosos (Umebayashi y Nakano, 2003; 

Daicho et al., 2009). Podría existir un sistema fisiológico que regule la localización de los 

transportadores de nutrientes mediante la alteración de la biosíntesis de esteroles, sin afectar 

notablemente la función de otras proteínas de la membrana plasmática.  

Por lo tanto, todo lo expuesto hasta ahora parece indicar que sin la existencia de balsas 

lipídicas funcionales (mutantes de biosíntesis de ergosterol) y sin Sec14p, Tat2p no puede ser 

transportada a la membrana plasmática, ni siquiera bajo condiciones de ayuno de triptófano. 

 

 

Figura 13: Modelo de localización de Tat2p. Tat2p es ubicuitilada por Rsp5 en la red 

trans-Golgi, en zonas de la membrana distintas de las balsas lipídicas, y es 

transportada hacia endosoma tardío (1). Algunas proteínas pueden continuar hasta 

la vacuola para su degradación (2). La proteína Tat2 no ubicuitilada es trasladada al 

interior de las balsas lipídicas para ser enviada a la membrana plasmática (3). 

Fuente: Daicho et al., 2009. 
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1.3.2- Arabidopsis thaliana. 

 

A lo largo del siglo pasado, la mayoría de los estudios en plantas se realizaron con 

especies de interés económico para poder mejorar sus cultivos. Estas especies generalmente 

presentan dificultades para su estudio, ya que en la mayoría de los casos sus genomas son de 

gran tamaño y tienen un elevado grado de ploidía, lo que dificulta su manipulación y análisis 

(Meyerowitz, 2001). El uso de Arabidopsis thaliana como modelo de estudio en plantas en el 

laboratorio fue relativamente tardío. En 1907, el Dr. F. Laibach descubrió el número 

de cromosomas de Arabidopsis thaliana (2n=10), y fue el primero en sugerir su potencial para 

la experimentación genética, entre otras razones por la brevedad de su ciclo vital. 

Posteriormente, Rédei (1975) ensalzó convincentemente las virtudes de A. thaliana como 

especie en la que el análisis genético es factible y productivo, sin embargo, no fue hasta finales 

de la década de los ochenta cuando esta planta se convirtió en uno de los organismos 

experimentales de elección preferente en biología vegetal (Meyerowitz, 1994). 

Arabidopsis thaliana es una planta vascular, una angiosperma que pertenece a la clase de 

la Dicotiledóneas, a la subclase de las Dilénidas, al orden de las Caparales y a la familia de las 

Brasicáceas o Crucíferas (Strasburger et al., 1994). Es una especie nativa de Europa, Asia, y 

el noroeste de África, aunque se ha descrito su presencia en casi todo el planeta, con la 

excepción de Sudamérica (Rédei, 1970).  

A pesar de su escaso valor económico, esta especie reúne una serie de características que 

la han convertido rápidamente en el objeto de estudio por excelencia de la mayoría de los 

laboratorios dedicados a la biología experimental de plantas. Entre ellas destacan su capacidad 

de crecimiento bajo condiciones controladas, su pequeño tamaño (unos 30-50 cm de altura, 

que posibilita siembras de hasta 10.000 plantas/m
2
), su ciclo de vida corto (aproximadamente 

unas 6 semanas, cuando es cultivada a 25ºC bajo fotoperiodo de 16 horas de luz), la capacidad 

de producir hasta 10.000 semillas por planta (Meyerowitz, 1987) y posee un genoma pequeño 

(125 Mb, aproximadamente 25.500 genes) que se encuentra completamente secuenciado 

desde el año 2.000 (Arabidopsis Genome Initiative, 2000) y que además contiene un bajo 

porcentaje de secuencias repetitivas de ADN (10-15%). Además, las herramientas de biología 

molecular como la mutagénesis, etiquetado de genes, rastreo de mutantes, clonaje posicional o 

la transformación genética mediante Agrobacterium tumefaciens, pueden llevarse a cabo en A. 

thaliana (Clough y Bent, 1998). 

Por todo ello, la comunidad científica emplea esta especie como organismo modelo, y se 

han obtenido colecciones de líneas mutantes que se encuentran disponibles en centros como 

el NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Centre) y el ABRC (Arabidopsis Biological Resource 

Centre), que resultan muy útiles en trabajos de genómica funcional. 
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1.3.2.1- Patelinas, familia multigénica. 

 

El gen CRIO4 de remolacha, objeto de estudio en esta tesis, es ortólogo a los genes 

PATLs de Arabidopsis thaliana (ver apartado 4.2). Las PATLs o Patelinas (en inglés Patellins, 

nombre derivado del latín patella (Peterman et al., 2004a)) son una familia de proteínas tipo 

Sec14 de Arabidopsis thaliana compuesta por seis miembros. PATL1 fue la primera de esta 

familia en ser caracterizada, y se descubrió durante un escrutinio bioquímico para identificar 

proteínas de unión a F-actina (Peterman y Ohol, 2003; Peterman et al., 2004a). 

 

En la Figura 14 se observa la 

estructura de dominios de las proteínas 

de la familia PATL, que poseen una 

región N-terminal variable en longitud y 

composición, siendo este dominio muy 

ácido con un punto isoeléctrico (pI) 

cercano a 4, excepto en PATL6, debido a 

un inusual alto porcentaje de 

aminoácidos cargados, especialmente 

ácido glutámico (Peterman et al., 2004a). 

Este dominio N-terminal ácido puede 

causar movilidad anómala de la proteína 

en geles SDS (Sedbrook et al., 2002; 

Peterman et al., 2004a; Minami et al., 

2009). En el extremo N-terminal también 

se encuentran motivos Coiled coil, un 

motivo de plegamiento y oligomerización 

de proteínas (Burkhard et al., 2001), y 

secuencias PXXP de unión a dominios 

SH3 (Feng et al., 1994). Los dominios 

SH3 participan en interacciones proteína-

proteína implicadas en dinámicas de 

Figura 14: Diagrama de la estructura de dominio de las PATLs en Arabidopsis. 

Fuente Peterman et al., 2004a. 

Figura 15: Análisis filogenético de las PATLs de plantas. 

Fuente: Peterman et al., 2006a. 
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citoesqueleto, rutas de señalización tirosina quinasa y tráfico vesicular (Kay et al., 2000). El 

extremo C-terminal de las PATLs está muy conservado y contiene los dominios Sec14 y GOLD, 

que se encuentran en otras proteínas eucariotas implicadas en el tráfico de membranas 

(Peterman et al., 2004b). En apartados previos de esta tesis se ha hablado extensamente de la 

proteína Sec14 de levadura, y el dominio Sec14 de las PATLs conserva los mismos residuos 

que son críticos, en Sec14p, para la unión y transferencia de fosfolípidos (Peterman et al., 

2004a). Por su parte, el dominio GOLD se encuentra en proteínas eucariotas implicadas en la 

función de Golgi y en el tráfico lipídico (Anantharaman y Aravind, 2002).  

Análisis filogenéticos dividen a las PATLs de plantas en cuatro ramas, estando las seis 

PATLs de Arabidopsis thaliana repartidas entre éstas, lo que podría sugerir solapamiento en la 

función entre los miembros de esta familia (Peterman et al., 2006a) (Figura 15). 

 

 

 

Figura 16: Proteínas tipo Sec14 en eucariotas. Fuente: Ghosh y Bankaitis, 2011. 
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Por otra parte, el análisis filogenético de las 31 proteínas de A. thaliana con dominio Sec14 

indica que la familia de las PATLs surgió durante la evolución y el dominio Sec14 de las PATLs 

es el más diferente respecto de Sec14p de levadura (Peterman et al., 2006b). De hecho, las 

PATLs tienen más similitud con SFH5p de levadura (homólogo de Sec14p) y con las proteínas 

tipo Sec14 de humanos, que con Sec14p (Figura 16). Es más, aun estando relacionados en 

origen, se ha sugerido que el dominio Sec14 de las PATLs y la proteína Sec14 de levadura son 

funcionalmente diferentes, puesto que ni PATL1 ni una versión truncada de la proteína que solo 

contiene el dominio Sec14 de PATL1, pueden complementar la función de Sec14p en levadura, 

al igual que ocurre con las proteínas de humanos tipo Sec14 (Peterman et al., 2006). 

PATL1 se encuentra en todos los tejidos analizados (Figura 17) aunque es más abundante 

en hojas y raíces (Peterman et al., 2004a) y además presenta un patrón de expresión vascular 

(Rackaityte, 2013). 

 

En las raíces de A. thaliana, PATL1 se concentra en la zona de división celular. Estudios 

de fraccionamiento bioquímico indican que PATL1, al igual que Sec14p de levadura, es una 

proteína periférica a la membrana (Peterman et al., 2004a). Los eventos de tráfico de 

membranas son fundamentales para la construcción de la placa celular durante la citoquinesis 

en células vegetales. PATL1 se localiza en la placa celular (Figura 20), que dará lugar a la 

lámina media, en el momento de la división celular y permanece allí durante algún tiempo tras 

la citoquinesis (Peterman et al., 2004a).  

Se ha descrito acumulación de fosfatidilinositol-

4,5-bifosfato (PI(4,5)P2) en el borde de la placa 

celular durante su fusión con la membrana 

plasmática materna (van Leeuwen et al., 2007), lo 

que sugiere un papel de estos fosfoinosítidos en los 

pasos finales de la formación de la placa celular.  

PATL1 se une específicamente a algunos 

fosfoinosítidos (Figura 18), importantes reguladores 

del tráfico de membrana, como PI(3)P, PI(5)P y 

PI(4,5)P2 (Peterman et al., 2004a), con una fuerte 

preferencia por PI(5)P (Peterman et al., 2004a; 

Peterman et al., 2007), que siendo el fosfoinosítido 

menos caracterizado, tiene un papel crítico en la 

Figura 17: Patrón de expresión de PATL1 en Arabidopsis thaliana. Fuentes: Peterman et al., 2004; Rackaityte, 2013. 

Figura 18: Unión a fosfoinosítidos de  PATL1. 

Fuente: Peterman et al., 2004a. 
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señalización celular (Alvarez-Venegas et al., 2006; Shisheva, 2013).  

Aunque la secuencia de PATL1 contiene dos sitios potenciales de unión a fosfoinosítidos, 

el dominio Sec14 y un motivo rico en lisina encontrado en el dominio GOLD (Peterman et al., 

2004a; Peterman et al., 2007), estudios de homología con la secuencia de Sec14p y ensayos 

de unión a fosfolípidos de PATL1 y una versión truncada de PATL1 que carece del dominio 

GOLD, han puesto de manifiesto que la Arg266 del dominio Sec14 de PATL1, es el residuo que 

más probablemente otorgue la especificidad de interacción con PI(5)P, debido a su proximidad 

con el fosfato en la posición 5 del anillo inositol (Ferris et al., 2010). Se ha sugerido que PATL1 

tiene un papel en los eventos de tráfico de membrana asociados a la placa celular durante su 

expansión y maduración, involucrando por tanto a los fosfoinosítidos en la biogénesis de la 

placa celular y también en las últimas etapas de la citoquinesis (Peterman et al., 2004a; van 

Damme et al., 2008).  

El solapamiento en el patrón de expresión de las PATLs estudiadas y el fenotipo de la 

perdida de función del gen, parecen corroborar  la posible redundancia funcional que preveían 

los análisis filogenéticos (Lee et al., 2010). La mutación de PATL1 por inserción de T-DNA, no 

exhibe defectos en la citoquinesis, probablemente debido a la redundancia funcional 

proporcionada por otros miembros de la familia de las PATLs. PATL1 y PATL3 muestran un 

patrón de expresión solapante en hidátodos, células oclusivas y tricomas de hojas jóvenes, en 

el tejido vascular de hojas, tallo, sépalos, filamentos de las anteras y en la región superior del 

pistilo justo por debajo de las papilas estigmáticas; sin embargo, solo PATL1 se expresa 

también en la cofia radicular. Estos datos sugieren que PATL1 y PATL3 podrían tanto actuar de 

forma solapada como tener funciones diferentes. Es interesante mencionar que el patrón de 

expresión observado en PATL1 y PATL3 es muy similar al observado para DR5 (elemento 

sintético de respuesta a auxinas), lo que podría indicar una conexión de las PATLs con la 

señalización de auxinas (Levy y Peterman, 2009; Rackaityte, 2013). 

Durante el desarrollo, el flujo de auxinas es canalizado direccionalmente para establecer 

un patrón vascular. El trabajo de Rackaityte (2013) ha mostrado datos reveladores sobre el 

papel de las PATLs en el establecimiento del patrón vascular y su posible interacción con 

auxinas. PATL2, del mismo modo que PATL1, se expresa en tejidos vasculares, y datos de 

estudios de expresión con microarrays indican que PATL1 y PATL2 pueden estar implicados en 

la diferenciación del xilema. PATL1 y PATL2 son necesarias para el completo desarrollo del 

patrón vascular en cotiledones. En el doble mutante patl1patl2, los cotiledones muestran mayor 

número de huecos, inversión del orden de las venas, defectos distales y finales libres. Los 

defectos en el patrón vascular están asociados con la adquisición de una inadecuada 

diferenciación del procambium. PATL1 y PATL2 se expresan en células preprocambiales del 

embrión y el primordio foliar en desarrollo, y en células vasculares maduras de los cotiledones, 

lo que podría sugerir su implicación en el establecimiento del procambium y la diferenciación 

vascular. Además, el patrón de expresión de DR5 (elemento sintético de respuesta a auxinas), 

también se encuentra alterado en el mutante patl1patl2, lo que respalda la hipótesis de que 

PATL1 y PATL2 regulan el transporte polar de auxinas durante la canalización, quizás al influir 
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en la localización de las PINs. En este mismo estudio se ha propuesto que PATL1 y PATL2 

actúan junto con ARF-GAPs, necesarias para el transporte polar de auxinas durante el 

establecimiento del patrón vascular, sugiriendo un nuevo papel para las proteínas tipo Sec14 

de plantas (Rackaityte, 2013). En otro estudio (Isono et al., 2010), se muestra otro posible 

enlace entre las PATLs y el transporte de auxinas, al describir la interacción de PATL1 y PATL2 

con AMSH3, enzima de desubicuitilación requerido para la eficiente endocitosis de PIN2.  

Por otra parte, varios estudios proteómicos y transcriptómicos han mostrado que PATL1, 

PATL2 y PATL4 están reguladas por brasinostenoides (BRs), viéndose su expresión afectada 

tanto en mutantes insensibles (bri1) como hipersensibles (bzr1) a BRs (Goda et al., 2004; Deng 

et al., 2007; Tang et al., 2008). Esto sugiere una función de las PATLs en el crecimiento 

regulado por BRs. Los BRs afectan a muchos aspectos del crecimiento y desarrollo de las 

plantas, y diversos estudios han confirmado la capacidad de esta fitohormona para modular la 

respuestas de las plantas frente a diferentes estreses ambientales (Krishna, 2003; Divi y 

Krishna, 2009). Por ejemplo, plantas de Arabidopsis thaliana y Brassica napus tratadas con 

BRs, mejoran su tolerancia al estrés por frío (Kagale et al., 2007). Del mismo modo, en A. 

thaliana, plantas mutantes bri1 aumentan su tolerancia al frío tras un tratamiento exógeno de 

BRs (Kim et al., 2010). En este mismo estudio, se ha encontrado elevados niveles de expresión 

de CBFs/DREB1s asociados tanto a la mutación como a la sobreexpresión del gen BRI1, 

confirmando la implicación de los BRs en la respuesta a frío. Dado que la función de las PATLs 

aún no está completamente determinada, futuros estudios sobre el papel de las PATLs en la 

respuesta a brasinosteroides podrían dar nuevos indicios que ayuden a explicar el papel del 

tráfico vesicular en la respuesta a frío. 

Es interesante destacar que se ha localizado un sitio de fosforilación en el bolsillo 

hidrofóbico de unión a fosfoinosítidos de PATL2 (Jones et al., 2009). Y los indicios existentes 

de la implicación de PATL2 en la señalización de citoquininas (Dortay et al., 2008) han sido 

corroborados por un estudio proteómico en Arabidopsis thaliana, que ha detectado que PATL2 

está involucrada en la respuesta temprana a citoquininas (Černý et al., 2011). 

 

 

1.3.2.1.1- Patelinas y balsas lipídicas 

 

Se cree que las balsas lipídicas en plantas (microdominios de la membrana plasmática 

ricos en esteroles y esfingolípidos, y resistentes a detergentes) están implicadas en muchos 

procesos celulares como la transducción de señales, el tráfico de membranas y en el 

metabolismo de la pared celular (Peskan et al., 2000; Mongrand et al., 2004; Shahollari et al., 

2004; Bhat y Panstruga, 2005; Borner et al., 2005; Morel et al., 2006; Laloi et al., 2007; 

Lefebvre et al., 2007). 

La aclimatación al frío provoca cambios en la composición lipídica de las balsas que 

afectan al número y tamaño de éstas, y se ha sugerido que los esteroles están sumamente 

implicados en la formación de balsas lipídicas durante el proceso de aclimatación al frío (Xu et 
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al., 2001; Beck et al., 2007; Minami et al., 2009). Un estudio ha detectado que la composición 

lipídica y proteica de las balsas lipídicas en la membrana plasmática de células de Arabidopsis 

thaliana cambia tanto cualitativamente como cuantitativamente durante la aclimatación al frío 

(Minami et al., 2009). La proporción de esteroles libres aumenta en las balsas lipídicas tras la 

aclimatación, y este aumento conlleva una ligera disminución de fosfolípidos. Los cambios que 

el frío provoca en la composición lipídica de las balsas puede modificar la función de las 

proteínas que se encuentran en ellas. El ratio proteína-lípido es mayor en las balsas lipídicas 

que en el resto de la membrana plasmática, y durante la aclimatación al frío, la especificidad de 

las proteínas reclutadas en las balsas lipídicas aumenta.  

La clasificación funcional de las proteínas de respuesta a frío de las balsas lipídicas, 

sugiere que éstas funcionan como plataformas de transporte a través de la membrana 

plasmática, tráfico intracelular de vesículas e interacción con el citoesqueleto. Entre las 

proteínas que aumentan en las balsas lipídicas durante la aclimatación al frío, se encuentran 

entre otras, H
+
-ATPasas, aquaporinas y proteínas relacionadas con endocitosis como clatrinas 

y dinaminas. Las H
+
-ATPasas regulan el pH citoplasmático y el potencial de membrana, y se ha 

documentado un aumento de las H
+
-ATPasas en Helianthus tuberosus durante la aclimatación 

al frío (Ishikawa y Yoshida, 1985). Además, como se ha comentado en apartados anteriores de 

esta tesis, la H
+
-ATPasa de levadura (Pma1p) también se localiza en las balsas lipídicas 

(Bagnat et al., 2001; Lee et al., 2002), y su correcta localización depende de la proteína Sec14p 

(Curwin et al., 2013). Por su parte, las aquaporinas transportan agua a través de las 

membranas y su sobreexpresión en levadura aumenta la permeabilidad al agua osmótica a 

temperaturas bajas (Soveral et al., 2006), lo que ayuda a contrarrestar la formación de cristales 

de hielo y aumenta la tolerancia a congelación (Tanghe et al., 2002). Por tanto, es posible que 

un aumento en la proporción de aquaporinas en las balsas lipídicas de plantas mejore la 

permeabilidad al agua osmótica de la membrana plasmática a temperaturas bajas y de 

congelación, con el consecuente aumento de supervivencia de la célula.  

También se ha identificado a PALT1 y PATL2 entre las proteínas de respuesta a frío 

asociadas a balsas lipídicas (Minami et al., 2009). El nivel de PATL1 en las balsas lipídicas, 

disminuye transitoriamente tras 4 días de aclimatación al frío, pero vuelve a aumentar en 

tiempos posteriores. Estos datos dan pie a pensar en la implicación de las PATLs en la 

aclimatación al frío en plantas, mediada por las balsas lipídicas. Es interesante mencionar que 

en otro estudio donde también se relacionan H
+
-ATPasa, aquaporinas y PATL2 en respuesta a 

estrés abiótico, se identificó un sitio de fosforilación en PATL2 en respuesta a estrés salino 

(EILQSEpSFKEEGYLASELQEAEK) (Hsu et al., 2009). Este mismo sitio de fosforilación 

(pSFKEE) también ha sido encontrado en PATL3 en un estudio de respuesta a hormonas 

(Chen et al., 2010) y en PATL3, PATL4 y PATL5 en un estudio que identifica proteínas de 

arabidopsis asociadas al núcleo (Jones et al., 2009). En este último estudio se ha identificado 

otro sitio de fosforilación en el dominio Sec14 de PATL2 (TFGSIITpSPR). Estos datos parecen 

indicar un papel de las PATLs en la señalización frente a diferentes estímulos. 
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También se ha sugerido que las balsas lipídicas sirven de plataforma para la entrada de 

patógenos en la célula de la planta húesped (Bhat et al., 2005). Además, se ha propuesto un 

papel en la endocitosis (Bloch et al., 2005; Yalovsky et al., 2008) y en el fomento del 

crecimiento mediado por hongos (Shahollari et al., 2007), de algunas proteínas asociadas a las 

balsas lipídicas de plantas.  En este sentido es importante destacar que se ha observado que la 

sobreexpresión de PATL3 y PATL6 afecta a la correcta localización de la proteína de 

movimiento (MP) del virus del mosaico de la alfalfa (AMV) provocando un transporte viral 

intracelular menos eficiente y disminuyendo su movimiento intercelular, lo que a su vez se 

traduce en una disminución de la infección (Peiro et al., 2014). También es interesante 

mencionar que se ha identificado un fragmento C-terminal de la proteína de humanos 

SEC14L1a, proteína tipo Sec14-GOLD ortóloga a las PATLs, que inhibe la replicación del virus 

HIV-1 (Urano et al., 2010). 

 

 

1.3.2.2- PIN2 y auxinas. 

 

Las auxinas son un grupo de fitohormonas que actúan como reguladoras del crecimiento 

(Reinhardt et al., 2000; Bhalerao et al., 2002; Friml et al., 2002; Bhalerao y Bennett, 2003; 

Fleming, 2006; Tanaka et al., 2006; Teale et al., 2006; Benjamins y Scheres, 2008; Mockaitis y 

Estelle, 2008). La distribución de auxinas en la planta se realiza a través de dos rutas. En la 

primera de ellas, que sirve como sistema de transporte rápido, las auxinas son transportadas a 

través del floema hasta largas distancias (Cambridge y Morris, 1996; Swarup et al., 2001; 

Marchant et al., 2002). El segundo tipo de transporte se refiere a cortas distancias, donde las 

auxinas son transportadas por proteínas específicas de forma intercelular, de forma 

predominantemente unidireccional, estableciendo de este modo un sistema de transporte polar 

de auxinas (Murphy et al., 2002; Swarup et al., 2004; Geisler et al., 

2005; Terasaka et al., 2005; Yang et al., 2006; Blakeslee et al., 

2007; Cho et al., 2007; Mravec et al., 2008; Swarup et al., 2008). 

Las proteínas transportadoras de auxinas, PINs, se localizan en la 

membrana plasmática con una determinada polaridad 

(Wisniewska et al., 2006) y dirigen el flujo de auxinas (Petrasek et 

al., 2006; Mravec et al., 2009; Titapiwatanakun et al., 2009). En 

Arabidopsis thaliana existen ocho miembros de la familia PIN, y 

sus mutantes muestran defectos en procesos típicamente 

regulados por las auxinas como tropismos, desarrollo embrionario, 

patrón del meristemo radicular, organogénesis y diferenciación del 

tejido vascular (Galweiler et al., 1998; Muller et al., 1998; Friml et 

al., 2002; Friml et al., 2003; Reinhardt et al., 2003; Blilou et al., 

2005; Scarpella et al., 2006). En el meristemo radicular, las 

proteínas PIN muestran una compleja distribución que establece la 

Figura 19: Representación 

esquemática del flujo de 

auxinas en el ápice radicular. 

Fuente: Blilou et al., 2005. 
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polaridad celular (Blilou et al., 2005) (Figura 19). La localización apical de PIN2, en la epidermis 

y en el lateral de la cofia, promueve el flujo basipétalo de auxinas hacia la zona de elongación, 

donde la acumulación de auxinas produce inhibición de la expansión celular y da lugar a la 

curvatura de la raíz (Young et al., 1990; Luschnig et al., 1998; Muller et al., 1998; Ottenschlager 

et al., 2003). Este transporte de auxinas hacia la base de la raíz, mediado por PIN2, es esencial 

para la regulación del tamaño del meristemo (Blilou et al., 2005) y está implicado en la 

respuesta a los cambios de gravedad (Rashotte et al., 2000). 

La distribución polar de las PIN está regulada dinámicamente por continuas rondas de 

endocitosis y reciclaje de vesículas hacia el lado apropiado de la célula (Steinmann et al., 1999; 

Geldner et al., 2001; Geldner et al., 2003). El reciclaje de las PIN hacia y desde la membrana 

plasmática está mediado por proteínas de la familia ARF (small G-proteins of the ADP-

ribosylation factor) (Steinmann et al., 1999; Geldner et al., 2003). La aplicación de brefeldina A 

(BFA), toxina de origen fúngico que bloquea el tráfico de reciclaje desde endosoma hasta la 

membrana plasmática, inhibe la atividad de ciertas ARF-GEFs (guanine-nucleotide exchange 

factors for ADP-ribosylation factor GTPases), provocando una acumulación intracelular de las 

PIN en los llamados “cuerpos de brefeldina” (brefeldin bodies) (Geldner et al., 2001) (Figura 21: 

E, E’ y F). Sin embargo, la localización apical de PIN2 en células de la epidermis parece ser 

parcialmente resistente a los tratamientos de BFA (Geldner et al., 2003; Kleine-Vehn et al., 

2008), lo que podría indicar que su reciclaje está regulado por ARF-GEFs insensibles a BFA. 

Los niveles de auxinas coordinan la división y diferenciación celular. Durante la división 

celular, PIN2 es enviada a la placa celular (Figura 20). Se estima que cerca del 70% de la 

membrana de la placa celular se elimina durante el proceso de maduración de la placa celular 

para convertirse en pared celular (Otegui et al., 2001). La extracción de la membrana por 

endocitosis es necesaria para establecer la identidad de la membrana de la placa celular como 

membrana plasmática y para restablecer la polaridad en la célula. Este proceso se realiza 

mediante la acumulación inicial de PIN2, en ambos lados de la placa celular durante las 

primeras fases de la formación de ésta y la endocitosis de PIN2 desde el lado basal de la célula 

una vez que la placa celular está construida (van Damme et al., 2008). La extracción de PIN2 

en un lado específico desde la base de la membrana plasmática hija, está controlada por la 

composición de esteroles de la membrana (Boutte et al., 2006; Men et al., 2008), lo que sugiere 

un papel de los esteroles en el establecimiento de la polaridad de PIN2 tras la citoquinesis. 

La inhibición química de la biosíntesis de esfingolípidos produce una reducción de la tasa 

de endocitosis, y esto dificulta el establecimiento de la polaridad de PIN2 tras la citoquinesis, 

que a su vez, afecta a la distribución de auxinas en el ápice de la raíz tanto antes como 

después del estímulo de gravedad. Consecuentemente, el crecimiento de la raíz y la respuesta 

gravitrópica se ven alterados (Pinosa, 2010). 

Aunque los esteroles y esfingolípidos son los principales componenetes de las balsas 

lipídicas (Zappel y Panstruga, 2008) y se ha descrito la presencia de PIN1 en ellas 

(Titapiwatanakun et al., 2009), aún no se ha establecido un vínculo directo entre la regulación 

de la polaridad de PIN2 y estos microdominios lipídicos. Hasta la fecha, PIN2 no se ha podido 
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aislar de fracciones de membrana ricas en esterol y esfingolípidos (Titapiwatanakun et al., 

2009; Pinosa, 2010), sin embargo, sí se ha descrito la agrupación de PIN2 en dominios de la 

membrana plasmática en células de la epidermis y el córtex de la raíz en A. thaliana (Pinosa, 

2010).  

Además de los esteroles y esfingolípidos, el metabolismo de los fosfolípidos de la 

membrana también está implicado en el tráfico de las PIN. La fosfolipasa A2 (PLA2) es una 

hidrolasa de fosfolípidos de membrana y su supresión interrumpe la localización de las PINs en 

la membrana plasmática, causando su internalización (Lee et al., 2010). Aunque actualmente 

solo se especula el mecanismo por el que PLA2 regula el tráfico de las PIN, esta fosfolipasa, 

que se localiza en el Golgi, podría estar implicada en la modificación de los fosfolípidos de la 

membrana para el tráfico de vesículas transportadoras desde el Golgi hasta la membrana 

plasmática (Chen y Baluška, 2013). 

 

Figura 20: Tráfico de membranas durante el comienzo la formación de la placa celular (A) y su maduración (B).  
Fuente: van Damme et al., 2008. 
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Por otra parte, los brasinosteroides (BR) extienden el dominio de expresión de PIN2 desde 

el meristemo radicular hasta la zona de elongación, aumentando así el gravitropismo de la raíz 

(Li et al., 2005). Este efecto de los BR sobre el gravitropismo de la raíz podría ser logrado a 

través de la acción de ROP2, ya que los BR regulan la expresión y localización subcelular de 

ROP2, y ésta, modula la polaridad de PIN2 a través de F-actina (Li et al., 2005; Lanza et al., 

2012). 

En cuanto al papel de las auxinas en la respuesta a estrés abiótico, y más concretamente 

a estrés por temperaturas bajas, Morris (1979) inicialmente observó que la disminución de la 

temperatura afecta a la velocidad del transporte exógeno de auxinas. Posteriormente se 

demostró que el estrés por frío inhibe, de forma reversible, el gravitropismo de las 

inflorescencias en arabidopsis, el cual está regulado por auxinas (Fukaki et al., 1996; Wyatt et 

al., 2002; Nadella et al., 2006). Durante el estrés por frío la planta conserva la capacidad de 

percibir la señal de gravedad, por lo que el estrés solo afecta al proceso de respuesta (Sack, 

1991; Wyatt et al., 2002; Rahman, 2013). Shibasaki et al. (2009) confirmaron que el estrés por 

frío bloquea la respuesta a la gravedad reversiblemente, afectando principalmente al transporte 

de auxinas, inhibiendo selectivamente el tráfico intracelular de los transportadores de auxinas, 

PINs. La reducción del reciclaje intracelular de PIN2 y PIN3, debido al estrés por frío, afecta a 

su funcionalidad y da como resultado una reducción en el transporte basipétalo de auxinas y 

disminuye la capacidad de las raíces para establecer un gradiente de auxinas (Shibasaki et al., 

2009).  

El estrés por frío afecta al transporte dinámico de reciclaje intracelular de PIN2, pero no a 

su localización polar. En condiciones normales de temperatura, se pueden observar numerosas 

pequeñas agrupaciones o cuerpos de PIN2 (PIN2 endosomal bodies) en el citosol, ya que PIN2 

está continuamente siendo transportada entre la membrana plasmática y los compartimentos 

endosomales (Figura 21: A, A’ y B). En las células sometidas a un tratamiento con frío, el 

reciclaje endosomal es suprimido y no se observan los cuerpos endosomales de PIN2 (Figura 

Figura 21: Tráfico intracelular de PIN2 afectado por el estrés por frío. Fuente: Shibasaki et al., 2009. 
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21: C, C’ y D). No obstante, este efecto del frío sobre el transporte intracelular de PIN2 es 

transitorio, pudiendo restaurarse al volver a alcanzar un rango de temperaturas no estresantes 

(Shibasaki et al., 2009). 
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2- OBJETIVOS 

 

Esta tesis doctoral ha pretendido caracterizar el gen CRIO4 de Beta vulgaris, enfocándose 

especialmente en su papel en estrés por frío. Para realizar este trabajo se plantearon los 

siguientes objetivos: 

 

 Análisis in silico de la estructura proteica de CRIO4 e identificación de proteínas 

ortólogas en Saccharomyces cerevisiae y Arabidopsis thaliana. 

 

 Caracterización bioquímica de la proteína CRIO4 y evaluación de su actividad como 

transferasa de fosfolípidos.  

 

 Análisis de la implicación de CRIO4 en la absorción de triptófano en Saccharomyces 

cerevisiae. 

 

 Estudio de la localización subcelular de la proteína CRIO4 mediante marcaje con la 

proteína fluorescente GFP y generación de líneas transgénicas de Arabidopsis thaliana 

que sobreexpresan de forma estable una fusión CRIO4:GFP.  

 

 Determinación del patrón de expresión de CRIO4 en Beta vulgaris.  

 

 Análisis del fenotipo de sobreexpresión de CRIO4 en Saccharomyces cerevisiae y, a 

partir de la generación de líneas transgénicas, también en Arabidopsis thaliana. 

 

 Estudio del fenotipo de la disrupción del gen, a partir de líneas mutantes de genes 

ortólogos de CRIO4 en Arabidopsis thaliana, PATLs, y generación de líneas mutantes 

dobles. 

 

 Análisis de la implicación de CRIO4 en el transporte intracelular de auxinas en 

Arabidopsis thaliana. 
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3- MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1- Material biológico 

3.1.1- Beta vulgaris  

 

Se utilizaron plantas de remolacha (Beta vulgaris cv. Dita) crecidas en invernadero bajo las 

condiciones que se especifican en el apartado 3.3. 

 

3.1.2- Arabidopsis thaliana 

 

Como línea silvestre se empleó el ecotipo Columbia (Col-0), y las líneas transgénicas de 

A. thaliana generadas en este trabajo, así como las líneas con mutaciones en genes de la 

familia PATELLIN utilizados se describen a continuación. 

 

Líneas Mutantes: 

- patl3: Mutante de pérdida de función del locus At1g72160, de la colección Salk (The Salk 

Institute for Biological Studies). Se encuentra en el fondo genético Col-0 y fue obtenido por 

inserción de T-DNA. Código NASC (Nottigham Arabidopsis Stock Centre) N593-994. 

Proporciona tolerancia al antibiótico kanamicina. 

- patl5: Se partió de cuatro líneas mutantes de pérdida de función del locus At4g09160: 

 199-G07: de la colección GABI-KAT del NASC. Se encuentra en el fondo genético 

Col-0 y fue obtenido por inserción de T-DNA. Proporciona tolerancia al antibiótico 

sulfadiazina. 

 N503-134: de la colección Salk. Se encuentra en el fondo genético Col-0 y fue 

obtenido por inserción de T-DNA. Proporciona tolerancia al antibiótico kanamicina. 

 N624-448: de la colección Salk. Se encuentra en el fondo genético Col-0 y fue 

obtenido por inserción de T-DNA. Proporciona tolerancia al antibiótico kanamicina. 

 N62-446: de la colección Salk. Se encuentra en el fondo genético Col-0 y fue 

obtenido por inserción de T-DNA. Proporciona tolerancia al antibiótico kanamicina. 

- patl3patl5: Doble mutante obtenido del cruce de las líneas N593-994 y 199-G07. 

 

Líneas Transgénicas: 

-CRIO4: línea de fondo genético Col-0  transformada con el plásmido pJM729-CRIO4 que 

contiene la fusión 35S::CRIO4, para la sobreexpresión del gen BvCRIO4 y su análisis 

fenotípico.  

-CRIO4-GFP: línea de fondo genético Col-0 transformada con el plásmido pJM729-

CRIO4::GFP que contiene la fusión 35S::CRIO4::GFP, para la sobreexpresión del gen 

BvCRIO4 y su análisis mediante microscopía confocal. 

-PIN2-GFP: Cedida por el Dr. Scheres (Xu y Scheres, 2005). 
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3.1.3- Escherichia coli 

 

Escherichia coli, es una enterobacteria empleada frecuentemente en experimentos de 

biología molecular. En este trabajo se ha utilizado la cepa DH5α descrita a continuación: 

DH5α: (F’ Ф80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17(rk-, mk+) phoA 

supE44λ-thi-1 gyrA96 relA1). Fue empleada de forma convencional, transformándola por 

choque térmico, como vehículo para la propagación y el aislamiento de plásmidos. 

 

3.1.4- Saccharomyces cerevisiae 

 

Las cepas de S. cerevisiae utilizadas se encuentran descritas a continuación: 

W303-1A: MATa  can1-100 his3-11,15  leu2,3, 112 trp1-1 ura3-1 GAL
+
. Cepa utilizada para la 

expresión de proteína recombinante y para análisis de coexpresión. 

CTY182: MATa ura3-52, his3-200, lys2-801, (SEC14). Cepa empleada en análisis de 

complementación. 

CTY1-1A:  MATa, sec14-1, ura3-52, his3-200, lys2-801, (sec14–1
ts
). Cepa empleada en 

análisis de complementación. 

 

3.1.5- Agrobacterium tumefaciens 

 

Se empleó la cepa GV3101::pMP90RK tanto en la transformación transitoria de Nicotiana 

benthamiana mediante infiltración foliar, como en la transformación de Arabidopsis thaliana 

mediante infiltración floral para generar líneas transgénicas estables. Como su nombre indica, 

contiene el plásmido Ti desarmado pMP90RK (pTiC58 ΔT-DNA) (Gent
r
 Kan

r
) (Hellens et al., 

2000). 

 

3.1.6- Nicotiana benthamiana 

 

Nicotiana benthamiana, es una planta herbácea, muy similar al tabaco, empleada en 

investigación para estudios genéticos. Utilizada en el pasado como estimulante antes de la 

introducción y comercialización del tabaco, en este trabajo se ha utilizado como herramienta 

para la expresión transitoria de fusiones proteicas con el objetivo de identificar posibles 

localizaciones subcelulares. 

 

3.1.7- Vectores de clonación y transformación 

 

pBluescriptSK(+): plásmido multicopia empleado como vector convencional de clonación. 

Posee un sitio de clonación múltiple (MCS), el gen marcador de resistencia bacteriana al 

antibiótico ampicilina y el fragmento lazZα para confirmar por complementación la presencia del 

inserto en el sitio de clonación.  
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pYPGE15: Plásmido multicopia usado para el análisis de complementación. Contiene la región 

promotora del gen PGK y la región terminadora del gen CYC1. Además posee un sitio múltiple 

de clonación (polylinker), el gen marcador de resistencia bacteriana al antibiótico ampicilina y el 

gen URA3 de levadura (Brunelli y Pall, 1993). 

pYPGE15-CRIO4: plásmido pYPGE15 que contiene la secuencia codificante del gen BvCRIO4, 

clonada entre los sitios EcoRI y XhoI del polylinker. 

pYPGE15-SEC14(CRIO4): plásmido pYPGE15 que contiene la secuencia que codifica el 

dominio Sec14 de la proteína codificada por el gen BvCRIO4, clonada entre los sitios BamHI y 

XhoI del polylinker. 

pYEplac195-SEC14: Plásmido multicopia usado para el análisis de complementación. 

Contiene el gen SEC14 de levadura, el gen marcador de resistencia bacteriana al antibiótico 

ampicilina y el gen URA3 de levadura. Cedido por el Dr. Bankaitis (Schnabl et al., 2003). 

pCM259: Plásmido multicopia utilizado para la expresión y aislamiento de proteína 

recombinante en S. cerevisiae, derivado del plásmido pCM190 (Gari et al., 1997). Contiene un 

MCS que permite clonar un gen en pauta de lectura con 6 histidinas y 3 copias del epítopo HA 

bajo el control de un promotor regulable por tetraciclina (tetO-CYC1). Además presenta el gen 

bacteriano de resistencia a ampicilina y el gen URA3 de levadura. 

pCM259-CRIO4: Plásmido pCM259 que contiene la secuencia codificante del gen BvCRIO4, 

clonado en el sitio PmeI. 

pJM729: Derivado de pXCS-HAStrep (Witte et al., 2004), un vector binario utilizado para la 

transformación de plantas mediante A. tumefaciens. Además de los bordes del T-DNA contiene 

el gen pat (que confiere resistencia al glufosinato), el gen de resistencia bacteriana a los 

antibióticos ampicilina y carbenicilina, los epítopos HA y StrepII, y el promotor 35S y el 

terminador pA35S flanqueando un sitio de clonación múltiple (MCS). Se añadió al plásmido 

original un fragmento de 1000 bp en el interior del MCS que introduce nuevos sitios de corte y 

facilita los distintos pasos de clonación.  

pJM743: derivado de pJM729 e igual a éste salvo por contener la secuencia que codifica la 

proteína sGFP fusionada al terminador NOS, entre los sitios BamHI y EcoRI.  

pJM729-CRIO4: Plásmido derivado de pJM729 que contiene la secuencia codificante del gen 

BvCRIO4 incorporando un codón de parada, clonada en el sitio BamHI y dando como resultado 

una fusión 35S::GRIO4.  

pJM729-CRIO4::GFP: Plásmido derivado de pJM743 que contiene la secuencia codificante del 

gen BvCRIO4, clonada entre los sitios HindIII y BamHI y dando como resultado una fusión 

35S::GRIO4::GFP. 

p19: plásmido inhibidor del silenciamiento usado para transformar plantas mediante 

Agrobacterium tumefaciens. 

pKU76: de Umebayashi y Nakano (2003), derivado de pYCplac33 (Gietz y Sugino, 1988). 

Plásmido centromérico que contiene una fusión del gen TAT2 de levadura a GFP. Además 

contiene el gen marcador de resistencia bacteriana al antibiótico ampicilina, el gen URA3 de 

levadura y un sitio de clonación múltiple (MCS). 
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Lynne116: Plásmido pYCplac111 cedido por la Dra. Yenush (IBMCP). Plásmido centromérico 

que contiene el gen marcador de resistencia bacteriana al antibiótico ampicilina, el gen LEU2 

de levadura y un sitio de clonación múltiple (MCS). 

pYCplac111-TAT2::GFP: Derivado de Lynne116 que contiene la fusión TAT2::GFP clonada 

entre los sitios PstI y EcoRI del MCS. Contiene además, el gen marcador de resistencia 

bacteriana al antibiótico ampicilina y el gen LEU2 de levadura. 

 

 

3.2- Medios de cultivo 

 

Todos los medios de crecimiento utilizados en cultivo in vitro se esterilizaron en autoclave 

durante 20 minutos a 120ºC y 1 atmósfera de presión. Las sustancias termolábiles empleadas 

en la preparación de algunos medios fueron añadidas al medio de cultivo ya estéril y enfriado 

por debajo de los 50ºC. 

 

3.2.1- Medios para el crecimiento de Arabidopsis thaliana 

 

Medio MS (Murashige-Skoog): Es el medio utilizado habitualmente para el cultivo in vitro 

de A. thaliana. Está compuesto por sacarosa al 1% (m/v), sales MS (Sigma-Aldrich) al 0,4% 

(m/v) y 10 mM de MES (ácido 2-N-morfolino etanosulfónico). Para los casos en los que se 

preparó medio sólido se añadió agar al 0,8% (m/v). El pH se ajustó a 5.7 con Tris base.  

 

3.2.2- Medios para el crecimiento de bacterias 

 

Medio LB (Luria Bertani): Medio empleado para el crecimiento de E. coli y A. tumefaciens. 

Está compuesto por triptona al 1% (m/v), extracto de levadura al 0.5% (m/v) y NaCl al 1% (m/v). 

El pH fue ajustado a 7 con NaOH. Para preparar medio sólido se añadió agar al 2% (m/v).   

Medio SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression): Medio de cultivo empleado 

para el crecimiento de E. coli y A. tumefaciens. Se usa principalmente después de 

transformaciones mediante choque térmico o electroporación, ya que al ser un medio más rico 

que el LB, produce mayor número de unidades formadoras de colonias. Está compuesto por 

triptona (2% m/v), extracto de levadura (0,5% m/v), cloruro de sodio (10 mM), cloruro de potasio 

(2,5 mM) y cloruro de magnesio (10 mM). Una vez autoclavado, se agrega una solución estéril 

de glucosa (20 mM). El medio se ajusta a pH 7. 

Medio SOB (Super Optimal Broth): Medio de cultivo empleado en el crecimiento de E. coli 

para la preparación de células quimio-competentes. Su composición; triptona (2% m/v), 

extracto de levadura (0,5% m/v), cloruro de sodio (10 mM), cloruro de potasio (2,5 mM) y 

cloruro de magnesio (10 mM), es igual a la del medio SOC (apartado anterior), pero sin la 

adición de glucosa. El medio se ajusta a pH 7. 
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3.2.3- Medios para el crecimiento de levadura 

 

Medio YPDA (Yeast Peptone Dextrose Adenine): Se trata de medio de cultivo rico y está 

compuesto por glucosa (2% m/v), extracto de levadura (1% m/v), peptona (2% m/v). Una vez 

autoclavado, se agregó una solución estéril de adenina (30 μg/mL). Cuando es necesario como 

medio sólido, se añade agar bacteriológico (2% m/v). 

Medio mínimo SD (Synthetic Dextrose): Está compuesto por glucosa (2% m/v), YNB (Yeast 

Nitrogen Base, al 0,7% m/v), ácido succínico (50 mM), pH 5,5 ajustado con Tris. Cuando es 

necesario como medio sólido, se añade agar bacteriológico (2% m/v). Según las necesidades 

de cada experimento en base a las cepas empleadas y los plásmidos que contienen, se 

añaden aminoácidos y bases púricas o pirimidínicas al medio en las siguientes 

concentraciones: adenina (30 μg/mL), triptófano (100 μg/mL), histidina (30 μg/mL), lisina (100 

μg/mL), leucina (100 μg/mL), uracilo (30 μg/mL). 

Medio mínimo completo SCD: Es el medio mínimo complementado con vitaminas y 

aminoácidos en las siguientes concentraciones: 20 mg/L arginina, 20 mg/L lisina, 20 mg/L 

metionina, 30 mg/L isoleucina, 30 mg/L serina, 30 mg/L treonina, 30 mg/L tirosina, 30 mg/L 

valina, 50 mg/L fenilalanina 85 mg/L inositol y 90 mg/L ácido p-aminobenzóico. Cuando es 

necesario como medio sólido, se añade agar bacteriológico (2% m/v). 

 

3.2.4- Sustancias termolábiles de selección 

 

Cuando es necesario, los diferentes medios de cultivo se suplementan con diferentes 

antibióticos, una vez el medio ha sido esterilizado y enfriado por debajo de 50ºC. Se preparan 

soluciones concentradas de cada antibiótico siguiendo las siguientes indicaciones: 

- Ampicilina: Se prepara una solución concentrada de 100 mg/mL en agua MilliQ, se esteriliza 

por filtración y se guarda a -20ºC. Se utiliza a una concentración final de 50 o 100 μg/mL. 

- Doxiciclina: Se disuelve en una mezcla de etanol absoluto y agua MilliQ estéril al 50% y se 

prepara una solución concentrada de 5 mg/mL. Se añade al medio a una concentración final de 

20 μg/mL. 

- Kanamicina: Se prepara una solución concentrada de 50 mg/mL en agua MilliQ, se esteriliza 

por filtración y se guarda a -20ºC. Se utiliza a una concentración final de 25 o 50 μg/mL. 

- Rifampicina: Se prepara una solución concentrada de 50 mg/mL en agua MilliQ, añadiendo 

una solución de NaOH 2N, gota a gota, para su completa disolución. La solución se esteriliza 

por filtración y se guarda a -20ºC. Se utiliza a una concentración final de 50 μg/mL. 

- Sulfadiacina: Se prepara una solución concentrada de 7,5 mg/mL en agua MilliQ, se esteriliza 

por filtración y se guarda a -20ºC. Se utiliza a una concentración final de 5,25 μg/mL. 

- Glufosinato-BASTA. Herbicida empleado en la selección de plantas modificadas 

genéticamente. Se prepara una solución concentrada de 25 mg/mL, y se utiliza a una 

concentración final de 25 mg/L. 
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3.3- Manipulación y crecimiento de Beta vulgaris 

 

Las plantas se crecen en invernadero en una mezcla 1:1 de arena y vermiculita exfoliada 

(Asfaltex), con fotoperiodo de día largo, a 25ºC y con las mismas condiciones de riego que las 

descritas para Arabidopsis thaliana en el apartado 3.4.3-Condiciones de cultivo en invernadero. 

 

 

3.4- Manipulación y crecimiento de Arabidopsis thaliana 

3.4.1- Esterilización de semillas 

 

Las semillas se trataron en primer lugar con una solución de etanol al 70% (v/v) y Tritón X-

100 al 0,1% (v/v) en agitación durante 25 minutos. Después se eliminó el etanol, se añadió una 

solución de lejía al 2,5% (v/v) y Tritón X-100 al 0,05% (v/v), y se mantuvo en agitación las 

semillas con la solución durante 9 minutos. A continuación se eliminó la lejía y se hicieron 3 

lavados con agua destilada estéril. Las semillas se mantuvieron en agua estéril a 4ºC y en 

oscuridad durante 2 días, para que tuviera lugar la estratificación. 

 

3.4.2- Condiciones de cultivo in vitro 

 

El cultivo in vitro de Arabidopsis thaliana en medio sólido se puede realizar tanto en 

posición horizontal, como en posición vertical. Para el cultivo en horizontal, se emplean placas 

petri de 9 cm de diámetro con 25 mL de medio MS cada una. Para el cultivo en vertical, se 

emplean placas petri cuadradas, de 12x12 cm con 75 mL de medio MS cada una. En ambos 

casos, las placas se sellan con cinta porosa (Micropore) y se incuban en una cámara con 

condiciones controladas de 24ºC de temperatura, fotoperiodo de día largo (16 horas de luz y 8 

de oscuridad) y una intensidad de luz de 100 μE·m
-2

s
-1

. 

En algunos ensayos la incubación se llevó a cabo en una cámara con una temperatura de 

10ºC. 

 

3.4.3- Condiciones de cultivo en invernadero  

 

Las plantas de A. thaliana se crecen en una mezcla 2:1 de turba (Biolan): vermiculita 

exfoliada (Asfaltex). Las macetas se colocan en bandejas que se irrigan 2 veces por semana. 

Las condiciones de crecimiento en el invernadero son de día largo, 23°C de temperatura, 70% 

de humedad relativa y una intensidad de luz aproximada de 130 μE·m
-2

s
-1

. 

Para el riego de las plantas se ha empleado una solución nutritiva compuesta por los 

siguientes macro y micronutrientes: 4 mM KNO3, 4 mM Ca(NO3)2, 1,5 mM MgSO4, 0,75 mM 

KH2PO4, 0,035% (m/v) EDTA-FeSO4, 70 μM H3BO3, 14 μM MnCl2, 0,5 μM CuSO4, 1 μM ZnSO4, 

0,2 μM Na2MoO4, 10 μM NaCl y 0,01 μM CoCl2. El pH de la solución es 6,5.  
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3.4.4- Fertilización cruzada para obtención de dobles mutantes 

 

Para obtener la línea doble mutante patl3patl5 se cruzaron las línea mutantes patl3 

(mutante de pérdida de función del locus At1g72160) y patl5 (mutante de pérdida de función del 

locus At4g09160) mediante polinización manual de flores emasculadas. Inmediatamente antes 

del estadio de antesis, a las flores de las plantas que actuaron como parental femenino se les 

retiraron sépalos, pétalos y estambres con ayuda de unas pinzas y una lupa. Posteriormente, 

se pusieron en contacto las anteras maduras del parental masculino con el pistilo de la planta 

receptora. Las silicuas maduras resultantes de estos cruces se recogieron una vez las valvas 

empezaron a abrirse.  

Las semillas resultantes constituyeron la generación F1, siendo todas heterocigotas para 

los dos loci mutantes de las plantas parentales. La F1 se sembró en medio selectivo y se 

recogieron sus semillas (generación F2). Debido a la segregación genética, en la F2 se 

encuentran todos los genotipos, de modo que aquellas líneas cuyas semillas muestran una 

segregación 3:1 (resistentes:sensibles) para el compuesto selectivo se analizaron mediante 

PCR para confirmar dobles mutantes homocigotos. 

 

3.4.5- Transformación de A. thaliana mediante A. tumefaciens 

 

Se emplean de 5 a 8 plantas por maceta de 12 cm de diámetro, cultivadas en invernadero. 

Cuando cada individuo posee una inflorescencia primaria de alrededor de 10 centímetros de 

longitud, se corta el ápice de ésta para promover la aparición de inflorescencias secundarias y 

tener mayor cantidad de capullos florales. Unos 7 o 10 días después se realiza la 

transformación de las plantas según el método publicado por Bent (2000). 

Inicialmente se agrega 1 mL de cultivo saturado de A. tumefaciens con el vector de 

interés, a 200 mL de medio LB con los antibióticos apropiados, y se incuba en agitación a 28ºC 

durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, las células se recogen por centrifugación en frío a 

4000 rpm durante 15 minutos, y se resuspenden en 400 mL de solución de transformación 

compuesta por sacarosa 5% (m/v), cloruro de magnesio 10 mM, MES 1 g/L y el detergente 

Silwet L-77 al 0,02% (v/v) (Lehle Seeds).  

La solución de transformación se coloca en un recipiente donde se introduce la parte 

aérea de las plantas durante 1 minuto. Luego, se cubren las plantas con bolsas de plástico 

para mantener la humedad y aumentar la eficiencia de la transformación. Después de 2 días de 

cocultivo, se retiran las bolsas y se mantienen las macetas en el invernadero hasta recoger la 

población de semillas transgénicas T1. 

 

3.4.5.1- Selección de líneas transgénicas y obtención de homocigotos  

 

Las plantas empleadas en la transformación se denominan plantas T0. La población de 

semillas transgénicas T1 obtenida, se esterilizan y siembran en medio de cultivo MS sólido 
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suplementado con el compuesto de selección BASTA. Tras 7-10 días, las plántulas 

transformantes (T1) resistentes se trasplantan a tierra para obtener la generación T2. Las 

semillas T2 se siembran de nuevo en medio MS sólido suplementado con BASTA para observar 

la segregación de la línea. Las plántulas de las líneas transgénicas cuyas semillas muestran 

una segregación 3:1 (resistentes:sensibles) para el compuesto selectivo, se transplantan a 

tierra para obtener la generación T3. Se espera una segregación 3:1 cuando existe una sola 

integración del transgén en el genoma. Finalmente, las semillas T3 se siembran en medio MS 

sólido suplementado con BASTA para identificar los individuos homocigotos. 

 

3.4.6- Análisis fenotípicos 

3.4.6.1- Ensayo de germinación 

 

Este ensayo permite determinar la respuesta de la planta en los primeros estadios de 

desarrollo. Para ello, las semillas se siembran en medio sólido y se observa el porcentaje de 

plántulas con cotiledones expandidos y verdes a los 7 días (24ºC) o a las 4 semanas (10ºC). 

Se realizan tres repeticiones en cada condición, y se calcula la media y error estándar de esas 

tres réplicas biológicas. 

 

3.4.6.2- Medida de longitud de raíces 

 

Se sembraron en placa Petri 20 semillas de cada línea. A los tres días, las plántulas se 

traspasaron a placas cuadradas, colocándolas todas sobre una misma línea, y con la raíz sobre 

la superficie del medio sólido. Las placas se colocaron verticalmente (de manera que las raíces 

continuaran creciendo sobre la superficie del medio) y se incubaron durante 7 días a 24ºC y 

durante 23 días a 10ºC. Las placas se escanearon y se midió la longitud de la raíz principal con 

el programa ImageJ (Abramoff et al., 2004). 

 

3.4.6.3- Medida de área de cotiledones 

 

Gracias a las fotografías tomadas durante el ensayo de germinación, se miden las áreas 

de todos los cotiledones presentes con ayuda del programa ImageJ-Fiji. Y se calcula el área 

media de los cotiledones, para cada una de las líneas analizadas. 

 

3.4.6.4- Medida de área de semillas 

 

De la misma forma que para en el apartado anterior, se realizan fotografías de semillas y 

se miden las áreas de todas las semillas presentes con ayuda del programa ImageJ-Fiji. Y se 

calcula el área media de las semillas, para cada una de las líneas analizadas. 
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3.4.6.5- Medida de longitud de tallos  

 

Para la determinación de la longitud del tallo, plántulas de 7 días germinadas en placa 

fueron traspasadas a tierra en cestillos individuales, y se mantuvieron en invernadero hasta el 

estadio de roseta. A partir de este punto, las plantas se dejaron crecer durante 5-6 semanas  

en condiciones de invernadero, o bien a 10ºC de temperatura, antes de tomar la medida del 

tallo principal de cada planta. Se realizaron tres repeticiones en cada condición, y se calculó la 

media y error estándar de esas tres réplicas biológicas. 

 

3.4.6.6- Ensayo de número de ramificaciones 

 

En este ensayo se procedió de la misma forma que en el apartado anterior para la medida 

de longitud de tallos, para finalmente cuantificar el número de ramificaciones que contenía cada 

planta. Se realizaron tres repeticiones en cada condición, y se calculó la media y error estándar 

de esas tres réplicas biológicas 

 

3.4.6.7- Ensayo de número de hojas de roseta 

 

Plántulas de 7 días germinadas en placa fueron traspasadas a tierra en cestillos 

individuales, y se cultivaron en condiciones de invernadero hasta el estadio de roseta. Durante 

su desarrollo hasta la completa formación de la roseta, se cuantificó el número de hojas cada 

2-3 días. Se realizaron tres repeticiones para cada línea, y se calculó la media y error estándar 

de esas tres réplicas biológicas. 

 

3.4.6.8- Ensayo de número de silicuas 

 

En este ensayo, plántulas de 7 días germinadas en placa fueron traspasadas a tierra en 

cestillos individuales, y se mantuvieron en invernadero hasta el estadio de roseta. A partir de 

este punto, las plantas se dejaron crecer durante 4 semanas en condiciones de invernadero, 

para posteriormente cuantificar el número de silicuas formadas en el tallo principal de cada 

planta. Se realizaron tres repeticiones para cada línea, y se calculó la media y error estándar 

de esas tres réplicas biológicas. 

 

3.4.6.9- Ensayo de estadio de desarrollo 

 

Para la determinación del estadio de desarrollo, plántulas de 7 días germinadas en placa 

fueron traspasadas a tierra en cestillos individuales, y se mantuvieron en invernadero hasta el 

estadio de roseta. A partir de este punto, las plantas se dejaron crecer en condiciones de 

invernadero, o bien a 10 ºC de temperatura. Se estimaron 5 estadios de desarrollo diferentes: 

roseta, emergencia de escapo floral, establecimiento de inflorescencias, inflorescencias 
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maduras y primeras silicuas. Se realizaron 2 anotaciones diferentes del estadio de desarrollo 

para cada condición de crecimiento: a 24ºC las anotaciones se realizaron en los días 19 y 24 

de cultivo en tierra; a 10ºC las anotaciones se realizaron en los días 31 y 38 de cultivo en tierra. 

 

 

3.5- Manipulación y crecimiento de Escherichia coli 

 

Para el crecimiento de E. coli en medio líquido, se utilizan tubos estériles de polipropileno 

de 15 o 50 mL, o matraces de erlenmeyer estériles de diferentes tamaños, que se colocan en 

un incubador orbital a 37ºC con una velocidad de agitación de entre 200 y 250 rpm. Para el 

crecimiento en medio sólido, de forma rutinaria, se emplean placas petri de 9 cm de diámetro 

con 25 mL de medio LB, y se colocan invertidas en una estufa a 37ºC. 

 

3.5.1- Preparación de células competentes 

 

Se añaden 400 μL de un cultivo saturado de E. coli (cepa DH5α) a 200 mL de medio SOB 

y se incuba a temperatura ambiente hasta alcanzar una absorbancia (Aλ=660) de 0,5-0,7. Se 

recogen las células por centrifugación en frío a 5000 rpm durante 5 minutos, y se resuspenden 

en 10 mL de TB (Transformation Buffer) frío (0,48% m/v Pipes, 16 mM CaCl, 170 mM KCl, 40 

mM MnCl2, ajustar a pH 6,7). Tras una incubación de 10 minutos en hielo, se realiza otra 

centrifugación en frío de 5 min a 5000 rpm. Finalmente, las células se resuspenden en 10 mL 

de TB frío y se agregan 750 μL de dimetilsulfóxido (DMSO). Tras incubar de nuevo 10 minutos 

en hielo, se distribuyen las células en alícuotas de 100 μL que se guardan a -80°C. 

 

3.5.2- Transformación de células competentes  

 

Se añade el plásmido, o mezcla de ligamiento, a una alícuota de células competentes y se 

coloca 30 minutos en hielo. Transcurrido ese tiempo se realiza un choque térmico de 1 minuto 

a 42°C, e inmediatamente se coloca en hielo durante 2 minutos. A continuación, se agregan 

900 μL de medio LB y se incuba 1 hora a 37°C en agitación. Finalmente, se extienden 150 μL 

en una placa de LB con el antibiótico adecuado, según el plásmido empleado. 

 

 

3.6- Manipulación y crecimiento de Saccharomyces cerevisiae 

 

Las células de levadura se cultivaron y manipularon según métodos estándar (Guthrie y 

Fink, 1991) a 28°C en agitación (180-200 rpm). 
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3.6.1- Preparación de células competentes para choque térmico 

 

A partir de 1 mL de cultivo saturado de células crecido toda la noche en medio SD líquido 

(suplementado con los aminoácidos correspondientes a la auxotrofía de cada cepa), se 

inoculan 200 mL de medio SD líquido (con 800 μL de un precultivo saturado, diluyendo el 

inóculo 250 veces) y se incuban a 28ºC hasta alcanzar una OD600 (densidad óptica a 600 

nanómetros) menor de 0,6-0,8. Se realizan varias centrifugaciones sucesivas de 5 minutos a 

2000 rpm, hasta tener recogidos los 200 mL de células en un tubo de 50 mL. Se lavan las 

células con 5 mL de tampón Li-TE (Acetato de litio 100 mM, Tris pH 7,5 10 mM y EDTA 0,4 

mM), y se vuelven a centrifugar en las mismas condiciones. Se resuspenden nuevamente en 1 

mL de tampón Li-TE, incubándolas durante 30 minutos a 28ºC, añadiendo posteriormente 100 

μL de ssDNA 1% (ADN de esperma de salmón), y repartiendo las células en alícuotas de 50 μL 

cada una. Se procede inmediatamente con la transformación de alta eficiencia, o si se desean 

conservar a -80ºC, 

se mezcla el contenido de cada tubo con 12 μL de glicerol 80%, y se introducen directamente 

en el congelador hasta su uso. 

 

3.6.2- Transformación de células competentes por el método de alta eficiencia 

 

Se añaden entre 5 y 10 μL de ADN plasmídico a 50 μL de células competentes. Si las 

células estaban almacenadas a -80ºC, se dejan 10 minutos en hielo antes de añadir el 

plásmido. Se agregan 600 μL del tampón PEG-LiTE (PEG 4000 40% m/v, acetato de litio 100 

mM, Tris pH 7,5, 10 mM y EDTA 0,4 mM). Esta solución debe prepararse justo antes de 

proceder con la transformación. Se incuba la mezcla durante 30 minutos a 28ºC, y 

posteriormente se somete a un choque térmico a 42ºC durante 15 minutos. Finalmente, se 

centrifugan brevemente las células, retirando 500 μL del sobrenadante, y resuspendiendo el 

precipitado celular en el volumen restante, extendiéndolo en medio sólido selectivo con la 

ayuda de perlas de vidrio. 

 

3.6.3- Ensayos de crecimiento en medio sólido (goteos) 

 

Para los ensayos de crecimiento en medio sólido se realizaron diluciones decimales 

seriadas (1/10, 1/100, 1/1000) de cultivos líquidos de las cepas de interés, y se transfirieron 

aproximadamente 3 μL de cada dilución con la ayuda de un replicador a placas de medio sólido 

con las condiciones diferenciales a estudiar. Posteriormente se incubaron las placas a 28ºC 

durante 3-5 días en posición invertida. En el análisis del crecimiento se tuvo en cuenta tanto la 

mayor dilución a la cual aún se observaba crecimiento como el tamaño de las colonias. 
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3.7- Manipulación y crecimiento de Agrobacterium tumefaciens 

 

Para el crecimiento de Agrobacterium tumefaciens se utilizan tubos o matraces estériles 

que se colocan en un incubador orbital a 28ºC, con una velocidad de agitación de entre 200 y 

250 rpm. En el caso de crecimiento en medio sólido, las placas se colocan invertidas en una 

estufa a 28ºC. 

 

3.7.1- Preparación de células competentes 

 

Se genera un cultivo saturado de A. tumefaciens de 10 mL de LB con ampicilina. Se 

inoculan 100 mL de medio LB sin antibiótico con 1 mL de cultivo saturado, y se incuba a 28ºC 

durante una noche. Las células de este cultivo se recogen por centrifugación en frío a 5000 rpm 

durante 15 minutos y se lavan 2 veces con agua estéril fría. Finalmente se resuspenden las 

células en 4 mL de glicerol frío al 10% (v/v) y se dividen en alícuotas de 0,2 mL que se guardan 

a -80ºC. 

 

3.7.2- Transformación mediante electroporación 

 

Se agrega el plásmido a transformar a una alícuota de células competentes y la mezcla se 

coloca en una cubeta de electroproración, previamente enfriada, de 0,2 cm de separación entre 

electrodos. La electroporación se realiza utilizando el aparato Gene Pulser (Bio-Rad) a 1 kΩ, 25 

μF y 2 kV. Tras la electroporación, se agregan 0,9 mL de medio SOC y se incuba durante 2-3 

horas a 28ºC en agitación. Finalmente se extienden las células en una placa de LB con el 

antibiótico de selección. 

 

 

3.8- Manipulación y crecimiento de Nicotiana benthamiana 

3.8.1- Cultivo en invernadero 

 

Las plantas de N. benthamiana se cultivan en unas condiciones similares a las de 

Arabidopsis thaliana. En este caso, debido al porte de la planta se utilizan macetas redondas 

de 12 cm de diámetro, y la solución nutritiva empleada en el riego fue la misma que la descrita 

para arabidopsis. 

 

3.8.2- Transformación transitoria en Nicotiana benthamiana 

 

En este método se emplean plantas de aproximadamente 20 días de edad, y se 

transforman con una mezcla de 2 tipos de A. tumefaciens, uno con la construcción de interés, y 

otro con la construcción que codifica la proteína p19, que inhibe el silenciamiento génico en N. 

benthamiana. Inicialmente, para cada tipo de A. tumefaciens se agrega 1 mL de cultivo 
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saturado a 100 mL de medio LB con los antibióticos apropiados, y se incuba en agitación a 

28ºC durante 24 horas.  

Transcurrido ese tiempo, las células se recogen por centrifugación en frío a 4000 rpm 

durante 15 minutos, y se resuspenden en el volumen necesario de solución de infiltración (10 

mM MgCl2, 10 mM MES y acetosiringona 200 μM, a pH 5,6) para obtener una solución con una 

OD600 de 1, y se incuban a 28ºC con agitación durante 3-4 horas. Una vez transcurrido ese 

tiempo, mezclamos 5 mL de cada cultivo de Agrobacterium, portando la construcción con el 

gen de interés y la construcción que expresa la proteína 19. 

Por último, con ayuda de una jeringuilla de 2 mL, tomamos la mezcla de las distintas 

líneas de A. tumefaciens, y presionando sobre el envés de la hoja y apretando el émbolo, 

introducimos la solución bacteriana en los espacios intercelulares del mesófilo esponjoso de la 

hoja de N. benthamiana a través de los estomas. Entre 3 y 5 días después de la infiltración, 

podremos observar estas hojas en el microscópio de fluorescencia. 

 

3.8.3- Obtención de protoplastos a partir de hojas de Nicotiana benthamiana 

 

Las células vegetales sin pared celular o protoplastos se obtuvieron siguiendo el protocolo 

propuesto por Martínez et al. (2011). Hojas de plantas de N. benthamiana se cortaron 

cuidadosamente en tiras de 0,5-1 mm de ancho con un bisturí y se desecharon las nervaduras. 

Los limbos resultantes se incubaron un mínimo de 3 horas a 22-25ºC en oscuridad en una 

solución de digestión de paredes celulares (1-1,5% de celulasa RS, 0,2-0,4% de macerozima 

R10, 0,4 M de manitol). Tras el tiempo de incubación, la solución se agitó suavemente para 

favorecer la liberación de los protoplastos y se filtró cuidadosamente con un filtro de nylon de 

35-75 μm de diámetro. La suspensión de protoplastos se centrifugó a 100g durante 1 minuto. El 

precipitado resultante se lavó con tampón W5 (2 mM MES, pH 5,7, suplementado con 154 mM 

NaCl, 125 mM CaCl2 y 5 mM KCl,), y tras una segunda centrifugación en las mismas 

condiciones se resuspendió en 500 μL de tampón W5. Se incubó la solución resultante en hielo 

durante 30 minutos. Finalmente se centrifugó la suspensión de protoplastos a 100g durante 1 

minuto, y se resuspendió el precipitado en un tampón MMg (4 mM MES, pH 5,7, suplementado 

con 0,4 M manitol y 15 mM MgCl2).  

 

3.8.4- Transfección de protoplastos de Nicotiana benthamiana 

 

En un tubo de 1,5 mL se añade 10 μL del ADN plasmídico (3 μg/μL) de interés y 100 μL de 

protoplastos (1x10
6
 protoplastos/mL), y se mezcla cuidadosamente. Se añade 100 μL de 

tampón PEG/Ca (40% PEG4000, 0,2 M Manitol, 125 mM CaCl2) y tras mezclar suavemente, se 

incuba a temperatura ambiente durante 60 segundos. Seguidamente se diluye la mezcla con 

500 μL de tampón W5. Se centrigufa a 100g durante 1 minuto, y el precipitado se lava con 1 

mL de tampón W5. Finalmente se incuban los protoplastos en tampón W5 a 25ºC hasta su 

análisis mediante microscopía confocal. 
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3.9- Purificación, manipulación y análisis de ácidos nucleicos  

3.9.1- Aislamiento de ADN plasmídico de E. coli 

 

Se centrifugan de 1,5 a 3 mL de cultivo saturado crecido en LB durante toda la noche, a 

14000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. El precipitado celular se resuspende en 

200 μL de tampón GTE (Glucosa 50 mM, Tris-HCl pH 8 25 mM, EDTA pH 8 10 mM), mediante 

pipeteo. Se añaden 300 μL de tampón de lisis (NaOH 0,2 N y SDS 1%), mezclando por 

inversión e incubando 5 minutos en hielo. Posteriormente, se añaden 300 μL de tampón KOAc 

3 M, pH 4,8 (también puede ser NaOAc pH 4,8), y se procede de igual forma que en el paso 

anterior. A continuación, se centrifuga a 14000 rpm durante 10 minutos a temperatura 

ambiente, y se recupera el sobrenadante transfiriéndolo a un nuevo tubo. Es muy importante en 

este paso no arrastrar restos celulares. Se agregó 900 μL de etanol absoluto y se incubó a  

-20ºC durante 30 minutos. Tras la incubación, se centrifugó 20 minutos a 13000 rpm, se eliminó 

el sobrenadante y se lavó el precipitado con etanol al 70%. Finalmente, el precipitado se 

resuspendió en 30 μL de agua MiliQ estéril. 

En caso de que sea necesario secuenciar el plásmido aislado, se realiza previamente un 

tratamiento con ARNasa y fenol:cloroformo:isoamílico (PCI) en proporción 25:24:1, del 

siguiente modo: Se añade agua estéril hasta un volumen final de 100 μL, y se agrega 1,5 μL 

ARNasa 1% (m/v). La mezcla se incuba a 37ºC durante 40 minutos. Transcurrido ese tiempo, 

se añaden 100 μL de PCI, se mezcla y se centriguga a 12000 rpm durante 10 minutos. 

Después se toma la fase acuosa superior, se coloca en un tubo nuevo, se añade el doble de 

volumen de etanol acetato sódico (1 mL acetato sódico 3 M en 20 mL de etanol absoluto: 

EtAcNa) y se incuba a  

-20ºC un mínimo de 2 horas. Finalmente, se centrifuga a 12000 rpm durante 10 minutos, se 

lava el precipitado con etanol 70%, se deja secar el precipitado para eliminar el etanol y se 

resuspende en 15 μL de agua MiliQ estéril. 

 

3.9.2- Aislamiento de ADN plasmídico de S. cerevisiae 

 

Se crecen 5 mL de cultivo de levadura hasta saturación, en el medio selectivo para el 

plásmido de interés (aproximadamente 24 horas). Se recogen las células en un microtubo de 

1,5 mL centrifugando a 14 000rpm durante 1 minuto y repitiendo tantas veces sea necesario 

hasta completar con la totalidad del cultivo. Una vez eliminado el sobrenadante, se resuspende 

el precipitado celular en 200 μL de tampón de lisis (TE 1X, 0,1 M NaCl, 2% Triton x100 y 1% 

SDS), 200 μL de PCI (fenol:cloroformo:alcohol isoamílico) y 200 μg de bolas de diámetro 0,5 

mm. Se incuba a temperatura ambiente con agitación durante 5 minutos. Se añaden 200 μL de 

TE 1X (10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA) y se incuba en el agitador durante 5 minutos a 

temperatura ambiente. Tras centrifugar a 14000 rpm durante 1 minuto, se toma la fase superior 

y se pasa a un microtubo nuevo. Para precipitar el ADN se añaden 2 volúmenes de etanol 

absoluto y se incuba a -80ºC durante 1 hora. Después se centrifuga a 14000 rpm durante 10 
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minutos, el precipitado se lava dos veces con etanol 70% y se deja secar. Finalmente, el ADN 

se resuspende en 10 μL de TE1X y se utiliza para transformar células quimiocompetentes de E. 

coli mediante choque térmico. 

 

3.9.3- Aislamiento de ADN genómico de A. thaliana  

 

Se ha empleado una adaptación del método del CTAB (Bromuro de cetiltrimetilamonio) 

descrito por McKinney et al. (1995). Aproximadamente un gramo de tejido vegetal se 

homogeneiza en mortero usando nitrógeno líquido. Este homogeneizado se coloca en un tubo 

falcon de 10 mL, se le añaden 2 mL de tampón de extracción CTAB 2% (2% m/v CTAB, 100 

mM Tris-HCl pH 8, 20 mM EDTA, 1,4 M NaCl y 1% m/v PVP Mr 40000) y se incuba a 60ºC 

durante 15 minutos. A continuación se agregan 2 mL de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1), 

se mezcla mediante agitación en vórtex y se centrifuga a 2000 rpm durante 10 minutos. Se 

toma la fase acuosa superior, se añaden 0,1 volúmenes de una solución de CTAB 10% m/v y 

NaCl 0,7M, y se calienta a 60ºC durante 2 minutos. 

A continuación, se añaden dos volúmenes de agua MilliQ estéril fría para inducir la 

precipitación del complejo CTAB/ADN. Los tubos se incuban en hielo durante 3 horas y se 

recoge el precipitado mediante centrifugación a 12000 rpm durante 10 minutos. El precipitado 

se resuspende en 0,4 mL de una solución de TE (1 mM EDTA, 10 mM Tris pH 8) y NaCl 1M, se 

añaden 0,8 mL de etanol absoluto frío para inducir la precipitación del ADN y se centrifuga a 

12000 rpm durante 10 minutos. Finalmente, el ADN precipitado se lava dos veces con etanol 

70% (agregando 1 mL de esta solución, centrifugar y eliminar el sobrenadante), y el precipitado 

final se resuspende en 20 μL de agua MilliQ estéril. 

 

3.9.4- Aislamiento de ADN genómico de B. vulgaris 

 

Se procede de la misma manera que en el aislamiento de ADN genómico de A. thaliana, 

utilizando una adaptación del método del CTAB descrito en el apartado anterior. 

 

3.9.5- Tratamiento de ADN con endonucleasas de restricción  

 

Las digestiones de ADN con enzimas de restricción se realizan en las condiciones de 

reacción recomendadas por los respectivos proveedores. En todos los casos se utilizan de 1 a 

5 U de enzima por cada microgramo de ADN a digerir. 

 

3.9.6- Reacciones de ligación de ADN  

 

Las ligaciones se llevaron a cabo utilizando 0.05 U/μL de T4 ADN ligasa. En los ensayos 

de clonación para la creación de plásmidos recombinantes, se utilizó una relación molar 

inserto:vector de entre 5:1 y 10:1. Para la ligación de fragmentos de extremos romos el ADN se 
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incubó con la ligasa 16 horas a 22ºC, y para la ligación de extremos cohesivos la incubación 

fue de 16 horas a 16 ºC. Acto seguido, se transforma el producto de la ligación en células 

competentes de E. coli. 

 

3.9.7- Electroforesis de ADN  

 

Para comprobar la integridad y concentración del ADN plasmídico, ADN genómico y de los 

productos de la PCR, se emplean geles de diferente porcentaje de agarosa (m/v), 

principalmente entre 0,7 y 1,5%, fundida en tampón de electroforesis TBE 0,5X (45 mM 

TrisBase, 45 mM ácido bórico y 1 mM EDTA). Tanto el tampón de electroforesis como el gel 

contienen 0,05% (m/v) de bromuro de etidio. La visualización del ADN se realiza iluminando el 

gel con luz ultravioleta (UV) a 254 nm de longitud de onda.   

Como tampones de carga se utilizan: Tampón 6X naranja (50% v/v glicerol, 60 mM Tris-

HCl pH 8, 6 mM EDTA y 0,35% m/v Orange G) y tampón 6X azul (40% m/v sacarosa, 0,1 M 

EDTA y 0,25% m/v azul de bromofenol). Como marcadores de tamaño y peso molecular se 

utilizan los patrones comerciales 1Kb y λ/HindIII. 

 

3.9.8- Purificación de fragmentos de ADN  

 

Para la purificación de ADN de PCR o digestiones, se separó el fragmento de interés por 

electroforesis en geles de agarosa 0.7% o 1% (según su tamaño) fundida en tampón TBE 

(descrito en el apartado anterior), con bromuro de etidio al 0.001% y guanosina 0.2 mM 

(Gründemann y Schönig, 1996) para proteger el ADN de posibles roturas y mutaciones 

causadas por la luz UV durante la visualización. Utilizando un transiluminador UV se cortó el 

bloque de gel que contenía el fragmento de interés. El ADN se extrajo del gel y se purificó 

según las instrucciones del kit GENEJET
TM

 Gel Extraction Kit (Fermentas). 

 

3.9.9- Aislamiento de ARN de A. thaliana  

 

Se homogeneiza con mortero 0,5-1 gramo de tejido vegetal congelado, se coloca en un 

tubo falcon y se agregan 1 mL de PCI y 1 mL de TCES (Tris 0.2 M, NaCl 0.2 M, EDTA 50 mM, 

SDS 2% m/v, ajustado a pH 8 con HCl). El homogeneizado se incuba a 50°C durante 15 

minutos. A continuación, se centrifuga a 12000 rpm durante 10 minutos, se toma la fase 

superior acuosa y se coloca en un nuevo tubo donde se añade un volumen de 

cloroformo:alcohol isoamílico (24:1), se mezcla en vórtex y se vuelve a centrifugar a 12000 rpm 

durante 10 minutos. Tras la centrifugación, se pasa la fase superior a un tubo nuevo y el ARN 

se precipita agregando un volumen de LiCl 6 M y colocándolo a -20°C durante 4-5 horas. 

Finalmente, se centrifuga a 12000 rpm durante 10 minutos y a 4ºC, el precipitado se lava con 

etanol 70% y se resuspende en 30 μL de agua estéril libre de ARNasas.  
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Para conocer la concentración de ARN de las muestras se utilizó un espectrofotómetro 

NanoDrop ND-1000, para comprobar la integridad del ARN se empleó geles no 

desnaturalizantes y para su purificación se usó el kit RNeasy ® Plant Mini Kit de QIAGEN. 

 

3.9.10- Aislamiento de ARN de B. vulgaris 

 

Se procede de la misma manera que en el aislamiento de ARN de A. thaliana, utilizando el 

método descrito en el apartado anterior. 

 

3.9.11- Electroforesis de ARN  

 

Condiciones no desnaturalizantes: Se emplean estas condiciones para observar la 

integridad del ARN aislado. Se preparan geles de agarosa 1% TAE 1X y las muestras se 

preparan con el tampón de carga 1,25X (55% v/v formamida, 20% v/v formaldehído, 12,5% v/v 

MAE 10X [200 mM MOPS (ácido 2-(N-morfolino) propanosulfónico), 50 mM acetato de sodio, 

10 mM EDTA y ajustado a pH 7 con NaOH], 8% v/v glicerol, 0,05% p/v azul de bromofenol y 

0,001% p/v de bromuro de etidio) y se calientan a 56°C durante 10 minutos, antes de cargarlas 

en el gel. El gel se deja correr 1-2 horas a 50 voltios, y se visualiza bajo luz ultravioleta con la 

ayuda de un documentador de geles. 

Condiciones desnaturalizantes: Estas condiciones se emplean en el análisis Northern blot. 

Se utilizan geles de agarosa 1% en tampón MAE  (10% v/v MAE 10X [200 mM MOPS, 50 mM 

acetato de sodio, 10 mM EDTA y ajustado a pH 7 con NaOH] y 2,2% v/v formaldehído 37%). 

Como tampón de electroforesis se emplea 10% (v/v) MAE 10X y 1,1% (v/v) formaldehído 37%. 

Las muestras de ARN se mezclan con el tampón de carga 1,25X con bromuro de etidio (200:1) 

y se calientan a 56ºC durante 10 minutos antes de cargarlas en el gel. Como marcador de 

tamaño se utiliza el “RNA ladder” (Invitrogen). 

 

3.9.12- Marcaje radioactivo de sondas 

 

El ADN empleado para la síntesis de sondas radioactivas en los experimentos de Northern 

blot, se obtiene a partir de una digestión con el enzima de restricción EcoRI del plásmido 

pYPGE15-CRIO4. De esta forma se consigue un fragmento N-terminal del gen BvCRIO4 de 

745 bp que se purifica a partir de gel de agarosa tras la electroforesis (tal como se explica en el 

apartado 3.9.8- Purificación de fragmentos de ADN).  

Para el marcaje radioactivo de las sondas se usa el método de marcaje por 

hexanucleótidos (“random priming”). Para ello, se parte de 120 ng de ADN molde en 15 μL de 

agua estéril y se desnaturaliza incubando a 95ºC durante 10 minutos. A continuación, se coloca 

el microtubo en hielo y se agregan 5 μL de OLB 5X (0,1 M MES pH 6,8, 5 mM DTT (ditiotreitol), 

25 mM MgCl2, 0,2 mg/mL hexanucleótidos al azar “hexanucleotides random primers” 

(Boehringer), 0,1 mM dATP, 0,1 mM dGTP, 0,1 mM dTTP), 1 μL del fragmento klenow de la 
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ADN polimerasa de E. coli (10 U/μL), 2,5 μL de BSA 10X (Albúmina de Suero Bovino) y 2,5 μL 

de α-
32

P dCTP (10 μCi/μL) como nucleótido radioactivo. Finalmente, la mezcla se incuba a 

temperatura ambiente durante 8-10 horas y, transcurrido ese tiempo, se añaden 200 μL de TE  

para detener la reacción. A continuación, se desnaturaliza el ADN nuevamente incubando a 

95ºC durante 10 minutos y ya puede ser añadido al tubo de hibridación con la membrana a 

hibridar. 

 

3.9.13- Análisis Northern blot 

 

Se parte de 30 μg de ARN y se realiza una electroforesis en un gel en condiciones 

desnaturalizantes usando un voltaje de 40-50 V durante 4-5 horas. Al terminar la electroforesis, 

el gel se lava 2 veces con una solución de SSC 10X (1,5 M NaCl, 0,15 M citrato trisódico, 

ajustado a pH 7 con HCl) durante 20 minutos cada lavado para eliminar el formaldehído del gel. 

El ARN se transfiere a una membrana de nailon Hybond N (Amersham) por capilaridad durante 

toda la noche, empleando tampón SSC (citrato salino sódico) 10X. Finalmente, el ARN se fija 

covalentemente a la membrana mediante radiación ultravioleta usando un aparato Stratalinker 

(Stratagene). 

La membrana con el ARN fijado se coloca en un tubo de hibridación ThermoHybaid 

(Thermo), se añaden 5 mL de tampón de hibridación PSE y se deja durante 20 minutos en un 

horno con agitación circular a 65ºC. Después se agrega la sonda radioactiva, para detectar el 

ARN en la membrana, al tampón de hibridación y se deja durante 16-18 horas a 65ºC en 

agitación. Posteriormente, se realizan dos lavados de la membrana de 10 minutos a 65ºC con 

una solución SSC 4X, 0,1% (m/v) SDS y un lavado de 10 minutos con la solución SSC 0,4X, 

0,1% (m/v) SDS. Terminados los lavados, la membrana se seca a temperatura ambiente y se 

envuelve en plástico tipo Saran Wrap. Finalmente, la membrana se expone con una película 

Hyperfilm (Amersham) a -80ºC en un casete de revelado Hypercassette (Amersham) con 

pantallas intensificadoras. Las películas son reveladas con el procesador automático X-omat 

2000 (Kodak). 

 

3.9.14- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  

 

La amplificación de fragmentos de ADN específico se realiza mediante la técnica de la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR), basada en la capacidad de las ADN polimerasas 

de replicar un fragmento concreto de ADN mediante unos cebadores específicos y unos ciclos 

adecuados de temperatura (Saiki et al., 1985). 

 

3.9.14.1- Oligonucleótidos cebadores  

 

El diseño de los cebadores u oligonucleótidos (también llamados oligos), es un paso clave 

en todos los ensayos en los que intervenga la reacción en cadena de la polimerasa. 
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Las condiciones generales del diseño son una longitud optima de 20 nucleótidos, con una 

presencia en G/C del 60% aproximadamente, y preferentemente, se diseñaban cebadores con 

una G o una C como última base en 3’, de modo que la unión en este punto sea lo más fuerte 

posible, facilitando la unión de la ADN polimerasa. 

Para el diseño de los cebadores utilizados para el estudio de la expresión génica mediante 

PCR previa transcripción reversa, además se tuvo en cuenta que la extracción de ARN podría 

contaminarse con ADN genómico, por lo que uno de los cebadores de cada gen a amplificar se 

encuentra siempre separado del otro por un intrón, es decir, que los cebadores corresponden a 

dos exones consecutivos. De este modo se asegura amplificar solamente ADNc.  

Las secuencias de los cebadores se analizan mediante el programa Vector NTI, para confirmar 

que las parejas de oligos empleadas en cada amplificación no forman dímeros entre sí, 

inhibiendo así parte de la reacción. Además, cuando se tratan de análisis de expresión, se 

comprueban mediante el programa de alineamiento BLASTn (Basic Local Alignment Search 

Tool) de la página del TAIR (The Arabidopsis Information Resource), para confirmar que dichos 

cebadores no hibriden en otras regiones del genoma de Arabidopsis. 

Todos los cebadores utilizados en este trabajo han sido sintetizados por la empresa Isogen Life 

Science, y a continuación se muestran las secuencias de los oligonucleótidos usados como 

cebadores en las reacciones de PCR, PCR diagnóstica y RT-PCR semicuantitativa.  

 

Oligonucleótidos empleados para las PCR diagnósticas: 

Patl3: 

P3-N593994-LP: 5’-AACCCCACCAGAGCTAAAATC-3’ 

P3-N593994-RP: 5’-TTGGAATTGATGCTAAAACGAG-3’ 

Patl5: 

P5-199-G07-LP: 5’-TAGAGGTTCTCAACCACACGG-3’ 

P5-199-G07-RP: 5'-TCTGAGCAATCATAAAGTCATTGG-3' 

P5-N503-134-LP: 5’-AAACTCCGCTCCATACGAAAC-3’ 

P5-N503-134-RP: 5’-TTGTGTTCATGCAAGGACAAG-3’ 

P5-N624-448/N62-446-LP: 5’-CTGCCAACTTCTCCAACTTTG-3’ 

P5-N624-448/N62-446-RP: 5’-TTTGTAGCTGGTGGTGTTTCC-3’ 

Oligos LB: 

LBa1: 5’-TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG-3’ 

LBb1: 5’-GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT-3’  

LB-6313R: 5’-TCAAACAGGATTTTCGCCTGCT-3’ 

 

 

Oligonucleótidos empleados en la RT-PCR semicuantitativa: 

Patl3: 

PATL3-D: 5’-GCAGATACCACCACCAAG-3’ 

PATL3-R: 5’-CTGTTTGAAGACAAACTCAGG-3’ 
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Patl5: 

PATL5-D: 5’-CTATATGGGGTGTGCC-3’ 

PATL5-R: 5’-ATCCACACTTAGTCCACCA-3’ 

ACT8: 

ACT8-D: 5’-CAT GGA GAA GAT TTG GCA TCA CAC-3’  

ACT8-R: 5’-GAG GAT AGC ATG TGG AAG TGA GAA-3’ 

 

Oligonucleótidos empleados en la construcción pCM259-CRIO4: 

CRIO4-RECOM-D: 5’-TATGACGTTCCAGATTACGCTGGTTTAATGGCGGAAGAAACCCAT-3’ 

CRIO4-RECOM-R: 5’-CTGCAGGGCCCTAGCGGCCGCGTTTCACTGAGAAGTCTTGACCTT-

3’ 

 

Oligonucleótidos empleados en la construcción pJM729CRIO4: 

CRIO4-HASTREP-D: 5’-GTGAAGCTTATGGCGGAAGAAACCCAT-3’  

CRIO4-STOP-HASTREP-R: 5’-GGGAAGCTTTCACTGAGAAGTCTTGAC-3’ 

 

Oligonucleótidos empleados en la construcción pJM729CRIO4::GFP: 

CRIO4-HASTREP-D: 5’-GTGAAGCTTATGGCGGAAGAAACCCAT-3’  

CRIO4-GFP-R: 5’-GTAGGATCCCTGAGAAGTCTTGACCTT-3’  

 

Oligonucleótidos empleados en la construcción pYPGE15-SEC14(CRIO4): 

pYPGE-SEC14-D: 5’-

AGATCTCGACTCTAGAGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCATGGATGAAGATCTTGGA-3’  

pYPGE-SEC14-R: 5’-

CCACCAAAGGCCATCTTGGAACCGGGCCCCCCCTCGAGTCACTCACCAAACTTACT-3’ 

 

Oligonucleótidos empleados en la construcción pYCplac111-TAT2::GFP: 

TAT2-D: 5’-TCTGGCTCGATGTCTGAA-3’ 

TAT2-R: 5’-TGTCTCACGTACCATGGA-3’ 

 

3.9.14.2- Condiciones de PCR  

 

Las reacciones de PCR se llevan a cabo de forma rutinaria en microtubos estériles, donde 

se realiza una mezcla de los siguientes reactivos:  

 1 μL (10 ng) ADN molde  

 2 μL Tampón PCR 10X  

 2 μL dNTPs 10 mM  

 1 μL Cebador sentido (0,1 μg/μL)  

 1 μL Cebador antisentido (0,1 μg/μL)  

 1 μL Polimerasa (Taq) 1U/μL  
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 Volumen final de 20 μL de agua MilliQ estéril  

En las reacciones rutinarias se utiliza la enzima Taq polimerasa (Biotools). Todas las 

reacciones de PCR se llevan a cabo en un termociclador Mastercycler personal (Eppendorf), y 

para cada reacción de PCR se usó el programa más adecuado atendiendo a la temperatura de 

anillamiento de los oligonucleótidos específicos y el tamaño de amplicón. El programa 

generalmente usado es el siguiente:  

 1 ciclo de desnaturalización a 95°C durante 5 minutos. 

 35 ciclos de:  

 Desnaturalización: 1 minuto a 95°C. 

 Hibridación de los cebadores: 1 minuto a una temperatura de anillamiento 4°C inferior 

a la temperatura de fusión (Tm) de los oligonucleótidos  

 Extensión: 1 minuto por kb a amplificar, a 72ºC. 

 1 ciclo de extensión final a 72°C durante 10 minutos. 

 

3.9.14.3- PCR diagnóstica  

 

Para el genotipado de mutantes homocigotos de inserción de T-DNA, de las líneas 

suministradas por el NASC (SALK, SAIL o GABI-KAT) se realizaron PCR diagnósticas, 

utilizando un par de oligonucleótidos (LP y RP) que hibridan en el ADN del genoma de A. 

thaliana, localizados uno a cada lado del T-DNA, y un tercer oligonucleótido que hibrida en el 

interior del T-DNA (BP). Tras la amplificación, las líneas homocigotas presentan tan solo la 

banda correspondiente a la amplificación con LP y BP, mientras que las heterocigotas 

presentan, además de esa banda, la resultante de la amplificación con LP y RP. El diseño de 

oligonucleótidos LP y RP, se realiza con la aplicación “T-DNA primer Design” de la página web: 

http://signal.salk.edu/tDNAprimers.2.html 

 

3.9.14.4- RT-PCR semicuantitativa 

 

En primer lugar se trató con ADNasa el ARN previamente aislado para eliminar restos de 

ADN genómico. Para ello, se parte de 2 μg de ARN en un volumen de 7 μL de agua MilliQ 

estéril en un tubo estéril, y se añaden 2 μL de tampón de reacción RT X5 (50 mM de Tris-HCl 

pH 8.3, 50 mM KCl, 4 mM de MgCl2 y 10 mM de DTT), y 1 μL de ADNasa (10 U/μL). La mezcla 

se incuba 15 minutos a 37ºC y 15 minutos más a 65ºC. 

Tras el tratamiento con ADNasa se inicia la síntesis de ADNc. Para ello, al tubo anterior se 

añade 10 μL de dNTPs 10 mM (compuesto por una mezcla 2,5 mM de cada 

desoxirribonucleótido trifosfato), 2 μL de oligo p(dT)15 0,1 μg/μL (cebador para el ARNm), 6 μL 

de tampón RT X5, 4 μL de DTT 0,1 M, 0,7 μL de transcriptasa reversa 20 U/μL y 8 μL de agua 

MilliQ estéril. La mezcla se incubó 75 minutos a 37ºC y después 5 minutos a 65ºC para 

inactivar el enzima.  
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La posterior reacción de PCR para amplificar los ADNc de interés se realizó según lo 

explicado en el apartado “Condiciones de PCR”, utilizando 1 μL de ADNc sintetizado. Como 

control de la RT-PCR se empleó un gen de expresión constitutiva, ACT8 (At1g49240). 

 

 

3.10- Diseño y obtención de las construcciones plasmídicas para experimentos de 

transformación de plantas y levaduras 

 

pCM259-CRIO4: La secuencia codificante del gen BvCRIO4 ubicado en el plásmido 

pYPGE15-CRIO4 fue amplificada mediante PCR con los oligos CRIO4-RECOM-D y CRIO4-

RECOM-R para clonarlo en el sitio PmeI del MCS del vector de expresión pCM259, y situarlo 

en fase con una secuencia que codifica 3 repeticiones del epítopo HA y 6 histidinas, obteniendo 

así la construcción pCM259-CRIO4. Este plásmido contiene además un promotor regulable por 

tetraciclina/doxiciclina (tetO-CYC1), el gen bacteriano de resistencia a ampicilina y el gen URA3 

de levadura. Para conseguir la recombinación del fragmento de PCR amplificado con la 

secuencia recombinante del plásmido pCM259, se usó una combinación vector:inserto de 1:5 

para transformar la cepa de levadura W303. De las colonas que crecieron en medio selectivo, 

se extrajo el plásmido y se comprobó mediante PCR con los mismos oligos, y también 

mediante corte con PstI, que contenían los fragmentos adecuados en función del tamaño del 

inserto. La proteína recombinante con las 6 histidinas es capaz de unirse y ser retenida por 

iones Ni
2+

, lo que permite la purificación de la proteína recombinante a partir de extracto crudo 

en columnas con una resina previamente cargada con NiSO4 (proceso descrito en el apartado 

3.11.1.2- Purificación de proteína por resina cargada con níquel). 

pYPGE15-SEC14(CRIO4): La secuencia de 528 nucleótidos que codifica el dominio 

Sec14 de la proteína codificada por el gen BvCRIO4, fue amplificada a partir del plásmido 

pYPGE15-CRIO4 mediante PCR con los oligos CRIO4-SEC14-D y CRIO4-SEC14-R, y clonada 

entre los sitios BamHI y XhoI del polylinker del plásmido pYPGE15. Esta construcción se 

obtuvo mediante recombinación, transformando la cepa CTY1-1A de levadura con una 

combinación del plásmido pYPGE15 y el fragmento amplificado por PCR, en una proporción 

vector:inserto de 1:10. De las colonas que crecieron en medio selectivo, se extrajo el plásmido 

y se usó como molde para una PCR de comprobación con los mismos oligos, para comprobar 

si el plásmido integraba el fragmento de tamaño adecuado. Esta construcción se usó para 

ensayos de complementación en levadura. 

pJM729CRIO4: La secuencia codificante del gen BvCRIO4 ubicado en el plásmido 

pYPGE15-CRIO4 fue amplificada mediante PCR con los oligos CRIO4-HASTREP-D y CRIO4-

STOP-HASTREP-R (el oligo CRIO4-STOP-HASTREP-R mantiene el codón de parada de la 

traducción del gen). El fragmento amplificado se introdujo en el plásmido pBluescript SK+ en el 

sitio EcoRV. La construcción obtenida se secuenció para comprobar que el fragmento clonado 

correspondía al gen de interés y que no se habían producido mutaciones en la secuencia. La 

construcción se digirió con el enzima de restricción BamHI (cuya secuencia diana estaba 
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presente en los oligos utilizados para  la amplificación, permitiendo así incorporarla en los 

extremos del gen) para su clonación en el plásmido pJM729 en la orientación adecuada para 

su expresión. Esta nueva construcción, denominada CRIO4, se introdujo en la cepa de 

Agrobacterium tumefaciens GV3101::pMP90RK mediante electroporación, para posteriormente 

transformar Arabidopsis thaliana y construir líneas transgénicas que contienen una fusión 

35S::GRIO4. 

pJM729CRIO4::GFP: La secuencia codificante del gen BvCRIO4 ubicado en el plásmido 

pYPGE15-CRIO4 fue amplificada mediante PCR con los oligos CRIO4-HASTREP-D y CRIO4-

GFP-R. El fragmento amplificado se introdujo en el plásmido pBluescript SK+ en el sitio EcoRV. 

La construcción obtenida se secuenció para comprobar que el fragmento clonado correspondía 

al gen de interés y que no se habían producido mutaciones en la secuencia. La construcción se 

digirió con los enzimas de restricción HindIII y BamHI (cuya secuencia diana estaba presente 

en los oligos utilizados para  la amplificación, permitiendo así incorporarla en los extremos del 

gen) para su clonación en el plásmido pJM743 en la orientación adecuada para su expresión. 

Este plásmido derivado de pXCS-HAStrep contiene la secuencia que codifica la proteína sGFP 

fusionada al terminados NOS, de modo que esta construcción da como resultado una fusión 

35S::GRIO4::GFP. Se introdujo en la cepa de Agrobacterium tumefaciens mediante 

GV3101::pMP90RK electroporación, para realizar estudios de localización subcelular en 

plantas. 

pYCplac111-TAT2::GFP: El plásmido pKU76 fue digerido con los enzimas de restricción 

PstI y EcoRI para extraer la secuencia codificante de la fusión TAT2::GFP, para introducirla en 

el plásmido pYCplac111 mediante una reacción de ligación en la cual se usó una proporción 

vector:inserto de 1:1. Se transformó E. coli con el producto de la ligación y a partir de las 

colonias que crecieron en medio selectivo, se hizo una extracción de ADN plasmídico. Para 

comprobar la presencia del inserto, se usó este ADN plasmídico como molde en una PCR con 

los oligos TAT2-D y TAT2-R, y también se realizó una digestión con los enzimas PstI y EcoRI. 

Este plásmido, que además contiene el gen marcador de resistencia bacteriana al antibiótico 

ampicilina y el gen LEU2 de levadura, fue usado para ensayo de coexpresión en levadura. 

 

 

3.11- Manipulación de proteínas 

3.11.1- Extracción de proteínas de S. cerevisiae 

3.11.1.1- Extracción rápida 

 

Se siguió el protocolo descrito por Kushnirov (2000) para la obtención de extractos 

proteicos. Las células de levadura fueron cultivadas en medio líquido hasta fase logarítmica,  y 

de un volumen equivalente a una OD600 de 2,5, se recogió el precipitado mediante 

centrifugación a 2500 rpm durante 4 minutos. Se resuspendió las células en 100 μL agua MilliQ 

estéril, se añadió 100 μL de NaOH 0,2 M y se incubó 5 minutos a emperatura ambiente. Se 

recogió el precipitado mediante 1 minuto de centrifugación a velocidad máxima y se 
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resuspendió en 50 μL de tampón de carga (0,06 M Tris-HCl, pH 6,8, 5% glicerol, 2% SDS, 4% 

β-Mercaptoetanol, 0,0025% Azul de bromofenol). Por último se hierve la muestra 3 minutos a 

95ºC. 

 

3.11.1.2- Purificación de proteína por resina cargada con níquel 

 

Para purificar la proteína recombinante CRIO4 se transformó la cepa W303 de S. 

cerevisiae con el plásmido pCM259-CRIO4. A partir de un cultivo líquido saturado en medio SD 

con doxiciclina (20 μg/mL) se inoculan 400 μL en 400 μL de medio YPD con doxiciclina (20 

μg/mL) y se incuba en agitación a 28ºC hasta que el cultivo alcance una OD600 de 0,1-0,2. Se 

recogen las células por centrifucación a 3000 rpm durante 5 minutos y se realizan 3 lavados 

con 150 mL de agua agua MilliQ estéril. Seguidamente se resuspenden las células en 400 mL 

de YPD sin doxiciclina para estimular la expresión de la proteína y se incuba de nuevo en 

agitación a 28ºC hasta que el cultivo alcance una OD600 de 0,4-0.6. Se recogen las células por 

centrifugación a 3000 rpm durante 5 minutos y se realizan lavan con 150 mL de agua agua 

MilliQ estéril. Posteriormente las células se resuspenden en 2 mL de tampón de 

fraccionamiento (50 mM Tris-HCl pH 7,6, 0,1 M KCl, 10% glicerol (m/v), 5 mM imidazol, y una 

pastilla de inhibidores de proteasas, Complete Mini EDTA-free (Roche) por cada 10 mL de 

tampón) y se añaden bolas de cristal de 5,5 mm de diámetro, justo por debajo de la superficie 

de resuspensión, para romper las células mediante 6 ciclos de vórtex de un minuto y un minuto 

de incubación en hielo. Después se agregan 2 mL de tampón de fraccionamiento y se 

centrifuga en frío a 2000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se transfiere a un nuevo tubo 

y se centrifuga en frío a 5000 rpm durante 10 minutos.  

El sobrenadante, constituye la fracción soluble de proteínas (proteínas citoplasmáticas y 

periplasmáticas), se coloca en un tubo nuevo y se mezcla con la resina de agarosa His-Bind 

(Novagen) previamente lavada y cargada como se explica en las instrucciones del fabricante. 

La mezcla se incuba en agitación suave a 4ºC durante 4 horas, así la proteína recombinante 

con la cola de histidinas se une a los iones de níquel inmovilizados en la resina. Posteriormente 

se realiza un lavado de la resina con 10 mL de tampón de unión (50 mM Tris-HCl pH 7,6, 0,1 M 

KCl, 10% glicerol (m/v), 5 mM imidazol) y 3 lavados (el primero con 10 mL y los dos siguientes 

con 400 μL) con tampón de lavado (20 mM Tris-HCl pH 7,9, 0,15 M KCl, 60 mM imidazol), en 

agitación suave durante 5 minutos a 4ºC cada uno. El imidazol compite con las proteínas por la 

unión de los iones níquel de la columna y a estas concentraciones elimina las uniones 

inespecíficas de otras proteínas a la columna.  

Finalmente la proteína recombinante es purificada utilizando 500 μL de tampón de elución 

(20 mM Tris-HCl pH 7,9, 0,1 M KCl, 10% glicerol (m/v), 300 mM imidazol), incubando en 

agitación suave durante 30 minutos a 4ºC y eluyendo la proteína purificada en una columna. El 

aumento de concentración de imidazol provoca que éste sustituya a las histidinas de la 

proteína recombinante en la unión con los iones de níquel de la columna.  
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3.11.2- Cuantificación de proteínas por el método Bradford 

 

Éste es un método rápido y de sensibilidad media para cuantificar la cantidad de proteína 

presente en una muestra por colorimetría a λ=595 nm. La determinación de la concentración de 

proteína total en cada muestra se hizo por comparación de intensidad colorimétrica con una 

muestra conocida de seroalbúmina bovina (BSA) con la que se realizó una recta de calibrado. 

El reactivo utilizado capaz de cambiar de color en función de la concentración de proteína fue 

5X BioRad Assay kit (BioRad) diluido 5 veces en agua. Se utilizaron 200 μL de BioRad diluido y 

en cada pocillo de la placa multipocillo se cargaron cantidades crecientes y conocidas de BSA 

para obtener la recta de calibrado; igualmente se cargaron tres réplicas de diluciones de la 

muestra extraída y se llevaron a cabo los cálculos de regresión para determinar la 

concentración de nuestra muestra. 

 

3.11.3- Análisis Western Blot 

3.11.3.1- Electroforesis de proteínas y transferencia a membrana 

 

Previamente a la electroforesis, a la muestra de proteínas se le añade de forma rutinaria, 

tampón de muestra 5X (SDS 7,5% p/v, ditiotreitol 0,1M, EDTA 10 mM, sacarosa 30%, 0,25 

mg/mL Azul de bromofenol y 0,3M Tris, pH 6,8 ajustado con HCl), y se incuba a 95ºC durante 5 

minutos. El calentamiento desnaturaliza posibles proteasas presentes en la muestra. Una vez 

transcurrido ese tiempo, se depositan las muestras en hielo hasta que sean cargadas en el gel. 

La separación de proteínas mediante electroforesis se llevó a cabo en condiciones 

desnaturalizantes en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) empleando el sistema MiniProtean 3 

(BioRad). Estos geles constan de una zona superior de empaquetamiento (4% 

acrilamida:bisacrilamida 30:0,8, 0,1% SDS, 125 mM Tris-HCl pH 6,8, 1% APS (persulfato de 

amonio), 0,1% TEMED (N,N,N,N'-tetrametilnediamina)) y una zona inferior de separación (8% 

acrilamida:bisacrilamida 30:0,8, 0,1% SDS, 375 mM Tris-HCl pH 8,8, 1% APS, 0,1% TEMED). 

La concentración de acrilamida en la zona de separación se ajusta (entre el 6 y el 12%) en 

función del tamaño de las proteínas de interés. Una vez cargadas las proteínas en el gel, éste 

se sumerge en tampón de electroforesis (0,19 M Glicina, 0,1% SDS, pH 8,3 ajustado con Tris 

Base). Mientras la muestra recorre la primera fase de los geles (empaquetamiento) se somete 

a una corriente eléctrica de 80 V mientras que una vez el frente alcanza la fase de separación 

se incrementa la corriente a 120 V. 

Una vez separadas por electroforesis, las proteínas se transfieren a una membrana de 

nitrocelulosa (Millipore). Para la transferencia se utilizó el sistema MiniProtean 3 (BioRad) 

usando tampón de transferencia TOWBIN (Glicina 0,19M, SDS 0,01% m/v, pH 8,3 ajustado con 

Tris, y 20% metanol v/v). La transferencia se realizó bajo una diferencia de potencial constante 

de 100 V durante 1,5 horas, a una temperatura de 4ºC. 
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3.11.3.2- Inmunodetección de proteínas transferidas a membrana 

 

Para la detección de las proteínas a analizar, en primer lugar se bloquearon los sitios de 

unión no específicos sumergiendo la membrana en una solución de bloqueo (2% leche 

desnatada, 0,1% Tween 20, 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7,6) durante 30 minutos en 

agitación. Seguidamente se retiró la solución de bloqueo y se añadió 10 mL de solución de 

bloqueo fresca a la que se le ha añadido el anticuerpo primario (anti-HA, dilución 1:5000), y se 

incubó durante 16 horas en agitación a 4ºC. Posteriormente se realizaron tres lavados 

consecutivos de 10 min cada uno con solución de lavado (0,1% Tween 20, 150 mM NaCl, 20 

mM Tris-HCl pH 7,6), tras los cuales se sustituyó la solución de lavado usada por 10 mL de 

solución de lavado nueva a la que se le ha añadido el anticuerpo secundario (ECL anti-Mouse 

(Amersham), dilución 1:5000), y se dejó en incubación durante 1 h a temperatura ambiente y 

agitación constante. Finalmente, se realizan otros tres lavados consecutivos con solución de 

lavado para retirar el exceso de anticuerpo secundario.  

La detección de la proteína de interés se realizó usando un sistema de 

quimioluminiscencia (ECL prime Western Blotting Detection System, Amersham Biosciences) 

según las especificaciones del fabricante. Para detectar la señal quimioluminiscente, la 

membrana se expuso con una película Hyperfilm (Amersham) en un casete de revelado 

Hypercassette (Amersham) con pantallas intensificadoras. Las películas son reveladas con el 

procesador automático X-omat 2000 (Kodak). 

 

 

3.12- Ensayo de unión a fosfolípidos 

 

Se realizó un ensayo basado en el protocolo de Schapire et al. (2008). Para ello, 100 µg 

de fosfolípidos disueltos en cloroformo se secaron manualmente bajo un flujo de nitrógeno gas, 

hasta formar una fina capa repartida por el fondo del tubo. Los lípidos secados se 

resuspendieron en 100 μL de tampón A (10 mM MOPS, 150 mM KCl, 0,1 mM EDTA, pH 7) y se 

agitaron en vórtex durante 20 minutos para formar las vesículas LMV (large multillamelar 

vesicles). Las vesículas se recolectaron mediante 20 minutos centrifugación a 13200 rpm a 

temperatura ambiente. El precipitado de vesículas se resuspendió en tampón A y se añadió 5 

µg de proteína (previamente centrifugada durante 10 minutos a 13200 rpm y 4ºC, para eliminar 

impurezas que precipiten), siendo el volumen final de la mezcla 1 mL. Se incuba a 27ºC y en 

agitación suave (250 rpm) durante 15 minutos. La proteína unida a las vesículas de fosfolípidos 

se recoge en el precipitado mediante 10 minutos de centrifugación a 13200 rpm y 4ºC. Se 

realizan 3 lavados con 500 µL de tampón A y finalmente el precipitado se resuspende en 15 µL 

Laemli 2X. Las muestras se analizan por Western. 

Se realizaron 3 tipos de vesículas constituidas por fosfolípidos distintos: fosfatidilinositol, 

fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina todos de la marca Sigma-Aldrich. 
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3.13- Estudio de localización celular de proteínas por microscopía confocal 

 

El tejido vegetal y las células de levadura se observaron utilizando un microscopio 

confocal. En este tipo de microscopía se ha empleado un microscopio confocal Leica TCS SL 

(Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Heidelberg, Alemania). Se trata de un microscopio 

DMIR2 invertido, y una unidad espectral confocal SL con dos detectores de fluorescencia 

simultáneos y 4 líneas de láser (458nm, 488nm, 514nm y 534nm). También se ha utilizado un 

microscopio confocal LSM 780 (Zeiss) con 7 líneas de láser (405nm, 458nm, 488nm, 514nm, 

561nm, 594nm y 633nm). La detección de la señal GFP se realizó mediante su excitación por 

un láser de Argón (488 nm) y la emisión se visualizó mediante un paso de luz de 30 nm de 

ancho centrado en 515 nm.  

 

 

3.14- Tratamiento de datos estadísticos 

 

El análisis estadístico utilizado para comparar dos tipos de muestras se llevó a cabo 

mediante una prueba t de Student para diferencia de medidas de muestras independientes 

utilizando las herramientas estadísticas incluidas en el programa MS Excel de la suite Microsoft 

Office. Un valor p<0,05 fue considerado estadísticamente significativo. 

 

 

3.15- Herramientas de análisis bioinformático 

 

La secuencia del gen BvCRIO4 y la proteína codificada en ella se analizaron con varias 

herramientas bioinformáticas citadas a continuación: 

- http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ (NCBI BLAST). Alineamiento de secuencias. 

- http://www.arabidopsis.org/wublast/index2.jsp  (TAIR WU-BLAST (A. thaliana)). 

Alineamiento de secuencias.  

- http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html (Reverse Complement). Herramienta 

que permite obtener la secuencia reversa, complementaria o reversa-complementaria 

de una secuencia de núcleotidos dada. 

- http://web.expasy.org/translate/  (ExPaSy Translate tool). Traducción de secuencias. 

- http://prosite.expasy.org/  (PROSITE ScanProsite tool). Búsqueda de patrones y 

dominios en proteínas.  

- http://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search (InterProScan EMBL-EBI). 

Búsqueda de dominios proteicos conservados. 

- http://web.expasy.org/protparam/ (ExPaSy ProtParam). Características fisicoquímicas 

de una proteína. 

- http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ (ExPaSy NetPhos 2.0). Predicción de sitios de 

fosforilación. 
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- http://phosphat.mpimp-golm.mpg.de/ (PhosPhAt 4.0). Base de datos que recopila los 

sitios de fosforilación de proteínas de Arabidopsis identificados in vivo. 

- http://toolkit.tuebingen.mpg.de/pcoils (COILS/PCOILS). Predicción de motivos Coiled 

coil. 

- http://gpcr.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/cc/pred_cchmm.cgi (CCHMM). Predicción de 

motivos Coiled coil. 

- http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ (Clustal Omega; EMBL-EBI). Herramienta que 

permite hacer alineamientos de secuencias y árboles filogenéticos. 

- https://genevestigator.com/gv/. Base de datos de experimentos de microarrays. 

- http://bar.utoronto.ca/. (The Bio-Analytic Resource for Plant Biology). Contiene varias 

herramientas para estudios de expresión genética y localización subcelular de 

proteínas. 

- http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress/ (T-DNA Express SIGnAL SALK INSTITUTE). 

Muestra todos los mutantes de inserción de T-DNA en Arabidopsis thaliana. 

- http://www.yeastgenome.org/ (Saccharomyces Genome Database). 

- TAIR (The Arabidopsis Information Resource; http://www.arabidopsis.org/) 

- EMBL (European Molecular Biology Laboratory; http://www.embl.org/).  

- NCBI (National Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  

 

 

 

http://www.arabidopsis.org/
http://www.embl.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4- RESULTADOS 

 

4.1- Identificación del gen BvCRIO4. 

4.1.1- Aislamiento del gen BvCRIO4. 

 

Para identificar genes cuya función es limitante en condiciones de estrés se ha utilizado en 

el pasado una estrategia basada en la sobreexpresión de bibliotecas de ADNc en sistemas 

heterólogos. De este modo, usando el organismo modelo Saccharomyces cerevisiae como 

sistema heterólogo, se ha podido identificar genes de plantas implicados en resistencia a estrés 

salino como las proteínas SR (Forment et al., 2002) o la lipasa LTL1 (Naranjo et al., 2006). 

El Prof. Roc Ros, en un trabajo previo dentro del grupo del Prof. Ramón Serrano, 

construyó una biblioteca de ADNc a partir de hojas de plantas de remolacha (Beta vulgaris) 

sometidas a un tratamiento salino (Kanhonou et al., 2001; Figura 22). La sobreexpresión de 

esta biblioteca en levadura ha permitido identificar genes que confieren tolerancia a salinidad 

como la subunidad catalítica de la caseín kinasa, BvCKA2 (Kanhonou et al., 2001), o el factor 

de iniciación de la traducción, eIF1A (Rausell et al., 2003), así como también genes que 

confieren tolerancia a sequía (estrés osmótico) como el enzima BvSAT1 (Mulet et al., 2004a) y 

una hemoglobina no simbiótica de tipo II, BvGLB2 (Mulet et al., 2004b, Timoneda, 2012).  

 

 

El estrés por frío, por salinidad y por sequía solapan algunos de sus mecanismos 

moleculares de respuesta (Mahajan y Tuteja, 2005). En otro trabajo previo del grupo, el Dr. 

Mulet inició un estudio con un planteamiento similar para tratar de identificar genes que 

aumentaran la tolerancia a estrés por frío. Para ello, la cepa de levadura W303-1A diploide se 

transformó con dicha biblioteca de ADNc de remolacha y se incubó ésta a 10ºC durante 8 días 

en distintos medios de crecimiento (Tabla 2). Esto permitió identificar 6 genes de Beta vulgaris 

que fueron nombrados CRIO1 a 6. De entre estos genes, los 4 primeros fueron identificados a 

partir de ADNc aislados de colonias transformantes crecidas sobre medio YPD (Figura 22; 

Tabla 2). Partiendo de 253.600 transformantes independientes, se obtuvieron 68 clones 

tolerantes a la condición de crecimiento a 10ºC, de los cuales solo 15 conferían tolerancia a 

Figura 22: Esquema de la producción de la biblioteca de ADNc de remolacha (izquierda) y diagrama del rastreo de 

dicha biblioteca de ADNc en busca de genes que confirieran tolerancia a frío por sobre expresión en levadura, donde 

se identificó el gen BvCRIO4 (derecha). 
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estas condiciones de forma dependiente del plásmido. Tras secuenciarlos, se identificaron 4 

ADNc diferentes, entre los cuales se encontraba CRIO4, gen objeto de estudio de esta tesis. 

Este estudio se realizó gracias a un convenio de colaboración con la compañía belga de 

biotecnología CROP DESIGN (adquirida por la compañía alemana BASF en 2006) y los genes 

identificados se encuentran incluidos en las patentes STRESS TOLERANCE 

PCT/EP04/050513 y WO 2004/090141. 

 

ADNc aislados a 10ºC   

Medio ADNc Características 

 CRIO1 (8)  Ortólogo de ScDID1 / AtSNF7 / CHMP4 / VPS32  

YPD CRIO2 (2)  Homólogo de CRIO1 

 CRIO3 (4)  Ortólogo de ScDID2 / AtVPS46 / CHMP1  

 CRIO4 (1)  Ortólogo de PDR16 / SEC14 

SD CRIO5 (1)  Proteína con dominio Ring-Finger.  

 CRIO6 (1)  Proteína intrínseca del tonoplasto (TIP).  
 

 

 

 

 

Según los resultados del Dr. Mulet, los genes CRIO1 a 3 se localizan en el endosoma 

tardío en células vegetales, formando parte del complejo ESCRTIII. Este complejo es 

responsable de la distribución de proteínas monoubicuitiladas de la membrana plasmática 

hacia el endosoma tardío y su posterior degradación en la vacuola, o de su reciclaje. La 

sobreexpresión de estos genes en la planta modelo Arabidopsis thaliana aumenta la tolerancia 

a frío, indicando que la función del complejo ESCRT podría verse afectada a temperaturas 

subóptimas (comunicación personal).  

La proteína codificada por CRIO5 contiene un dominio RING finger, por lo que es probable 

que actúe como una E3 ubicuitina ligasa. Una proteína de este tipo podría ser la enzima 

encargada de marcar las proteínas de membrana que entran en la ruta endocítica, dirigida por 

el sistema ESCRT, para su degradación o reciclaje. Esto daría coherencia a los resultados 

conjuntos de los genes identificados en este rastreo (Marí-Carmona, 2012). 

 

El gen CRIO6 codifica una acuaporina de tipo TIP y el trabajo de la presente tesis se 

centra en la caracterización de gen CRIO4. La tolerancia al frío conferida por la sobreexpresión 

28ºC  

W303-1A 
pYPGE15ø 

W303-1A 
pYPGE15-CRIO4  

W303-1A 
pYPGE15ø 

W303-1A 
pYPGE15-CRIO4  

10ºC 
14 Días  

YPD  

Figura 23: Tolerancia a frío conferida por la sobreexpresión del ADNc CRIO4. En medio YPD se 

cultivó la cepa silvestre W303-1A transformada con el plásmido pYPGE15-CRIO4, y tras 14 días de 

incubación a 10ºC se observó la capacidad de crecimiento en estas condiciones dependiente del 

plásmido. Como control se usó la misma cepa transformada con el plásmido pYPGE15. 

Tabla 2: ADNc identificados en el rastreo de genes que confieran tolerancia a frío. Se empleó medio YPD y SD, 

en condiciones de crecimiento de 10ºC. Se muestran los ADNc según fueron nombrados (entre paréntesis el 

número de veces que fueron aislados) y las características de cada uno.  
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de CRIO4 se muestra en la Figura 23, y las características generales de CRIO4 se explican en 

el siguiente apartado. 

 

 

4.1.2- Características generales del gen BvCRIO4. 

 

El ADNc correspondiente a CRIO4, hallado en el rastreo descrito en el apartado anterior, 

tiene una longitud de 2150 nucleótidos, conteniendo un marco abierto de lectura (Open reading 

frame, ORF) de 1751 nucleótidos (Figura 24). El codón de inicio de la traducción se encuentra 

en la posición 70, y el codón de parada acaba en la posición 1821. 

 

 

 

CRIO4 codifica una proteína tipo Sec14 que conserva la misma estructura de dominios 

que las PATLs (Patellins) de Arabidopsis thaliana. La proteína CRIO4 está compuesta por 583 

aminoácidos y su peso molecular estimado es de 65,33 kDa (Figura 25).  

Figura 24: Secuencia de nucleótidos del gen BvCRIO4. El ORF se muestra en negrita. 
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Su composición aminoacídica revela una elevada cantidad relativa de ácido aspártico y 

ácido glutámico (Tabla 3), lo que le confiere un carácter acídico presentando un punto 

isoeléctrico (pI) de 4,88 (Figura 25). Posee además un coeficiente de inestabilidad de 53.33, lo 

que sugiere que se trata de una proteína poco estable (ProtParam-ExPASy; Gasteiger et al., 

2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las modificaciones postraduccionales de proteínas son importantes moduladores de su 

función (van Kasteren, 2012). Se ha descrito que la fosforilación-defosforilación, regulación 

postraduccional que afecta a proteínas implicadas en la gran mayoría de procesos biológicos 

en plantas, no solo puede alterar su función, sino también su localización subcelular y la 

interacción con otras proteínas o su estabilidad (Luan, 2003). La secuencia de CRIO4 ha sido 

analizada con la herramienta bioinformática NetPhos 2.0 (ExPASy; Blom et al., 1999), que 

predice la potencialidad de una secuencia de aminoácidos de ser fosforilada en sus residuos 

de serina, tirosina o treonina (Figura 26).  

Aminoácido Nº residuos % Aminoácido Nº residuos % 

Ala 51 8,7 Lys 58 9,9 

Arg 17 2,9 Met 2 0,3 

Asn 14 2,4 Phe 26 4,5 

Asp 25 4,3 Pro 50 8,6 

Cys 3 0,5 Ser 35 6,0 

Gln 15 2,6 Thr 44 7,5 

Glu 82 14,1 Trp 8 1,4 

Gly 19 3,3 Tyr 14 2,4 

His 7 1,2 Val 53 9,1 

Ile 23 3,9 Leu 37 6,3 

Figura 25: Estructura de dominios de la proteína CRIO4. Dentro del dominio Sec14, en verde, pueden observarse 

sombreados en amarillo, los tres residuos (E, K, G) críticos para la para la unión y transferencia de fosfolípidos. 

Tabla 3: Composición aminoacídica de CRIO4. 
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El resultado revela que en la secuencia de CRIO4 existen 26 residuos de serina, 16 

residuos de treonina y 4 de tirosina con una elevada probabilidad de ser fosforilados in vivo 

(Figura 26). Sin embargo, la herramienta NetPhos utiliza algoritmos de predicción basados en 

sustratos de quinasas de mamíferos, algunas de las cuales no tienen ortólogos en Arabidopsis 

thaliana, lo que puede dar lugar a la identificación de sitios de fosforilación en una secuencia a 

analizar, que no se fosforilan en plantas. Por esta razón, la secuencia de CRIO4 también fue 

sometida a análisis en la base de datos PhosPhAt 4.0 (Heazlewood et al., 2008; Durek et al., 

2010), donde se encuentra recopilado el total de sitios de fosforilación de proteínas de 

arabidopsis identificados in vivo por distintos grupos de investigación en diferentes trabajos. 

Los resultados de PhosPhAt 4.0 predicen 13 residuos de serina, 23 residuos de treonina y 3 de 

tirosina con una elevada probabilidad de ser fosforilados in vivo (Figura 27).  

 

 

Estos resultados indican un elevado número de potenciales sitios de fosforilación en 

CRIO4, lo que es especialmente interesante si tenemos en cuenta los resultados de otros 

estudios que han descrito varios sitios de fosforilación en las PATLs de Arabidopsis thaliana. La 

fosforilación de dichos residuos juega un papel relevante en la función de las PATLs en 

respuesta a distintos estímulos como estrés salino (Hsu et al., 2009), hormonas (Chen et al., 

2010) y también en un estudio que identifica proteínas de arabidopsis asociadas al núcleo 

(Jones et al., 2009). Estos datos abren la posibilidad a pensar en un posible papel de CRIO4 en 

la señalización frente a diferentes estímulos. 

Para predecir qué tipo de proteína es CRIO4 y por tanto cual puede ser su función, se 

realizó una búsqueda de dominios proteicos conservados usando las herramientas 

bioinformáticas ScanProsite (ScanProsite-ExPASy; De Castro et al., 2006) e InterProScan 

(InterProScan-EMBL-EBI; Jones et al., 2014). Esto permitió confirmar la presencia de los 

dominios Sec14 y GOLD en el extremo C-terminal.  

Figura 26: Predicción de sitios de fosforilación en CRIO4 con NetPhos 2.0. 

Figura 27: Predicción de sitios de fosforilación en CRIO4 con PhosPhAt 4.0. 
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Como se ha comentado anteriormente, CRIO4 posee la misma estructura de dominios que 

las PATLs de Arabidopsis thaliana (Figura 28).  

 

En la Figura 25 se puede observar que, dentro del dominio Sec14 de CRIO4, están 

conservados los tres residuos (E, K, G) que son críticos para la unión y transferencia de 

fosfolípidos en Sec14p de levadura, y que también conservan las PATLs (Peterman et al., 

2004a). Además, como se ha comentado en la introducción, la R266 de PATL1 es el residuo 

que más probablemente otorgue la especificidad de interacción con PI(5)P (Ferris et al., 2010). 

Éste fosfoinosítido, tiene un papel crítico en la señalización celular (Alvarez-Venegas et al., 

2006; Shisheva, 2013), y como se muestra en la (Figura 29), este mismo residuo de arginina 

también está conservado en CRIO4. Este resultado podría sugerir una función de CRIO4 en 

señalización, si futuros ensayos confirman su capacidad de unión con PI(5)P. 

 

En el extremo C-terminal de CRIO4 se encuentra un dominio GOLD. Este dominio, que se 

caracteriza por ser rico en láminas β,  se encuentra en proteínas que tienen una función 

relacionada con el complejo Golgi, y la clasificación o secreción de proteínas, donde está 

implicado en interacciones proteína-proteína (Anantharaman y Aravind, 2002). Existen dos 

categorías de proteínas que contienen el domino GOLD. Por un lado, este domino se 

encuentra aislado, en algunas proteínas como las proteínas tipo p24. En la segunda categoría 

de proteínas, el domino GOLD se encuentra asociado a diversos dominios de unión a lípidos o 

asociados a membrana, tales como Sec14 (Aravind et al., 1999), FYVE (Stenmark y Aasland, 

1999) y PH (Haslam et al., 1993; Mayer et al., 1993). Dentro de esta segunda categoría, el 

CRIO4 

Figura 28: Diagrama de la estructura de dominios de CRIO4 comparada con la de las PATLs en arabidopsis. 

Fuente: Peterman et al., 2004a. 

 

Figura 29: Alineamiento de CRIO4 y PATL1 de arabidopsis que muestra la R266 de PATL1, que 

confiere especificidad de unión a PI(5)P, y como este residuo también está conservado en CRIO4. 
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dominio GOLD se localiza en los extremos de la proteína, tanto en el N-terminal (como la 

proteína Osh3p de levadura), como en el extremo C-terminal (proteínas tipo Sec14 y tipo 

FYVE). Algunas de las proteínas con dominio GOLD, como FYCO1, las proteínas tipo p24, y 

PATL1, PATL2 y PATL4 (Figura 28), también contienen regiones Coiled coil, lo que podría 

facilitar la formación de oligómeros ayudando a generar multitud de interacciones con 

diferentes ligandos. Se ha sugerido que las proteínas que contienen el dominio GOLD junto con 

otros dominios de unión a lípidos o membrana, podrían actuar como adaptadores dobles 

ayudando al ensamblaje de complejos proteicos en las membranas o colocando moléculas 

específicas en la membrana de vesículas transportadoras (Anantharaman y Aravind, 2002).  

Por otro lado, la región N-terminal de la proteína CRIO4 contiene dos tipos diferentes de 

motivos ricos en prolina: dos motivos PXXP y un motivo Poliprolina. Se ha descrito que los 

dominios SH3 se unen a las secuencias PXXP (Feng et al., 1994). Los dominios SH3 participan 

en interacciones proteína-proteína implicadas en dinámicas de citoesqueleto, rutas de 

señalización tirosina quinasa y tráfico vesicular (Kay et al., 2000).  

 

 

El motivo poliprolina que contiene CRIO4 coincide con la secuencia consenso de motivos 

poliprolina (Tabla 4) que se han encontrado en todas las proteínas a las que se une la profilina 

(Holt y Koffer, 2001). La profilina es una proteína de unión a actina involucrada en el equilibrio 

dinámico de ensamblaje del citoesqueleto de actina (Holt y Koffer, 2001; Sun et al., 2013). 

 

Tabla 4: Tipos de motivos ricos en prolina. Encuadrados en rojo, los motivos que se encuentran en la 

proteína CRIO4. Fuente: Holt y Koffer, 2001. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_de_uni%C3%B3n_a_actina
https://es.wikipedia.org/wiki/Citoesqueleto
https://es.wikipedia.org/wiki/Actina
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Además de su unión a péptidos con repeticiones del aminoácido prolina, las profilinas también 

tienen la capacidad de unirse a fosfoinosítidos, lo que les permite interactuar con membranas. 

En plantas, se ha descrito la implicación de la profilinas en: la interacción entre el citoesqueleto 

de actina y la membrana plasmática (Banno y Chua, 2000; Baluska et al., 2001; Cheung y Wu 

2004; Favery et al., 2004; Ingouff et al., 2005), el movimiento y localización de organelos 

mediado por el citoesqueleto de actina (Oikawa et al., 2003; Schmidt von Braun y Schleiff, 

2008; Zhang et al., 2011; Yang et al., 2011) y el transporte de vesículas (Aparicio-Fabre et al., 

2006; Takac et al., 2011). 

Se han usado distintos servidores de predicción de regiones Coiled coil para analizar la 

secuencia de CRIO4 en busca de uno de estos motivos. En primer lugar, se obtuvo una alta 

propabilidad de la existencia de un motivo Coiled coil mediante la herramienta bioinformática 

COILS/PCOILS (Biegert et al., 2006) que posteriormente se confirmó con la herramienta 

bioinformática CCHMM (Fariselli et al., 2007). En la Figura 25 se muestra la región Coiled coil 

comprendida entre los residuos K39 y E98 de la secuencia de aminoácidos de CRIO4, 

situándose hacia el extremo N-terminal. Los motivos Coiled coil se encuentran en 

aproximadamente el 10% de todas las proteínas (McFarlane et al., 2009) y son responsables 

del plegamiento y la oligomerización de proteínas de una manera muy específica (Burkhard et 

al., 2001). Las proteínas que contienen motivos Coiled coil muestran una gran diversidad de 

funciones estando implicadas, entre otros procesos, en regulación genética, división celular y 

fusión de membranas (McFarlane et al., 2009). Esto demuestra la importancia de la 

oligomerización de proteínas en los sistemas biológicos. 

Finalmente, la reciente secuenciación del genoma de remolacha en 2013, ha permitido 

conocer que el gen CRIO4, denominado LOC104898006 y descrito como patellin-3, se 

encuentra en el cromosoma 1 de Beta vulgaris, en la región NC_025812.1, entre las 

coordenadas 1679580-1682912. La secuencia de ADN genómico comprende 3333 nucleótidos 

que engloban 4 exones en las posiciones (1-1426, 1758-1882, 2000-2141, 2770-3333) (Figura 

30). 

 

 

 

  

Figura 30: Localización del gen CRIO4, denominado LOC104898006, en el cromosoma 1 de remolacha (arriba) y estructura de 

exones e intrones del mismo gen (abajo). Fuente: GeneBank; Benson et al., 2013. 

https://es.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9ptido
https://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
https://es.wikipedia.org/wiki/Prolina
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4.2- Estudio filogenético de CRIO4. 

 

Con la intención de identificar los genes ortólogos a CRIO4, se realizó un análisis de 

similitud de secuencias con el programa BLASTp del NCBI (utilizando el algoritmo PSI-BLAST, 

que proporciona una mayor sensibilidad) en varias bases de datos de proteínas. De este modo 

se identificó en levadura el gen SEC14 (YMR079W) en primera posición en el orden de 

homología y los miembros de la familia SFH en el siguiente orden: SFH3 (YNL231C), SFH1 

(YKL091C), SFH4 (YNL264C), SFH5 (YJL145W) y SFH2 (YLR380W) (Tabla 5). La familia de 

genes SFH (Sec Fourteen Homologue) (Li et al., 2000), se caracteriza porque sus miembros 

son homólogos de SEC14. 

 

 

Del mismo modo, el programa BLASTp permitió identificar como ortólogos de CRIO4 en 

Arabidopsis thaliana, a la familia de las Patelinas cuyos genes aparecen en el siguiente orden 

de homología: PATL3 (At1g72160), PATL2 (At1g22530), PATL5 (At4g09160), PATL1 

(At1g72150), PATL4 (At1g30690) y PATL6 (At3g51670) (Tabla 6). Estos mismos datos fueron 

corroborados mediante un alineamiento con la herramienta WU-BLAST de la base de datos de 

Arabidopsis thaliana (TAIR).  

Del total de los seis genes de la familia PATLs, cuatro de ellos se ubican en el cromosoma 

1 (PATL1, PATL2, PATL3 y PATL4), donde dos de ellos, PATL1 (At1g72150) y PATL3 

(At1g72160) se sitúan en tándem. El hecho de que PATL1 y PATL3 se sitúen en tándem es 

especialmente notable si se tiene en cuenta que estos genes parecen tener redundancia 

funcional y muestran un patrón de expresión solapante (ver apartado 1.3.2.1. de Introducción). 

Los restantes dos genes de la familia PATLs se disponen uno en el cromosoma 3 (PATL6) y 

otro en el cromosoma 4 (PATL5). 

La herramienta bioinformática Clustal Omega (EMBL-EBI; Goujon et al., 2010) permite 

obtener árboles filogenéticos basados en homología de secuencias. Se sometió a análisis con 

Clustal Omega el conjunto de las secuencias de todas las PATLs de Arabidopsis thaliana y de 

CRIO4 y el árbol filogenético generado se muestra en la Figura 31.  

Las PATLs se encuentran agrupadas en 4 ramas diferentes del análisis filogenético de las 

PATLs de plantas (Figura 15). En cuanto a homología, CRIO4 parece ser más cercano a 

PATL3, estando PATL3 y PATL5 en la misma rama del árbol filogenético. Sin embargo, el 

análisis filogenético enmarca a CRIO4 más próximo a la rama de PATL1 y PATL2. 

Tabla 5: Ortólogos de CRIO4 en Saccharomyces cerevisiae. Fuente: NCBI-BLASTp. 
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Tabla 6: Ortólogos de CRIO4 en Arabidopsis thaliana. Fuente: NCBI-BLASTp. 

Figura 31: Cladograma de CRIO4 y la familia PATLs, a partir de secuencias aminoacídicas. 

Fuente: Clustal Omega EMBL-EBI (Goujon et al., 2010). 
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4.3- Caracterización Bioquímica de CRIO4. 

4.3.1- Ensayo de complementación a SEC14 de levadura. 

 

Con el fin de evaluar la función de CRIO4 se realizó un ensayo de complementación a 

Sec14p en levadura. En este ensayo se utilizó la cepa de levadura CTY1-1A que contiene un 

alelo termosensible del gen SEC14 (sec14–1
ts
), puesto que este gen es esencial en levadura y 

su mutación es letal. El alelo sec14–1
ts
 permite a esta cepa crecer a temperatura de 

crecimiento óptima (28ºC), pero a temperaturas superiores su crecimiento se ve inhibido. La 

cepa CTY1-1A fue transformada con el plásmido pYPGE15-CRIO4, para sobreexpresar el gen 

CRIO4. El ensayo de crecimiento se realizó sobre placas con medio YPDA, y se incubó a 28ºC 

y a 37ºC (Figura 32, cuadrante superior derecho). 

Como controles positivos de crecimiento se utilizó la cepa silvestre CTY182 transformada 

con el plásmido pYPGE15 vacío (Figura 32, cuadrante superior izquierdo), y la cepa CTY1-1A 

transformada con el plásmido pYEplac195-SEC14, que contiene el gen SEC14 (Figura 32, 

cuadrante inferior izquierdo). Como control negativo se transformó la cepa CTY1-1A con el 

plásmido pYPGE15 vacío (Figura 32, cuadrante inferior derecho). 

 

El resultado de este ensayo muestra claramente que CRIO4 no complementa a Sec14p de 

levadura. No obstante, pese a ser genes ortólogos, la estructura de dominios de la proteína 

CRIO4 muestra una mayor complejidad que Sec14p. CRIO4, además del dominio Sec14, 

presenta un amplio extremo N-terminal que contiene varios motivos y un dominio GOLD en el 

extremo C-terminal. Estas diferencias estructurales podrían interferir en la actividad de CRIO4 e 

imposibilitar su complementación de la función de Sec14p en levadura. 

Esto motivó la realización de un nuevo ensayo de complementación a Sec14p 

conteniendo, además de las transformaciones expuestas anteriormente, la cepa CTY1-1A 

transformada con el plásmido pYPGE15-SEC14 (CRIO4) que contiene la secuencia que 

codifica el dominio Sec14 de la proteína codificada por el gen CRIO4. En esta ocasión, el 

ensayo de complementación se realizó en medio YPDA líquido partiendo de 1,5 mL de cultivo a 

una OD=0,1. Los cultivos, previamente crecidos a 28ºC, se incubaron durante una noche a 

CTY182 
pYPGE15-ø 

CTY1-1A  
pYPGE15-CRIO4 

CTY1-1A  
pYEplac195-SEC14 

CTY1-1A  
pYPGE15-ø 

CTY182 
pYPGE15-ø 

CTY1-1A  
pYPGE15-CRIO4 

CTY1-1A  
pYEplac195-SEC14 

CTY1-1A  
pYPGE15-ø 

28ºC 37ºC 

Figura 32: Ensayo de complementación a Sec14p de levadura con CRIO4. 
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32ºC, 34ºC y 36ºC, en agitación suave, y los resultados se muestran en la gráfica de la Figura 

33.  

Estos resultados finales confirman que ni CRIO4, ni una versión truncada de esta proteína 

que solo contiene su dominio Sec14, son capaces de complementar a Sec14p de levadura.  

 

 

 

4.3.2- Fenotipo de la sobreexpresión de CRIO4 en levadura. 

 

Además de la mencionada tolerancia al frío conferida por la sobreexpresión de CRIO4 en 

levadura, para encontrar fenotipos adicionales de la sobreexpresión de CRIO4, se realizaron 

estudios de crecimiento de levaduras sometidas a distintos estreses. El crecimiento de la cepa 

de levadura W303-1A transformada con el plásmido pYPGE15-CRIO4, se analizó mediante 

goteos sobre placas petri que contenían los distintos medios de cultivo indicados en la tabla de 

la Figura 34 y se incubaron a 28ºC. Como control se usó la misma cepa transformada con el 

plásmido pYPGE15 vacío. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34: Medios de cultivo empleados en la búsqueda de fenotipo de la sobreexpresión de CRIO4 en levadura. 

 

YPD + 0.1 M CaCl2 YPD + 0.8 μg/mL Canavanina 

YPD + 0.12 M CaCl2 YPD + 1 μg/mL Canavanina 

YPD + 0.15 M CaCl2 YPD + 0.25 μg/mL Tunicamicina 

YPD + 0.2 M CaCl2 YPD + 0.5 μg/mL Tunicamicina 

YPD + 0.15 M NaCl YPD + 20 mM β-Mercaptoetanol 

YPD + 0.2 M NaCl YPD + 35 mM β-Mercaptoetanol 

YPD + 1 M NaCl YPD + 40 mM β-Mercaptoetanol 

YPD + 0.1 M LiCl YP EtOH 2% 

YPD + 0.15 M LiCl YP EtOH 3% 

YPD + 0.2 M LiCl YP Gal 2% 

YPD + 0.35 M LiCl YP Glicerol 2% 

YPD pH 7 YP Glicina 3M 

YPD pH 7.5 DTE 8 mM 

YPD pH 8 YPD + 3 mM t-BOOH 

YPD pH 9  

Figura 33: Gráfica del ensayo de complementación a Sec14p de levadura con el dominio Sec14 de CRIO4, en medio líquido. 
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De entre todos los medios de cultivo empleados solamente se observó tolerancia a 

tunicamicina obtenida por la sobreexpresión de CRIO4 en levadura (Figura 34). La tunicamicina 

es un antibiótico y antiviral, obtenido de Streptomyces lysosuperificus, que contiene N-

acetilglicosamina e inhibe la glicosilación de las proteínas. Los carbohidratos de las 

glicoproteínas tienen, entre otras, funciones relacionadas con el plegamiento de proteínas en 

el retículo endoplasmático rugoso, y se ha descrito que la adición de tunicamicina puede inducir 

la respuesta a proteínas desplegadas (Unfolded Protein Response, UPR, en inglés), que es 

una respuesta especializada causada por desnaturalización de proteínas en el retículo 

endoplasmático (Korennykh y Walter, 2012). 

 

 

4.3.3- Ensayo de unión a fosfolípidos. 

 

Para caracterizar funcionalmente el dominio Sec14 de CRIO4 se quiso explorar la 

capacidad de CRIO4 de interactuar con fosfolípidos, y para esto se realizó un ensayo de 

cosedimentación con vesículas formadas por distintos fosfolípidos. 

Previamente, para purificar la proteína recombinante CRIO4 se transformó la cepa W303-

1A de S. cerevisiae con el plásmido pCM259-CRIO4. En primer lugar se realizó una cinética de 

inducción proteica y se purificó la proteína CRIO4 mediante una extracción rápida (método 

descrito en el apartado 3.11.1.1 de Materiales y Métodos), que permitió determinar el tiempo de 

mejor expresión proteica tras 3 horas de inducción. Este fue el periodo de tiempo seleccionado 

para realizar la purificación de la proteína CRIO4 mediante resina cargada con níquel (método 

descrito en el apartado 3.11.1.2 de Materiales y Métodos).  

La proteína CRIO4 purificada se sometió a análisis Western Blot (apartado 3.11.3 de 

Materiales y Métodos) y pese a no poder percibirse visualmente en el gel tras la tinción con 

Coomassie, sí se pudo detectar la proteína tras su transferencia a membrana y posterior 

inmunodetección (Figura 35).  

 

kDa kDa 

Figura 35: Western Blot de la proteína CRIO4 purificada mediante resina cargada con níquel. Gel de SDS-PAGE tras 

tinción con Coomassie (izquierda). Película revelada por quimioluminiscencia tras la inmunodetección (derecha). En las 

imágenes se muestra la purificación proteica a partir de dos colonias diferentes de levadura W303-1A transformadas 

con el plásmido pCM259-CRIO4 (+), y a partir de una colonia de levadura W303-1A transformada con el plásmido 

pCM259 vacío (-), que se utilizó como control negativo de la expresión de CRIO4. 
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No obstante, pese a tener un peso molecular estimado de 65,33 kDa, la proteína CRIO4 

se desplaza en el gel de electroforesis con una masa molecular superior a 120 kDa. Si bien 

esta masa aparente podría indicar una dimerización, lo más probable es que sea una migración 

anómala debido al carácter acídico de la proteína CRIO4 (pI 4,88). Las migraciones anómalas 

de proteínas ácidas en geles SDS son comunes (Armstrong y Roman, 1993; Sedbrook et al., 

2002) y en estudios anteriores se ha descrito la misma alteración en PATL1 (Peterman et al., 

2004a; Minami et al., 2009). Es más, esta migración anómala desaparece si se elimina el 

dominio N-terminal en PATL1 (Peterman et al., 2004a). 

Una vez purificada la proteína se cuantificó por el método Bradford (apartado 3.11.2 de 

Materiales y Métodos) y se realizó un ensayo de unión a fosfolípidos siguiendo el protocolo 

descrito en el apartado 3.12 de Materiales y Métodos (Figura 36). 

 

 

 

En la Figura 37 se muestran los resultados obtenidos con CRIO4 comparándolos con los 

resultados que Peterman et al. (2004a) obtuvo con PATL1. CRIO4, del mismo modo que 

PATL1, se une principalmente a fosfatidilinositol. Sin embargo a diferencia de PATL1, CRIO4 

se une también a fosfatidiletanolamina, aunque en menor grado, y no establece unión con 

fosfatidilcolina. 

 

 

 

Figura 36: Esquema del ensayo de unión a fosfolípidos.  

PATL1 

CRIO4 

Figura 37: Unión a fosfolípidos de CRIO4, comparada con PATL1. 
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4.4- Localización subcelular de CRIO4. 

4.4.1- Expresión transitoria en Nicotiana benthamiana. 

 

El análisis de la localización subcelular de CRIO4 se inició con un estudio de la expresión 

transitoria en Nicotiana benthamiana.  

En primer lugar, se realizaron dos transformaciones diferentes de la cepa de 

Agrobacterium tumefaciens GV3101::pMP90RK, una con el plásmido pJM729-CRIO4::GFP, 

para sobreexpresar una versión de la proteína CRIO4 fusionada a la proteína verde 

fluorescente GFP, y otra transformación con el plásmido p19 para inhibir el silenciamiento 

génico. Las transformaciones de A. tumefaciens se realizaron siguiendo el protocolo descrito 

en el apartado 3.7 de Materiales y Métodos. 

Seguidamente, una mezcla de ambas cepas de Agrobacterium tumefaciens fue utilizada 

para transformar plantas de Nicotiana benthamiana, utilizando el método de agroinfiltración en 

hojas detallado en el apartado 3.8.2 de Materiales y Métodos. Entre 3 y 5 días después de la 

infiltración, se analizaron las hojas mediante microscopía confocal. 

 

 

Los resultados muestran una expresión de CRIO4 asociada a la membrana plasmática 

(Figura 38), tal y como se esperaba puesto que las proteínas codificadas por los ortólogos de 

CRIO4, SEC14 y PATL1, han sido descritas con anterioridad como proteínas de la periferia de 

la membrana (Peterman et al., 2004a). Tampoco se descarta la asociación de CRIO4 a la 

membrana vacuolar, aunque es difícil su observación puesto que el citoplasma de estas células 

es muy pequeño. Sería necesario realizar análisis de coexpresión con marcadores de la 

membrana vacuolar para poder confirmar o descartar esta posibilidad. 

Además, CRIO4 también parece formar una estructura reticular en el interior de la célula. 

Este tipo de estructura ha sido descrita como asociada al retículo endoplasmático y estudios 

adicionales de coexpresión con proteínas marcadoras del retículo serían necesarios para 

confirmar esa posible colocalización. 

 

Figura 38: Expresión transitoria de CRIO4 en células de la epidermis de hojas de Nicotiana benthamiana. Imagen de microscopía 

confocal. En verde se muestra la expresión de la fusión CRIO4::GFP y el color rojo corresponde a la autofluorescencia emitida por 

los cloroplastos. Fotografía simple en un plano (izquierda) y proyección de una serie de fotografías tomadas a lo largo de varios 

planos (derecha), de las mismas células. Las barras indican una longitud de 20 μm. 
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4.4.2- Transfección protoplastos de Nicotiana benthamiana. 

 

En una segunda aproximación al estudio de la localización subcelular de CRIO4, se realizó 

una transfección de protoplastos de Nicotiana benthamiana. En primer lugar, se aislaron 

protoplastos de hojas de N. benthamiana siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.8.3 

de Materiales y Métodos. Posteriormente, los protoplastos obtenidos fueron transfectados con  

el plásmido pJM729-CRIO4::GFP siguiendo el método de transfección descrito en el apartado 

3.8.4 de Materiales y Métodos. 

 

 

Este análisis mostró de nuevo la asociación de CRIO4 con la membrana plasmática, 

confirmando los resultados obtenidos con la expresión transitoria mediante agroinfiltración en 

Nicotiana benthamiana descritos en el apartado anterior. Así mismo, en la Figura 39 se observa 

nítidamente la expresión de CRIO4 en membranas intracelulares, formando parte de vesículas 

de distintos tamaños y claramente definidas. Este resultado da pie a intuir un papel de CRIO4 

en el tráfico intracelular, función que estaría en sintonía con la de sus ortólogos, anteriormente 

descrita en la Introducción.  

 

 

4.4.3- Arabidopsis thaliana, líneas de sobreexpresión de CRIO4. 

 

Para continuar con el estudio de la localización subcelular de CRIO4, se generaron líneas 

transgénicas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresan, de forma estable, una fusión de la 

proteína CRIO4 y la proteína verde fluorescente GFP. Para ello, se empleó el protocolo de 

transformación mediante infiltración floral detallado en el apartado 3.4.5 de Materiales y 

Métodos. En esta transformación se usó la cepa de Agrobacterium tumefaciens 

GV3101::pMP90RK (apartado 3.1.5 Materiales y Métodos) transformada  con el plásmido 

pJM729-CRIO4::GFP, para la transformación de plantas de Arabidopsis thaliana.  

Figura 39: Protoplastos de Nicotiana benthamiana transfectados con el plásmido pJM729-CRIO4::GFP. 

Imagen de microscopía confocal. En verde se muestra la expresión de la fusión CRIO4::GFP y el color rojo 

corresponde a la autofluorescencia emitida por los cloroplastos. La barra indica una longitud de 8 μm. 
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Tras la selección de las líneas transgénicas estables se analizó mediante microscopía 

confocal la radícula de plántulas de 5 días tras la germinación, sometidas a crecimiento en 

vertical y a 24ºC. En este caso, se optó por analizar raíces para evitar los problemas derivados 

de la autofluorescencia de los cloroplastos en las hojas. 

 

En la Figura 40 A se observa que CRIO4 se localiza preferentemente en la zona 

adyacente a la membrana plasmática, y también parece estar rodeando a la membrana 

nuclear. Al hacer una proyección de una serie de imágenes tomadas en distintos planos de una 

célula (Figura 40 B) se puede observar como CRIO4, además de estar asociada a la 

membrana plasmática, también se localiza en el citoplasma, donde parece establecer un patrón 

reticular. Este patrón es similar al observado en la expresión transitoria de CRIO4 en hojas de 

Nicotiana benthamiana, mostrado anteriormente en el apartado 4.1 de Resultados. 

Cabe destacar la mayor expresión de CRIO4 en el tejido vascular de la raíz (Figura 41). 

Este resultado tendría sentido si se toma en consideración los datos obtenidos por Rackaityte 

(2013) donde se describe la expresión de PATL1 y PATL2 en tejidos vasculares, sugiriendo 

además la implicación de estas proteínas en el establecimiento del patrón vascular a través de 

su posible interacción con auxinas.  

Otro apunte se refiere a la observación puntual de ciertas agrupaciones de CRIO4, que en 

la Figura 41 se muestran como pequeños punteados aislados. En un principio esta observación 

 

B 

 

A 

Figura 40: Expresión de la fusión CRIO4::GFP en líneas transgénicas estables de Arabidopsis thaliana. Imagen de microscopía 

confocal. En verde se muestra la expresión de la fusión CRIO4::GFP. Fotografía simple en un plano (A) y proyección de una serie 

de fotografías tomadas a lo largo de varios planos (B), tomadas en células diferentes. Las barras indican una longitud de 20 μm. 
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no fue tomada en cuenta, sin embargo, a raíz de los datos de Minami et al. (2009) que 

describen la asociación a balsas lipídicas de las PATLs, y de los datos de la expresión de 

CRIO4 tras un choque térmico que se muestran más adelante (apartado 6.3 de Resultados), 

sería interesante retomar el estudio de éstas agrupaciones de CRIO4, a través quizás, del 

análisis de su posible asociación a balsas lipídicas. 

 

 

 

 

4.5- Coexpresión con TAT2 en levadura. 

 

Para evaluar si la expresión de CRIO4 podía afectar a la localización de Tat2p, y por tanto 

a la absorción de triptófano, se estudió la coexpresión de Tat2p y CRIO4 en levadura. Para 

ello, se usó la cepa de levadura W303 transformada con los plásmidos pYCplac111-TAT2::GFP 

y pYPGE15-CRIO4. Y como control de la expresión de Tat2p, se usó la cepa de levadura 

W303 transformada con el plásmido pYCplac111-TAT2::GFP. Las células se crecieron en 

agitación durante una noche a 28ºC, en medio SD-L+U+H+W (cepa W303 trasfomada con 

pYCplac111-TAT2::GFP) o en medio SD-L-U+H+W (cepa W303 trasfomada con pYCplac111-

TAT2::GFP y pYPGE15-CRIO4) para inducir su crecimiento. Tras esto, se repartió cada cultivo 

en 4 tubos nuevos. Cada cultivo se lavó con agua estéril y después se añadió medio fresco con 

o sin triptófano, y se incubaron a 10ºC o a 28ºC. Las células crecidas a 28ºC en medio sin 

triptófano fueron analizadas mediante microscopía confocal tras 3 horas de ayuno de triptófano. 

Las células crecidas a 10ºC, con o sin triptófano, fueron analizadas mediante microscopía 

confocal tras 23 horas de cultivo a esta temperatura. 

En células crecidas en las condiciones más favorables, a 28ºC y con alta concentración de 

triptófano en el medio de cultivo, Tat2p se localiza en vacuola y compartimentos prevacuolares, 

tal y como era de esperar en base a los resultados de estudios previos (Figura 11).Pero cuando 

en estas mismas condiciones las células también sobreexpresan CRIO4, Tat2p se localiza 

tanto en la vacuola como en la membrana plasmática (Figura 42). 

 

Figura 41: Expresión de CRIO4 en tejido vascular de raíces de Arabidopsis thaliana, y acúmulos 

puntuales de CRIO4. Imagen de microscopía confocal. En verde se muestra la expresión de la 

fusión CRIO4::GFP . La barra indica una longitud de 20 μm. 
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A 28ºC y en ayuno de triptófano, Tat2p se localiza principalmente en la membrana 

plasmática; y en las células que también sobreexpresan CRIO4, Tat2p se localiza en la vacuola 

y en la membrana plasmática con la misma intensidad. 

En condiciones de estrés por frío, Tat2p va a la membrana plasmática en cualquier caso, 

pero ante la coexpresión con CRIO4, Tat2p se localiza también en la vacuola, especialmente si 

hay triptófano en el medio de cultivo. Parece haber además, una mayor expresión de Tat2p 

cuando coexpresa con CRIO4, especialmente a 10ºC. 

Los datos de este experimento parecen indicar una estimulación del transporte de Tat2p 

hacia la membrana plasmática por parte de CRIO4, sin afectar a la ruta de degradación 

vacuolar.  

 

TAT2::GFP 

TAT2::GFP + CRIO4 

28ºC 

+W -W 
3h 

TAT2::GFP 

TAT2::GFP + CRIO4 

TAT2::GFP TAT2::GFP 

TAT2::GFP + CRIO4 

10ºC 

+W 
23h 

-W 
23h 

TAT2::GFP + CRIO4 

Figura 42. Coexpresión de TAT2::GFP y CRIO4, a 10ºC (abajo) y 28ºC (arriba), y en medios de cultivo que contienen 

triptófano (izquierda) o en condiciones de ayuno de éste (derecha). Las barras indican una longitud de 5 μm. 
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4.6- Estudio Genético de CRIO4. 

4.6.1- Patrón de expresión en Beta vulgaris. 

 

El estudio de la expresión de CRIO4 en remolacha (Beta vulgaris) se basó en diversos 

análisis Northern blot. Para ello, se aisló el ARN usando el protocolo descrito en el apartado 

3.9.10 de Materiales y Métodos.  A partir del ARN purificado se realizó una electroforesis de 

ARN  en condiciones no desnaturalizantes para observar la integridad del ARN aislado. Una 

vez confirmada su integridad, se realizó otra electroforesis en condiciones desnaturalizantes, 

en base al protocolo del apartado 3.9.11 de Materiales y Métodos, tras la cual el ARN fue 

transferido a una membrana de nailon, siguiendo el protocolo detallado en el apartado 3.9.13. 

Seguidamente, la membrana se incubó con una sonda radioactiva, la cual fue generada tal y 

como se explica en el apartado 3.9.12 de Materiales y Métodos. 

En primer lugar se realizó un análisis Northern a partir de muestras de diferentes tejidos de 

plántulas de remolacha crecidas en las condiciones descritas en el apartado 3.3 de Materiales 

y Métodos. El resultado muestra que, si bien CRIO4 se expresa en todos los tejidos analizados, 

su mayor expresión parece concentrarse en hoja y raíz (Figura 43). Por esta razón, se decidió 

tomar muestras de hojas en los siguientes ensayos de expresión en remolacha. 

 

En segundo lugar, se realizó un análisis Northern a partir de muestras de hojas de plantas 

de remolacha sometidas a diferentes condiciones de estrés: estrés por frío (4ºC), estrés por 

calor (37ºC) y estrés por sequía. En las condiciones de crecimiento a 4ºC y 37ºC, se recogieron 

muestras en los siguientes intervalos: 0h (control), 1h, 2h, 3h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h, 1 día, 2 

días, 3 días, 5 días y 7 días. Para la condición de crecimiento bajo estrés por sequía, se tomó 

la primera muestra el día 0 (control) y se suspendió el riego. Las siguientes muestras fueron 

tomadas en los siguientes intervalos: 6, 8, 9, 10, 11y 12 días.  

Los resultados de la Figura 44 parecen indicar que la expresión de CRIO4 aumenta a 

tiempos cortos de exposición al estrés, y disminuye tras exposiciones largas, tanto en estrés 

por frío como en estrés por calor. Sin embargo, nuevas réplicas experimentales serían 

necesarias para confirmar estas observaciones. En cuanto al estrés por sequía, la expresión de 

CRIO4 presenta un patrón desigual, no pudiéndose obtener una conclusión clara. 

Figura 43: Expresión de CRIO4 en diferentes tejidos de plántulas de remolacha. Análisis Northern blot. 
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Por otra parte, en la literatura se describe la existencia de numerosos indicios de la 

conexión entre las rutas de señalización mediada por luz y frío, ésto motivó la realización de un 

análisis Northern a partir de muestras de hojas de plantas de remolacha crecidas en luz, 

oscuridad y luz azul, a diferentes intervalos de tiempo. El resultado, aunque un tanto irregular, 

parece mostrar un patrón de expresión de CRIO4 oscilante, con un pico de expresión a las 6 

horas en todos los tratamientos (Figura 45). Un patrón de expresión tal podría estar relacionado 

con una expresión en respuesta al ritmo circadiano.  

 

 

 

4.6.2- Fenotipo de pérdida de función de Arabidopsis thaliana. 

 

Los genes ortólogos de CRIO4 han sido previamente descritos (apartado 4.2 de 

Resultados). Entre éstos se encuentran los genes de la familia PATL de Arabidopsis thaliana. 

En primer lugar en orden de homología se encuentra PATL3 y, en la Figura 15, se ha mostrado 

Figura 44: Expresión de CRIO4 en hojas de remolacha, bajo condiciones de estrés por frío (4ºC), estrés por calor (37ºC) 

y estrés por sequía. Análisis Northern blot. 

Figura 45: Expresión de CRIO4 en hojas de remolacha, bajo condiciones de luz, oscuridad y luz azul. 

Análisis Northern blot. 
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un árbol filogenético que engloba a PATL3 y PATL5 en la misma rama. Por esta razón se optó 

por comenzar el estudio del fenotipo de pérdida de función en Arabidopsis thaliana, evaluando 

la disrupción de estos dos genes. 

Para este estudio se han utilizado las líneas mutantes que se describen en la Figura 46. 

Estas líneas provienen de la colección del NASC (Nottigham Arabidopsis Stock Centre) y sus 

características han sido descritas en el apartado 3.1.2 de Materiales y Métodos. 

 

 

Figura 46: Líneas mutantes de Arabidopsis thaliana empleadas. Las flechas púrpuras sobre el diagrama muestran la situación de los 

cebadores diseñados para el análisis de RT-PCR semicuantitativa. 

 

Se genotipó varias plantas de cada línea mediante PCR diagnóstica según se explica en el 

apartado 3.9.14.3 de Materiales y Métodos, y se seleccionó líneas homocigotas mutantes para 

continuar con los ensayos. Después se realizó un análisis de expresión por RT-PCR 

semicuantitativa (apartado 3.9.14.4 de Materiales y Métodos) para comprobar si realmente eran 

mutantes de pérdida de función (Figura 47). Se observó la expresión que mostraban las líneas 

mutantes y finalmente, de entre aquellas que mostraban expresión nula, se eligió las líneas 

N593-994 (mutante para PATL3) y 199-G07 (mutante para PATL5) para obtener el doble 

mutante palt3patl5 a través de fertilización cruzada (técnica detallada en el apartado 3.4.4 de 

Materiales y Métodos). 

 

Una vez obtenidas líneas homocigotas de los mutantes simples patl3 y patl5, y del doble 

mutante patl3patl5, se inició su estudio fenotípico. 

En primer lugar, para comprobar la capacidad germinativa de las líneas mutantes, se 

realizó un ensayo de germinación según lo explicado en el apartado 3.4.6.1 de Materiales y 

Métodos. Además, se quiso comprobar la sensibilidad de las semillas a las bajas temperaturas 

y si el frío tenía algún efecto sobre su germinación, por lo que también se realizó el mismo 

ensayo a 10ºC. 

Gen Línea Inserción T-DNA 

PATL3 (At1g72160) N593-994 SALK_093994 

 N503-134 SALK_003134 

PATL5 (At4g09160) N624-448 SALK_124448 

 N62-446 SALK_12446 

 199-G07 GABI_199G07 

Figura 47: RT-PCR de líneas mutantes por inserción de T-DNA para los genes PATL3 y PATL5 de Arabidopsis thaliana. 

Como control positivo de expresión se usó el gen ACT8. Las flechas rojas señalan las líneas mutantes elegidas para la 

obtención del doble mutante patl3patl5. 
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El resultado del ensayo de germinación indica que todas las líneas germinan de manera 

similar, con porcentajes próximos al 100%, no pudiendo destacar ningún fenotipo aparente ni al 

comparar las líneas mutantes con la línea silvestre, ni en las distintas condiciones de 

temperatura estudiadas (Figura 48). Además, el tratamiento de frío, aunque ralentiza la 

germinación, no parece afectar a su desarrollo.  

A continuación para evaluar el crecimiento de las distintas líneas, se llevó a cabo un 

estudio de la longitud de las raíces, midiendo la longitud de la raíz principal tal y como se 

explica en el apartado 3.4.6.2 de Materiales y Métodos. Este estudio se realizó tanto a 

temperatura normal de crecimiento (24ºC), como tras un tratamiento de frío (10ºC). 

 

En la Figura 49 se observa que a temperatura normal de crecimiento, las raíces de las 

líneas mutantes simples parecen tener una longitud mayor que la línea silvestre, siendo la 

longitud de las raíces de la línea patl5 ligeramente mayor que la de la línea patl3. Sin embargo, 

la línea doble mutante patl3patl5 no parece mostrar diferencias respecto a la línea silvestre. No 

obstante, las diferencias encontradas a 24ºC no son significativas y parecen desaparecer en 

las raíces crecidas a 10ºC, donde todas las líneas mutantes aparentan tener una longitud muy 

similar a la línea silvestre, con la excepción de la línea patl5 que parece ser levemente mayor. 

Es decir, las leves diferencias de longitud radicular entre las plántulas crecidas en condiciones 

normales de temperatura parecen desaparecer cuando el crecimiento se realiza en condiciones 

Figura 48: Germinación de las líneas mutantes patl3, patl5 y patl3patl5 de Arabidopsis thaliana a 24ºC y 10ºC. 

Como control se usó la línea silvestre con ecotipo Col-0. 

Col-0 

patl3 patl5 

patl3patl5 Col-0 

patl3 patl5 

patl3patl5 

24ºC 10ºC 

Figura 49: Medida de la longitud de raíces de las líneas mutantes patl3, patl5 y patl3patl5 de Arabidopsis thaliana a 24ºC (7 días) y 

10ºC (23 días). Como control se usó la línea silvestre con ecotipo Col-0. El análisis estadístico t de Student no indicó diferencias 

significativas. 
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de estrés pro frío (10ºC), no apreciándose diferencias significativas entre las diferentes líneas 

mutantes y la línea silvestre. 

Finalmente se analizó el área de los cotiledones y de las semillas siguiendo las 

instrucciones descritas en los apartados 3.4.6.3 y 3.4.6.4 de Materiales y Métodos. 

 

Los resultados de la Figura 50 muestran que el área de los cotiledones de la línea patl5 es 

mayor que el de la línea silvestre y el de las otras líneas mutantes. No obstante, el área de 

cotiledones de las líneas mutantes patl3 y patl3patl5 es levemente menor que el de la línea 

silvestre, aunque estas diferencias no son estadísticamente significativas. 

En cuanto a las semillas, el área de la línea mutante patl3 es menor que el de la línea 

silvestre. Sin embargo, el área de semillas de la línea mutante patl5 es mayor que el de la línea 

silvestre. A su vez, el doble mutante patl3patl5 parece tener un área de semillas similar a la de 

la línea silvestre. Por tanto, los resultados parecen indicar una variabilidad en el fenotipo de las 

diferentes líneas mutantes entre sí y en comparación con la línea control Col-0. 

En otro trabajo del grupo se estudió más extensamente el fenotipo de líneas mutantes 

para todos los miembros de la familia PATLs (Aguilella-Segura, 2012). Los resultados de este 

estudio, basado en ensayos de germinación y estudio del fenotipo de plantas crecidas en tierra, 

mostraron que, en plantas crecidas a temperatura normal de crecimiento, no se aprecian 

diferencias significativas en el crecimiento en longitud entre las líneas mutantes simples de 

todos los genes PATLs y la línea silvestre. Sin embargo, existe una gran variabilidad entre las 

diferentes líneas en su crecimiento en longitud en condiciones de estrés por frío, siendo la línea 

mutante patl2 la que presentó un crecimiento menor, mostrando por tanto mayor sensibilidad al 

frío. Las líneas mutantes patl1 y patl4, mostraron el mayor crecimiento en longitud a 

temperaturas bajas. Esta variabilidad se observó también en algunas mutaciones dobles 

estudiadas, donde bajo condiciones de estrés por frío, el mutante patl3patl5 muestra un 

crecimiento en longitud menor que la línea silvestre, y sin embargo el mutante patl3patl6 

presenta una longitud mayor que la línea silvestre. 

En este mismo estudio, también se detectó una mejor germinación de todas las líneas 

mutantes analizadas en comparación con la línea silvestre, en condiciones de estrés osmótico 

y salinidad. No obstante se observó un empeoramiento en la germinación de todas las líneas 

Figura 50: Medida del área de los cotiledones y las semillas de las líneas mutantes patl3, patl5 y patl3patl5 de Arabidopsis thaliana. 

Como control se usó la línea silvestre con ecotipo Col-0. Se llevó a cabo un análisis estadístico t de Student. Un asterisco (*) indica 

que existe significación estadística con un valor p<0,05, respecto a las plantas control. Dos asteriscos (**) indican que existe 

significación estadística con un valor p<0,01. 
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mutantes simples, en condiciones de estrés por cationes tóxicos, en comparación con la 

germinación de la línea silvestre. Estos resultados indican que la ausencia de estos genes 

podría afectar al paso de iones a través de la membrana. 

 

 

4.6.3- Fenotipo de sobreexpresión de CRIO4 en Arabidopsis thaliana. 

 

Para evaluar el fenotipo de la sobreexpresión del gen CRIO4 en Arabidopsis thaliana, se 

generaron líneas transgénicas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresan, de forma estable,  

una fusión 35S::CRIO4. Para ello, se empleó el protocolo de transformación mediante 

infiltración floral detallado en el apartado 3.4.5 de Materiales y Métodos. En esta transformación 

se usó la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101::pMP90RK (apartado 3.1.5 Materiales y 

Métodos) transformada  con el plásmido pJM729-CRIO4 (apartado 3.10 Materiales y Métodos),  

para la transformación de plantas de Arabidopsis thaliana. 

Tras la selección de las líneas transgénicas estables del modo explicado en la sección 

3.4.5.1 de Materiales y Métodos, se realizó un análisis Northern blot (siguiendo los protocolos 

de los apartados 3.9.9, 3.9.11, 3.9.12 y 3.9.13) para seleccionar las líneas transgénicas con 

mayor expresión del transgen. Se seleccionaron las líneas transgénicas CRIO4-2 y CRIO4-7, 

por su mayor expresión (Figura 51), y a partir de ellas se realizaron los siguientes estudios 

fenotípicos. 

 

 

A continuación se muestran los resultados de varios análisis fenotípicos en los que se ha 

usado como control la línea silvestre Col-0 para comparar el resultado de las líneas 

transgénicas CRIO4-2 y CRIO4-7. En primer lugar, siguiendo las instrucciones descritas en el 

apartado 3.4.6.3 de Materiales y Métodos, se analizó el área de los cotiledones, obteniendo 

como resultado un área significativamente mayor en los cotiledones de las líneas transgénicas 

(Figura 52). 

Figura 51: Análisis Northern blot de líneas transgénicas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresan el gen 

CRIO4. Se seleccionaron las líneas CRIO4-2 y CRIO4-7, marcadas por la flecha roja, por su mayor expresión. 

CRIO4 

ARNr 
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Se cuantificó el número de hojas de la roseta, así como el número de silicuas formadas en 

el tallo principal en plantas crecidas en tierra a 24ºC y cuyos resultados se muestran en la 

Figura 53. En el primer caso, tras 19 días de su traspaso a tierra, las plantas de las líneas 

transgénicas CRIO4-2 y CRIO4-7 mostraron un número de hojas en la roseta ligeramente 

inferior a las plantas de la línea silvestre. En cuanto al número de silicuas, no se apreció 

diferencias significativas entre las líneas transgénicas y la línea silvestre. 

 

 

Seguidamente se realizó una serie de análisis fenotípicos de plántulas crecidas en tierra, 

diferenciando entre los resultados obtenidos a temperatura normal de crecimiento (24ºC) y en 

condiciones de estrés por frío (10ºC).  

En la Figura 54 se muestran los resultados de la medida del crecimiento en longitud de las 

plantas (Materiales y Métodos apartado 3.4.6.5). Se puede observar que existen claras 

diferencias de crecimiento entre las distintas temperaturas estudiadas. A temperatura normal 

de crecimiento, no se distinguen diferencias significativas entre el crecimiento en longitud de 

las plantas de las líneas transgénicas y la línea silvestre. Sin embargo, el crecimiento a bajas 

temperaturas delata una mayor longitud de las líneas transgénicas respecto a la línea silvestre. 

 

Figura 52: Medida del área de los cotiledones de las líneas transgénicas CRIO4-2 y CRIO4-7 de 

Arabidopsis thaliana. Como control se usó la línea silvestre con ecotipo Col-0. Dos asteriscos (**) indican 

que existe significación estadística con un valor p<0,01, según análisis t de Student. 

Figura 53: Cuantificación del número de hojas de la roseta y del número de silicuas del tallo principal, en plantas de las 

líneas transgénicas CRIO4-2 y CRIO4-7 de Arabidopsis thaliana. Como control se usó la línea silvestre con ecotipo Col-0. En 

el ensayo de número de silicuas, el análisis estadístico t de Student no indicó diferencias significativas. 
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Del mismo modo se cuantificó el número de ramificaciones principales en las mismas 

plantas que en el ensayo anterior y bajo las mismas condiciones, de la forma descrita en el 

apartado 3.4.6.6 de Materiales y Métodos.  

 

El resultado fue similar al descrito en el ensayo anterior, no pudiéndose apreciar 

diferencias significativas en el crecimiento a 24ºC (Figura 55). En condiciones de crecimiento a 

10ºC, las líneas transgénicas presentaron un número de ramificaciones principales mayor que 

el de la línea silvestre. 

El mayor crecimiento en longitud y el mayor desarrollo de ramificaciones principales que 

se produce en las líneas transgénicas creciendo a temperaturas bajas, en comparación con la 

línea silvestre, parece indicar que la sobreexpresión de CRIO4 podría mejorar el crecimiento de 

las plantas aumentando su tolerancia al estrés por frío.  

Para confirmar estos indicios, a continuación se analizó la evolución de los estadios de 

desarrollo de las líneas transgénicas en comparación con la línea silvestre, en plantas crecidas 

en tierra a 24ºC y 10ºC. El protocolo de este ensayo fue descrito en el apartado 3.4.6.9 de 

Materiales y Métodos. Se estimaron 5 estadios de desarrollo diferentes para analizar: roseta, 

Figura 54: Medida del crecimiento en longitud en plantas de la línea silvestre Col-0 y las líneas transgénicas 

CRIO4-2 y CRIO4-7 de Arabidopsis thaliana. Se muestran los resultados de crecimiento a 24ºC (izquierda) y a 

a10ºC (derecha). Se realizó un análisis estadístico t de Student. Un asterisco (*) indica que existe significación 

estadística con un valor p<0,05, respecto a las plantas control.  

Figura 55: Medida del número de ramificaciones principales en plantas de la línea silvestre Col-0 y las líneas 

transgénicas CRIO4-2 y CRIO4-7 de Arabidopsis thaliana. Se muestran los resultados de crecimiento a 24ºC 

(izquierda) y a 10ºC (derecha). Se realizó un análisis estadístico t de Student. Un asterisco (*) indica que existe 

significación estadística con un valor p<0,05, respecto a las plantas control.  
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emergencia de escapo floral, establecimiento de inflorescencias, inflorescencias maduras y 

primeras silicuas.  

 

 

Se realizó una primera anotación del porcentaje de plantas en las distintas fases de 

desarrollo el día 19 de cultivo a 24ºC y el día 31 de cultivo a 10ºC (Figura 56). Se observó que, 

a 24ºC, la línea silvestre parece mostrar un ligero adelanto en su desarrollo respecto a las 

líneas transgénicas, puesto que aproximadamente el 20% de las plantas de la línea silvestre se 

encuentran entre los estadios de establecimiento de inflorescencias e inflorescencias maduras, 

frente a menos del 10% de plantas de las líneas transgénicas que se encuentran entre esos 

estadios. Sin embargo, a 10ºC, el adelanto del desarrollo de la línea silvestre, no solo 

desaparece, sino que se invierte la situación y en estas condiciones de crecimiento las líneas 

transgénicas muestran un claro adelantamiento en su desarrollo respecto a la línea silvestre. A 

10ºC, más del 60% de las plantas de la línea CRIO4-7 y en torno al 35% de las plantas de la 

línea CRIO4-2, se encuentran entre los estadios de establecimiento de inflorescencias e 

inflorescencias maduras, frente al 17% de las plantas de la línea silvestre. 

Para confirmar estos datos, se realizó posteriormente una segunda anotación del 

porcentaje de plantas en las distintas fases de desarrollo, el día 24 de cultivo a 24ºC y el día 38 

Figura 56: Determinación del estadio de desarrollo en plantas de la línea silvestre Col-0 y las líneas transgénicas CRIO4-2 y 

CRIO4-7 de Arabidopsis thaliana. Se muestran los resultados de crecimiento a 24ºC (arriba) y a 10ºC (derecha), expresado 

como el porcentaje de plantas en cada uno de los 5 estadios de desarrollo estudiados: roseta (amarillo), emergencia de escapo 

floral (celeste), establecimiento de inflorescencias (rosa), inflorescencias maduras (malva) y primeras silicuas (púrpura). Las 

gráficas de la izquierda corresponden a la primera anotación (19 días a 24ºC y 31 días a 10ºC), y las gráficas de la derecha 

corresponden a la segunda anotación de confirmación (24 días a 24ºC y 38 días a 10ºC). 



 Resultados 

111 

 

de cultivo a 10ºC (Figura 56). Los resultados volvieron a corroborar los datos de la primera 

observación pudiendo concluir que la sobreexpresión de CRIO4 produce una mejora en el 

desarrollo y crecimiento de las plantas de Arabidopsis thaliana creciendo bajo condiciones de 

estrés por frío. 

Finalmente se realizó un ensayo sobre los cambios de expresión, frente a distintas 

condiciones de estrés, en líneas transgénicas de sobreexpresión de CRIO4. Para ello se usó la 

línea transgénica de Arabidopsis thaliana que sobreexpresa la fusión CRIO4::GFP, empleada 

en el estudio de la localización subcelular de CRIO4 y descrita previamente. 

Del mismo modo que en el apartado 4.3 de Resultados, en esta ocasión se analizó 

mediante microscopía confocal la radícula de plántulas crecidas en vertical 5 días tras la 

germinación. Como control se fotografió la expresión de CRIO4::GFP de plantas crecidas a 

24ºC en medio MS sólido, y se evaluó el cambio de expresión tras un tratamiento de frío (10ºC 

durante 16 horas) y un choque térmico (50ºC durante 1 hora). En base a los resultados de un 

trabajo previo del grupo que apuntaban a un papel de las PATLs en la respuesta al estrés 

osmótico (Aguilella-Segura, 2012), se decidió evaluar también el posible cambio de expresión 

en las células de plántulas crecidas durante 16 horas en medio MS sólido suplementado con 

280 mM de Manitol. 

 

Los resultados muestran que a temperatura normal de crecimiento CRIO4 tiene una 

expresión basal que aumenta considerablemente tras todos los tratamientos de estrés, 

especialmente tras el estrés por frío y el choque térmico (Figura 57). Es especialmente notable 

la observación de los acúmulos de CRIO4, previamente observada y descrita en el apartado 

4.3 de Resultados, tras el choque térmico. Los pequeños puntos aislados observados de forma 

 

24ºC 

 

10ºC  

 

50ºC  

 

280 mM Manitol  16h  

Figura 57: Expresión de la fusión CRIO4::GFP en células radiculares de plántulas de Arabidopsis thaliana 

sometidas a varios estreses. Imagen de microscopía confocal. Todas las fotografías fueron tomadas con los 

mismos parámetros del software Zeiss e intensidad de láser, para que las fotografías pudieran ser comparables. 

Las barras indican una longitud de 15 μm. 
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puntual en la Figura 41, aparecen ahora repartidos a lo largo de toda la célula. Este resultado 

parece motivar aún más la necesidad de estudios adicionales para analizar la posible 

asociación de CRIO4 con balsas lipídicas, hecho ya descrito sobre las PATLs, sus ortólogos en 

Arabidopsis thaliana, en respuesta a frío (Minami et al., 2009). 

 

 

4.7- Coexpresión con PIN2 en Arabidopsis thaliana. 

 

Con el fin de estudiar el efecto de CRIO4 sobre el transporte de auxinas, se procedió a 

analizar el reciclaje intracelular de PIN2, como indicador de respuesta gravitrópica, en 

condiciones de estrés por frío. 

Para ello se cruzaron las líneas transgénicas PIN2:GFP y CRIO4. En esta ocasión se usó 

como parental materno la línea CRIO4 para facilitar la selección posterior de las nuevas líneas 

transgénicas PIN2:GFP-CRIO4. 

Plántulas crecidas 4 días tras la germinación fueron incubadas durante 16 horas a 10ºC en 

las mismas condiciones de fotoperiodo que las plantas control (descritas en el apartado 3.4.2 

de Materiales y Métodos), que continuaron creciendo a 24ºC. Tras este periodo, se examinó la 

localización subcelular de PIN2 en las raíces mediante microscopía confocal. Como control de 

la expresión de PIN2 se utilizó la línea transgénica PIN2:GFP. 

 

 

En los resultados que se muestran en la Figura 58 se aprecia que la localización de PIN2 

en las plantas control (línea PIN2:GFP), coinciden con los datos de estudios previos (Shibasaki 

et al., 2009; Figura 21 A a D) donde se puede observar los cuerpos de PIN2 a temperatura 

PIN2:GFP 

PIN2:GFP+CRIO4 

 

24ºC 

 

10ºC-16h 

PIN2:GFP 

PIN2:GFP+CRIO4 

Figura 58: Localización subcelular de PIN2, en raíz de plántulas transgénicas PIN2:GFP-CRIO4, a 24ºC y 10ºC 

(abajo). Como control se usó la línea transgénica PIN2:GFP (arriba). Las barras indican una longitud de 5 μm. 
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óptima de crecimiento, pero desaparecen durante el tratamiento de frío. El estrés por frío 

suprime el reciclaje endosomal de PIN2 y esto provoca la desaparición visual de los cuerpos de 

PIN2. Sin embargo, la sobreexpresión de CRIO4 permite observar los cuerpos de PIN2 

también tras el tratamiento de frío, esto podría indicar que CRIO4 reactiva el transporte 

intracelular de PIN2. Esta observación, a su vez, estaría en sintonía con los indicios previos 

acerca de la regulación del tráfico de axinas por parte de las PATLs (Isono et al., 2010; 

Rackaityte, 2013). 
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5- DISCUSIÓN 

 

La técnica de rastreo de genes basada en la sobreexpresión de bibliotecas de ADNc en el 

organismo modelo Saccharomyces cerevisiae, ha permitido en el pasado identificar genes de 

plantas implicados en resistencia al estrés salino como SR (Forment et al., 2002), LTL1 

(Naranjo et al., 2006), BvCKA2 (Kanhonou et al., 2001), eIF1A (Rausell et al., 2003); y al estrés 

osmótico como BvSAT1 (Mulet et al., 2004a) y BvGLB2 (Mulet et al., 2004b, Timoneda,  2012). 

Es sabido que el estrés por frío, por salinidad y por sequía solapan algunos de sus 

mecanismos moleculares de respuesta (Mahajan y Tuteja, 2005), por lo que se usó la misma 

estrategia anterior para tratar de identificar genes que aumentaran la tolerancia de las plantas 

al estrés por frío, a partir de una biblioteca de ADNc de remolacha (Beta vulgaris) generada con 

hojas de plantas sometidas a estrés salino (Kanhonou et al., 2001). 

Este rastreo permitió identificar 6 genes de remolacha que fueron nombrados CRIO1 a 6, 

cuya sobreexpresión otorga a la cepa de levadura W303-1A la capacidad de crecer a 10ºC. 

Estos genes están recogidos en las patentes STRESS TOLERANCE PCT/EP04/050513 y WO 

2004/090141. Los genes CRIO1 a 3 se localizan en el endosoma tardío en células vegetales, 

formando parte del complejo ESCRTIII, responsable de la distribución de proteínas 

monoubicuitiladas de la membrana plasmática hacia el endosoma tardío y su posterior 

degradación en la vacuola, o de su reciclaje. La sobreexpresión de estos genes en la planta 

modelo Arabidopsis thaliana aumenta la tolerancia a frío, por lo que la función del complejo 

ESCRT podría verse afectada a temperaturas bajas. El gen CRIO5 codifica una proteína con 

dominio RING finger, que podría actuar como una E3 ubicuitina ligasa, por lo que podría ser la 

enzima encargada de marcar las proteínas de membrana que entran en la ruta endocítica, 

dirigida por el sistema ESCRT, para su degradación o reciclaje (Marí-Carmona, 2012). Esto 

daría coherencia a los resultados conjuntos de algunos de los genes identificados en este 

rastreo. Por otra parte, el gen CRIO6 codifica una acuaporina de tipo TIP, y entre estos genes 

también se encontraba CRIO4, cuya caracterización ha sido el objeto de estudio de esta tesis.  

El ADNc correspondiente a CRIO4 codifica una proteína tipo Sec14. A su vez, un análisis 

filogenético mostró que CRIO4 es ortólogo a SEC14 y la familia SFH de levadura, y a la familia 

PATL de Arabidopsis thaliana compuesta por seis genes. Tras la reciente secuenciación del 

genoma de remolacha en 2013, ahora podemos saber que el gen CRIO4, denominado 

LOC104898006 y descrito como patellin-3, se encuentra en el cromosoma 1 de Beta vulgaris, 

en la región NC_025812.1, entre las coordenadas 1679580-1682912.  

Las diferentes herramientas bioinformática utilizadas en el análisis in silico han permitido 

confirmar diversos motivos y dominios conservados en la proteína CRIO4, mostrando ésta una 

estructura multidominio muy semejante a las PATLs de Arabidopsis thaliana. En su extremo C-

terminal contiene dos dominios muy conservados: el dominio Sec14 y el dominio GOLD.  

En la Introducción se ha hablado extensamente del dominio Sec14, dominio de unión y 

transferencia de fosfolípidos encontrado en una gran cantidad de proteínas eucariotas 

implicadas en multitud de procesos celulares. Estas proteínas regulan las rutas habituales de 



 Discusión 

118 

 

tráfico de membranas (Lopez et al., 1994; Phillips et al., 1999; Wu et al., 2000), y actúan como 

sensores de la composición de la membrana (Ile et al., 2006), integrando a su vez la 

estimulación de la producción de fosfoinosítidos con múltiples aspectos del metabolismo 

lipídico intracelular, diversificando así los resultados biológicos de la señalización por 

fosfoinosítidos (Schaaf et al., 2008; Bankaitis et al., 2010; Tripathi et al., 2014). Además, en 

levadura se ha sugerido que la función principal de Sec14p, prototipo de proteína basada en el 

dominio Sec14, es asegurar la correcta localización y transporte de proteínas que residen en 

balsas lipídicas (Curwin et al., 2013). Este apunte es interesante si tenemos en cuenta que se 

ha descrito la asociación a balsas lipídicas de algunas PATLs de Arabidopsis thaliana, en 

respuesta a frío (Minami et al., 2009). Estos datos dan pie a pensar en la implicación de las 

PATLs, y por tanto quizás también de CRIO4, en la aclimatación al frío en plantas, mediada por 

las balsas lipídicas.  

En la secuencia de aminoácidos de CRIO4 se ha mostrado que, dentro de su dominio 

Sec14, están conservados los tres residuos (E, K, G) que son críticos para la unión y 

transferencia de fosfolípidos en Sec14p de levadura, y que también conservan las PATLs de 

Arabidopsis thaliana (Peterman et al., 2004a). Además, un alineamiento de las secuencia de 

CRIO4 y PATL1 ha revelado que en CRIO4 también está conservado el residuo R266 de 

PATL1, del que se ha sugerido que otorga la especificidad de interacción con fosfatidilinositol-

5-fosfato (PI5P) (Ferris et al., 2010). Este fosfoinosítido, tiene un papel crítico en la señalización 

celular (Alvarez-Venegas et al., 2006; Shisheva, 2013), por lo que el resultado mostrado podría 

sugerir una función de CRIO4 en señalización, si futuros ensayos confirman su capacidad de 

unión con PI5P. 

El tipo de dominio GOLD, que se encuentra en el extremo C-terminal de CRIO4, se 

caracteriza por ser rico en láminas β y se encuentra en proteínas que tienen una función 

relacionada con el complejo Golgi, y la clasificación o secreción de proteínas, donde está 

implicado en interacciones proteína-proteína (Anantharaman y Aravind, 2002). Este dominio 

suele encontrarse asociado a diversos dominios de unión a lípidos o asociados a membrana, 

tales como Sec14 (Aravind et al., 1999), FYVE (Stenmark y Aasland, 1999) y PH (Haslam et al., 

1993; Mayer et al., 1993), en proteínas donde siempre se localiza en los extremos 

(Anantharaman y Aravind, 2002). En proteínas tipo Sec14, como CRIO4, el dominio GOLD se 

encuentra en el extremo C-terminal. Se ha sugerido que las proteínas que contienen el dominio 

GOLD junto con otros dominios de unión a lípidos o membrana, podrían actuar como 

adaptadores dobles, ayudando al ensamblaje de complejos proteicos en las membranas o 

colocando moléculas específicas en la membrana de vesículas transportadoras (Anantharaman 

y Aravind, 2002). 

En la región N-terminal de la proteína CRIO4 se encuentran dos tipos diferentes de 

motivos ricos en prolina: dos motivos PXXP y un motivo Poliprolina. Los dominios SH3, cuya 

unión a secuencias PXXP ha sido descrita (Feng et al., 1994), participan en interacciones 

proteína-proteína implicadas en dinámicas de citoesqueleto, rutas de señalización tirosina 

quinasa y tráfico vesicular (Kay et al., 2000). Por su parte, el motivo poliprolina que contiene 
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CRIO4 es característico de proteínas a las que se une la profilina, proteína con capacidad de 

unión a actina y a fosfoinosítidos (Holt y Koffer, 2001). En plantas, se ha descrito la implicación 

de la profilinas en: la interacción entre el citoesqueleto de actina y la membrana plasmática 

(Banno y Chua, 2000; Baluska et al., 2001; Cheung y Wu, 2004; Favery et al., 2004; Ingouff et 

al., 2005), el movimiento y localización de organelos mediado por el citoesqueleto de actina 

(Oikawa et al., 2003; Schmidt von Braun y Schleiff, 2008; Yang et al., 2011; Zhang et al., 2011) 

y el transporte de vesículas (Aparicio-Fabre et al., 2006; Takac et al., 2011).  

Tanto el dominio Sec14 como los dos motivos poliprolina parecen dirigir la función de 

CRIO4 hacia el tráfico vesicular. Por tanto, parece que, en teoría, CRIO4 podría interactuar con 

las membranas tanto de forma directa a través de su dominio Sec14, como de forma indirecta a 

través de la asociación de las profilinas con su motivo poliprolina. PATL1 fue identificada 

durante un escrutinio bioquímico para identificar proteínas de unión a F-actina (Peterman y 

Ohol, 2003; Peterman et al., 2004a), en base a este dato, parece intuirse un papel de este tipo 

de proteínas en dinámicas de citoesqueleto asociadas al tráfico de vesículas. Sería interesante 

confirmar la posible unión de profilinas al motivo poliprolina de CRIO4 en futuros estudios, 

puesto que de ser así, se podría abrir una nueva vía de investigación para comprender mejor el 

papel del citoesqueleto en el transporte vesicular. A su vez, el dominio GOLD de CRIO4, podría 

estar ayudando al ensamblaje de complejos proteicos en las membranas o colocando 

moléculas específicas en la membrana de las vesículas transportadoras.  

También se ha confirmado la existencia en CRIO4 de un motivo Coiled coil. Estos motivos 

son responsables de un tipo específico de plegamiento y la oligomerización de proteínas 

(Burkhard et al., 2001) y se encuentran en proteínas implicadas en una gran diversidad de 

procesos celulares como regulación genética, división celular y fusión de membranas 

(McFarlane et al., 2009). Algunas de la proteínas con dominio GOLD, como PATL1, PATL2 y 

PATL4, también contienen regiones Coiled coil, lo que podría facilitar la formación de 

oligómeros ayudando a generar multitud de interacciones con diferentes proteínas. Teniendo 

en cuenta la potencialidad del dominio GOLD de interactuar con multitud de ligandos y la 

capacidad de oligomerización que otorgan los motivos Coiled coil, sería necesario analizar en 

estudios futuros, las diferentes proteínas con las que interactúa CRIO4 para poder comprender 

mejor su función. 

Otros datos del análisis in silico, han mostrado que la proteína CRIO4 posee un carácter 

acídico que, como posteriormente se observó, provoca una migración anómala en geles SDS. 

Por otra parte, distintas herramientas bioinformáticas han detectado la existencia, en la 

proteína CRIO4, de múltiples potenciales sitios de fosforilación, resultado especialmente 

relevante si se tiene en cuenta los resultados de estudios previos que describen varios sitios de 

fosforilación en las PATLs de Arabidopsis thaliana en respuesta a diferentes estímulos como 

estrés salino (Hsu et al., 2009), respuesta a hormonas (Chen et al., 2010) y también en un 

estudio que identifica proteínas de arabidopsis asociadas al núcleo (Jones et al., 2009). Estos 

datos abren la posibilidad a pensar en un posible papel de CRIO4 en la señalización frente a 

diferentes estímulos. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_de_uni%C3%B3n_a_actina
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_de_uni%C3%B3n_a_actina
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Los resultados mostrados en el ensayo de complementación en levadura, confirman que ni 

CRIO4, ni una versión truncada de esta proteína que solo contiene su dominio Sec14, son 

capaces de complementar a Sec14p de levadura por lo que deben ser funcionalmente 

diferentes. Es interesante destacar que algunos miembros de la familia de proteínas SFH 

(homólogos a SEC14 en levadura) (Schnabl et al., 2003; Griac, 2007), así como PATL1 y las 

proteínas tipo Sec14 en humanos (Peterman et al., 2006) tampoco pueden complementar la 

función de Sec14p. 

Además de la tolerancia a frío, también se ha observado tolerancia a tunicamicina 

otorgada por la sobreexpresión de CRIO4 en levadura. La tunicamicina inhibe la glicosilación 

de las proteínas. Los carbohidratos de las glicoproteínas, además de determinar el destino de 

la proteína en los compartimentos intracelulares y las interacciones célula-célula, tienen 

funciones relacionadas con el plegamiento de proteínas en el retículo endoplasmático rugoso, y 

se ha descrito que la adición de tunicamicina puede inducir la respuesta a proteínas 

desplegadas (Unfolded Protein Response, UPR, en inglés), que es una respuesta al estrés, 

conservada entre especies, y causada por desnaturalización de proteínas en el retículo 

endoplasmático (Korennykh y Walter, 2012). Esta respuesta especializada tiene dos objetivos 

principales: por un lado, detener la traducción de proteínas y activar las vías de señalización 

que permitan incrementar la producción de chaperonas moleculares involucradas en el 

plegamiento de las proteínas, para así recuperar el funcionamiento normal de la célula; 

finalmente, si la recuperación fuera inviable, la UPR se dirige hacia la apoptosis. CRIO4 podría 

asumir un papel en la glicosilación de proteínas y su vinculación con el estrés por frío. La 

relación entre la N-glicosilación y la respuesta a temperaturas bajas en plantas, ha sido 

previamente descrita en la literatura. Como ejemplo, el trabajo de Komatsu et al. (2009) mostró 

la modificación del patrón de N-glicosilación de 22 proteínas de arroz, entre las que se 

encuentra un homólogo a LOS2 de Arabidopsis thaliana, importante regulador de la 

aclimatación al frío (Lee et al., 2002; Mittler et al., 2006). 

Tras la purificación de la proteína CRIO4, el análisis Western Blot mostró que ésta 

presenta una migración anómala probablemente debido al carácter acídico otorgado 

principalmente por su extremo N-terminal. Esta misma alteración también ha sido observada en 

PATL1 (Peterman et al., 2004a; Minami et al., 2009) y en otras proteínas asociadas a balsas 

lipídicas en respuesta a frío (Minami et al., 2009). 

El ensayo de unión a fosfolípidos realizado, ha mostrado la capacidad de CRIO4 para 

establecer uniones con fosfatidilinositol (PI) y, aunque en menor grado, con 

fosfatidiletanolamina (PE). Comparando estos datos con los de PATL1 obtenidos por Peterman 

et al. (2004a), ambas proteínas tienen una fuerte afinidad de unión con PI y en futuros análisis 

sería interesante determinar la especificidad de unión de CRIO4 frente a diferentes especies de 

fosfoinosítidos. A diferencia de PATL1 y Sec14p, CRIO4 no fue capaz de establecer unión con 

fosfatidilcolina (PC). Por su parte, ninguna de las proteínas SFH de levadura, familia de 

homólogos de SEC14 y ortólogos de CRIO4, muestra una actividad significativa de 

transferencia de PC (Li et al., 2000). Sfh1p no puede reemplazar la función de Sec14p (Li et al., 



 Discusión 

121 

 

2000; Schnabl et al., 2003) y, como se ha explicado en la Introducción, se piensa que la causa 

de esta falta de complementación está determinada por las diferencias, entre Sfh1p y Sec14p, 

en la regulación del flujo de moléculas de agua en el bolsillo hidrofóbico, factor esencial que 

determina la diferencia de afinidad de unión a PI y a PC (Schaaf et al., 2011). Es posible que 

ésta también sea la causa de la falta de afinidad por PC que presenta CRIO4 y, a su vez, ésta 

imposibilidad de unión a PC podría explicar, al menos en parte, por qué CRIO4 no puede 

complementar la función de Sec14p en levadura. 

Los resultados obtenidos en las distintas aproximaciones al estudio de la localización 

subcelular de CRIO4 realizadas en esta tesis, muestran una expresión de CRIO4 asociada a la 

membrana plasmática, tal y como se esperaba puesto que las proteínas codificadas por los 

genes ortólogos de CRIO4, SEC14 y PATL1, han sido descritas con anterioridad como 

proteínas de la periferia de la membrana (Peterman et al., 2004a). Así mismo, el ensayo de 

transfección de protoplastos de Nicotiana benthamiana también permitió observar nítidamente 

la localización de CRIO4 en membranas intracelulares, formando parte de vesículas de 

distintos tamaños y claramente definidas. Este resultado podría indicar un papel de CRIO4 en 

el tráfico intracelular, función que estaría en sintonía con la de sus ortólogos, anteriormente 

descrita en la Introducción. Además, en la línea transgénica de Arabidopsis thaliana que 

sobreexpresa de forma estable la fusión CRIO4::GFP se ha observado que CRIO4, además de 

localizarse preferentemente en la zona adyacente a la membrana plasmática, también podría 

estar rodeando a la membrana nuclear.  

Tanto en esta línea transgénica de arabidopsis que sobreexpresa de forma estable la 

fusión CRIO4::GFP como en el caso de la expresión transitoria de CRIO4 en hojas de 

Nicotiana benthamiana, CRIO4 también parece formar una estructura reticular en el interior de 

la célula. Este tipo de estructura ha sido descrita como asociada al retículo endoplasmático, no 

obstante, serían necesarios estudios adicionales de coexpresión con proteínas marcadoras del 

retículo para confirmar esa posible colocalización. Por otra parte, un dato que resulta 

interesante mencionar, es que CRIO4 parece mostrar una expresión mayor en el tejido 

vascular de la raíz. Este resultado tendría sentido si se toman en consideración los datos 

obtenidos por Rackaityte (2013), comentados en la Introducción, donde se describe la 

expresión de PATL1 y PATL2 en tejidos vasculares. Los datos de ese estudio también sugieren 

la implicación de estas proteínas en el establecimiento del patrón vascular a través de su 

interacción con auxinas. 

En levadura, el transporte de triptófano es un factor limitante del crecimiento bajo varias 

condiciones de estrés y, en cepas auxótrofas para triptófano, el mayor factor limitante para el 

crecimiento a temperaturas bajas es la absorción de triptófano (Vicent et al., 2015). Por esta 

razón, para intentar comprender el mecanismo por el cual la sobreexpresión de CRIO4 confiere 

a las células de levadura la capacidad de crecer a temperaturas bajas, se realizó un ensayo de 

coexpresión de CRIO4 y TAT2 de levadura. El gen TAT2 codifica una permeasa de alta 

afinidad para triptófano (Schmidt et al., 1994) y se ha documentado que su sobreexpresión 

confiere tolerancia a frío (Abe y Horikoshi, 2000). A temperatura óptima de crecimiento, la 
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localización subcelular de Tat2p depende de la concentración de triptófano en el medio de 

cultivo, situándose esta proteína en compartimentos prevacuolares y vacuola, si la 

concentración de triptófano en el medio es alta; o en la membrana plasmática, si el medio es 

pobre en triptófano. La pérdida de fluidez de la membrana que se produce a temperaturas 

bajas, provoca una disminución de la absorción de triptófano, y Tat2p es enviada a la 

membrana plasmática, de igual forma que ante el ayuno de triptófano (Beck et al., 1999; 

Umebayashi y Nakano, 2003). Resultados de estudios anteriores indican que Sec14p está 

implicada en la incorporación de Tat2p en balsas lipídicas, proceso esencial para su 

redireccionamiento hacia  la membrana plasmática (Stevens et al., 1982; Umebayashi y 

Nakano, 2003). Los resultados del ensayo de coexpresión de CRIO4 con TAT2p de levadura 

mostrados en esta tesis, parecen indicar una estimulación del transporte de Tat2p hacia la 

membrana plasmática por parte de CRIO4, sin afectar a la ruta de degradación vacuolar, en 

todas las condiciones estudiadas. Esta inducción del transporte a la membrana plasmática 

podría devenir en una absorción de triptófano mejorada, explicando así la mayor tolerancia a 

frío conferida por la sobreexpresión de CRIO4 en levadura. 

Para analizar la expresión de CRIO4 en remolacha (Beta vulgaris) se realizaron diversos 

análisis Northern blot que mostraron, en primer lugar, que la expresión de CRIO4 se extiende a 

todos los tejidos analizados, si bien la mayor expresión se concentra en hoja y raíz. Este 

resultado es similar al de PATL1 de Arabidopsis thaliana cuya expresión ha sido encontrada en 

todos los tejidos, aunque es más abundante en hojas y raíces (Peterman et al., 2004a). 

Además PATL1 presenta un patrón de expresión vascular (Rackaityte, 2013). 

Seguidamente, los análisis de expresión en respuesta a distintos estreses abióticos 

revelaron que, tras los tratamientos de estrés por frío y de estrés por calor, la expresión de 

CRIO4 aumenta a tiempos cortos de exposición al estrés y disminuye tras exposiciones largas. 

Sin embargo, la expresión de CRIO4 presenta un patrón desigual en respuesta al estrés por 

sequía, no pudiéndose obtener una conclusión clara. 

Por otro lado, en la literatura se ha descrito la existencia de numerosos indicios de la 

conexión entre las rutas de señalización por luz y por frío. Por ejemplo, la expresión de los 

genes CBF no solo se ve inducida por las temperaturas bajas, sino que también está 

controlada por la calidad lumínica y el ritmo circadiano (Fowler et al., 2005; Franklin y Whitelam, 

2007). Estos datos motivaron el análisis de expresión de CRIO4 en hojas de plantas de 

remolacha crecidas en luz, oscuridad y luz azul. El resultado, si bien fue un tanto irregular, 

muestra un patrón de expresión de CRIO4 oscilante, con un pico de expresión coincidente a las 

6 horas. Un patrón de expresión tal podría estar relacionado con una expresión en respuesta al 

ritmo circadiano.  

Las PATLs de plantas se dividen en cuatro ramas de un árbol filogenético, y las seis 

PATLs de arabidopsis se encuentran repartidas entre estas ramas, sugiriendo un posible 

solapamiento en la función entre los miembros de esta familia (Peterman et al., 2006a). Un 

análisis filógenetico de CRIO4 y las PATLs de Arabidopsis thaliana, situó a CRIO4 más 

próximo a la rama que contiene a PATL1 y PATL2. Sin embargo, en el análisis de homología 
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realizado, CRIO4 parece ser más cercano a PATL3, estando PATL3 y PATL5 en la misma 

rama del árbol filogenético. Por esta razón, posteriormente se optó por comenzar el estudio del 

fenotipo de pérdida de función de PATLs de Arabidopsis thaliana, evaluando la disrupción de 

estos dos genes. Para ello se adquirió líneas mutantes patl3 y patl5 de la colección del NASC 

(Nottigham Arabidopsis Stock Centre) y, tras su evaluación y cruzamiento, se generó el doble 

mutante patl3patl5 obtenido en el trabajo de esta tesis. 

En primer lugar, se evaluó la capacidad germinativa de todas las líneas mutantes en 

comparación con la línea silvestre Col-0, tanto a temperatura óptima de crecimiento como en 

condiciones de estrés por frío. El resultado del ensayo indicó que todas las líneas germinan de 

manera similar, con porcentajes próximos al 100%, no pudiendo destacar diferencias 

significativas. Si bien, el tratamiento de frío, aunque ralentiza la germinación, no parece afectar 

a su desarrollo. En el estudio de longitud de raíces, las ligeras diferencias entre las plántulas 

crecidas en condiciones normales de temperatura, parecen desaparecer cuando el crecimiento 

se realiza a 10ºC, donde todas las líneas mutantes aparentan tener una longitud muy similar a 

la línea silvestre. En cuanto a la medida del área de cotiledones y de semillas, los resultados 

indican que el mutante patl5 muestra un área mayor que la línea silvestre en ambos casos. Y 

las líneas mutantes patl3 y patl3patl5, parecen mostrar un área, tanto de cotiledones como de 

semillas, similar o ligeramente menor que la línea silvestre.  

En otro trabajo del grupo se estudió extensamente el fenotipo de líneas mutantes para 

todos los miembros de la familia PATLs (Aguilella-Segura, 2012). Los resultados de este 

estudio no mostraron diferencias significativas en el crecimiento en longitud, entre las líneas 

mutantes simples de todos los genes PATLs y la línea silvestre, en plantas crecidas a 

temperatura óptima de crecimiento. No obstante, en plantas crecidas en condiciones de estrés 

por frío, se observó una gran variabilidad en el crecimiento en longitud de las diferentes líneas 

mutantes. Esta variabilidad también fue observada en las dobles mutaciones estudiadas.  

La gran variabilidad en los resultados fenotípicos obtenidos de las diferentes líneas 

mutantes en genes PATLs podría ser debida a la redundancia funcional que preveían los 

análisis filogenéticos, que a su vez es coherente con el solapamiento en el patrón de expresión 

observado en las PATLs estudiadas hasta la fecha (Lee et al., 2010).  

En el estudio de Aguilella-Segura (2012), también se detectó una mejor germinación, en 

condiciones de estrés osmótico y salinidad, de todas las líneas de mutantes patl analizadas en 

comparación con la línea silvestre. Sin embargo, se observó un empeoramiento en la 

germinación de las líneas mutantes, en condiciones de estrés por cationes tóxicos. Estos 

resultados indican que la ausencia de estos genes podría afectar al paso de iones a través de 

la membrana. 

Para evaluar el fenotipo de la sobreexpresión del gen CRIO4 se generaron líneas 

transgénicas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresan una fusión 35S::CRIO4, y a partir de 

ellas se realizaron varios análisis fenotípicos. Los primeros estudios se realizaron a 

temperatura óptima de crecimiento, donde las líneas transgénicas, en comparación con la línea 

silvestre, mostraron un área de los cotiledones significativamente mayor y un número de hojas 
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en la roseta ligeramente inferior. En cuanto al número de silicuas formadas en el tallo principal 

de plantas crecidas en tierra, no se apreciaron diferencias significativas entre las líneas 

transgénicas y la línea silvestre.  

En los siguientes análisis se realizó un estudio comparativo del fenotipo de plántulas 

crecidas en tierra tanto a temperatura óptima de crecimiento como en condiciones de estrés 

por frío, donde se observaron claras diferencias en los resultados entre las distintas 

temperaturas estudiadas. A temperatura óptima de crecimiento, no se distinguen diferencias 

significativas entre el crecimiento en longitud de las líneas transgénicas y la línea silvestre. Sin 

embargo, el crecimiento de las líneas transgénicas a bajas temperaturas mostró una mayor 

longitud respecto a la línea silvestre. Del mismo modo, no se encontraron diferencias 

importantes en el número de ramificaciones principales en plantas crecidas a temperatura 

óptima, pero a 10ºC las líneas transgénicas presentaron un número de ramificaciones 

principales mayor que el de la línea silvestre. El mayor crecimiento en longitud y desarrollo de 

ramificaciones que se produce en las líneas transgénicas creciendo a temperaturas bajas, en 

comparación con la línea silvestre, parece indicar que la sobreexpresión de CRIO4 podría 

mejorar el crecimiento de las plantas aumentando su tolerancia al estrés por frío. Estos indicios 

fueron confirmados en el posterior análisis de estadios de desarrollo donde, a temperaturas 

bajas, las líneas transgénicas muestran un claro adelantamiento en su desarrollo respecto a la 

línea silvestre. 

Resultados previos apuntan a un papel de las PATLs en la respuesta a estrés osmótico 

(Aguilella-Segura, 2012) y, en los análisis de expresión realizados en esta tesis, se ha 

observado un aumento de la expresión de CRIO4 en remolacha, inducida por tiempos cortos 

de exposición a estrés por frío y por calor. En base a estos datos, se decidió evaluar también el 

posible cambio de expresión de CRIO4 en las líneas transgénicas de Arabidopsis thaliana, 

sometidas a estos tipos de estrés. Para ello, se analizó, mediante microscopía confocal, la 

localización subcelular de CRIO4 en células de la radícula de plántulas de la línea transgénica 

de Arabidopsis thaliana que sobreexpresa la fusión CRIO4::GFP. Los resultados han mostrado 

que la expresión de CRIO4 aumenta considerablemente tras todos los tratamientos de estrés, 

especialmente tras el estrés por frío y el choque térmico. Por otra parte, la observación puntual 

de agrupaciones de CRIO4 en forma de característicos puntos aislados dentro de la célula 

descrita previamente en el estudio de la localización subcelular de CRIO4, se hizo 

especialmente notable tras el tratamiento de choque térmico, donde se produjo un aumento de 

estas agrupaciones y los acúmulos de CRIO4 aparecieron repartidos a lo largo de toda la 

célula. Este resultado parece motivar aún más la necesidad de estudios adicionales para 

analizar la posible asociación de CRIO4 con balsas lipídicas, hecho ya descrito sobre las 

PATLs, en respuesta a frío (Minami et al., 2009). 

Finalmente, en este trabajo se ha pretendido estudiar el efecto de CRIO4 sobre el 

transporte de auxinas, en condiciones de estrés por frío, a través del análisis del reciclaje 

intracelular de PIN2, como indicador de respuesta gravitrópica. En la Introducción se ha 

explicado el papel de PIN2 en la respuesta al estímulo de gravedad, y como esta respuesta se 
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ve afectada por la disminución de la temperatura. En condiciones normales de temperatura, se 

produce un transporte continuo de PIN2 entre la membrana plasmática y los compartimentos 

intracelulares, pudiéndose observar numerosos cuerpos de PIN2 en el citosol. Pero el estrés 

por frío suprime el reciclaje endosomal de PIN2 y desaparecen los cuerpos de PIN2 (Shibasaki 

et al., 2009). Los resultados mostrados en esta tesis coinciden con el estudio de Shibasaki et 

al. (2009) en cuanto a la localización subcelular de PIN2 tras un tratamiento de frío. Sin 

embargo, la sobreexpresión de CRIO4 permite observar los cuerpos de PIN2 también tras el 

tratamiento de frío, esto podría indicar que CRIO4 reactiva el transporte intracelular de PIN2. 

Este resultado, estaría a su vez, en sintonía con los indicios previos acerca de la regulación del 

tráfico de auxinas por parte de las PATLs, donde una reciente hipótesis otorga un papel a 

PATL1 y PATL2 en la regulación del transporte de auxinas, tanto al influir en la localización de 

las PINs (Rackaityte, 2013) como por su interacción con AMSH3, enzima de desubicuitilación 

requerido para la eficiente endocitosis de PIN2 (Isono et al., 2010). Estos datos parecen indicar 

una función de las PATLs regulando tanto la endocitosis como la exocitosis de PIN2, por lo que 

de la misma manera, CRIO4 también podría tener un papel en la regulación de ambas rutas. 
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6- CONCLUSIONES 

 

1. El gen CRIO4 de remolacha (Beta vulgaris), también denominado LOC104898006, 

codifica una proteína tipo Sec14 y es ortólogo a SEC14 y la familia SFH de levadura, y 

a la familia PATL de Arabidopsis thaliana.  

 

2. La proteína CRIO4, muestra una estructura multidominio muy semejante a las PATLs 

de Arabidopsis thaliana, con los dominios Sec14 y GOLD en el extremo C-terminal, y 

motivos poliprolina y Coiled coil en su extremo N-terminal. El conjunto de dominios y 

motivos que componen la estructura de la proteína CRIO4 señalan hacia una función 

en el tráfico vesicular, y el elevado número de potenciales sitios de fosforilación 

identificados en el análisis in silico indican un posible papel en señalización. 

 

3. El análisis in silico ha confirmado que CRIO4 conserva los tres residuos (E, K, G) que 

son críticos para la unión y transferencia de fosfolípidos en Sec14p de levadura, así 

como el residuo R266 de PATL1, que otorga la especificidad de interacción con 

fosfatidilinositol-5-fosfato (PI5P), fosfoinosítido clave en señalización celular. A su vez, 

el ensayo de unión a fosfolípidos ha mostrado que CRIO4 se une a fosfatidilinositol y a 

fosfatidiletanolamina, aunque carece de capacidad de unión a fosfatidilcolina, lo que 

confirma la funcionalidad de su domino SEC14, como transferasa de fosfolípidos. 

 

4. CRIO4, al igual que algunos miembros de la familia de proteínas SFH y PATL1, no 

puede complementar a Sec14p de levadura por lo que deben ser funcionalmente 

diferentes. Además, es posible que la falta de complementación esté asociada a la 

diferencia de afinidad por fosfatidilcolina. 

 

5. En levadura, la sobreexpresión del gen CRIO4 confiere tolerancia al frío y a 

tunicamicina (inhibidor de la glicosilación). Así mismo, la coexpresión de CRIO4 y TAT2 

estimula el transporte de Tat2p hacia la membrana plasmática, sin afectar a la ruta de 

degradación vacuolar, en todas las condiciones estudiadas. La inducción, por parte de 

CRIO4, del transporte de Tat2p a la membrana plasmática podría explicar la mayor 

tolerancia a frío conferida por la sobreexpresión de CRIO4 en levadura, al mejorar la 

absorción de triptófano en esas condiciones. 

 

6. En plantas, la localización subcelular de CRIO4 está asociada preferentemente a la 

membrana plasmática y a membranas intracelulares, si bien también parece establecer 

un patrón reticular. 

 

7. Los análisis de expresión en remolacha indican que CRIO4 se expresa en todos los 

tejidos analizados, aunque es más abundante en hojas y raíces. También se ha 
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descrito que su expresión se induce a tiempos cortos en respuesta a estrés por frío o 

por calor.  

 

8. El análisis fenotípico de las líneas mutantes de genes PATLs de Arabidopsis thaliana, 

delató una gran variabilidad entre ellas que podría ser debida a la redundancia 

funcional entre los distintos miembros de la familia. 

 

9. Los distintos estudios fenotípicos de sobreexpresión del gen CRIO4 en líneas 

transgénicas de Arabidopsis thaliana, han mostrado que la sobreexpresión de CRIO4 

parece mejorar el crecimiento de las plantas a temperaturas bajas, aumentando así su 

tolerancia al estrés por frío. 

 

10. La expresión de CRIO4 en líneas transgénicas de Arabidopsis thaliana, aumenta tras 

tratamientos de estrés por frío, choque térmico y estrés osmótico. Y se han observado 

acúmulos de CRIO4 tanto de forma esporádica en células de Arabidopsis thaliana no 

sometidas a estrés, como abundantemente en células tratadas con un choque térmico. 

Esta observación, junto con datos revisados sobre los ortólogos de CRIO4, podría 

sugerir una asociación de CRIO4 con balsas lipídicas. 

 

11. La sobreexpresión de CRIO4 parece reactivar el transporte intracelular de PIN2 

durante el estrés por frío, ya que se observan característicos cuerpos de PIN2 que 

comúnmente solo se observan a temperatura óptima de crecimiento, cuando se 

produce un reciclaje continuo de PIN2 entre la membrana plasmática y los 

compartimentos intracelulares. 
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