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representa la media ± SE de 4 determinaciones. * indica diferencias significativas 
(P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
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Figura 4.1.11. A) Análisis Southern blot de los candidatos seleccionados para la 
colección de C. Somerville y W. Scheible, empleando la sonda 35S. B) Análisis 
Southern blot de los candidatos seleccionados para la colección de C. Somerville y 
W. Scheible, empleando la sonda BAR. COL-2: Control silvestre. 
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Figura 4.1.13. Análisis Southern blot de los candidatos seleccionados para la 
colección de Feldmann, empleando la sonda NOS. WS-2: Control silvestre. 
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Marcador 1Kb. A: 1 minuto de exposición, B: 3 minutos de exposición. 
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Figura 4.2.1. Estructura de la proteína codificada por el gen CtHSR1 de Candida 
tropicalis, según la base de datos de Pfam (http://pfam.xfam.org/), formada 
solamente por un dominio HSF. En la parte superior se muestran el tamaño de la 
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Figura 4.2.2. Alineamiento múltiple del dominio de unión a ADN (DBD) de los 
factores de transcripción inducibles por choque térmico en arabidopsis con las 
proteínas HSF1 de levadura y CtHSR1 de Candida tropicalis. Los colores indican las 
propiedades fisicoquímicas de las proteínas; el rojo, verde y azul corresponden a 
residuos hidrofóbicos, hidrofílicos y polares con carga, respectivamente. El asterisco 
(*) indica si hay alineamiento correcto entre los residuos, los dos puntos (:) indican 
residuos superpuestos con propiedades estructurales y fisicoquímicas similares, el 
punto (.) indica que no hay superposición entre todas las proteínas alineadas y la 
línea (-) indica que en esa posición no existen aminoácidos para ser alineados. 
Figura 4.2.3. Alineamiento múltiple de los factores de transcripción inducibles por 
choque térmico en arabidopsis, con el factor HSF1 de levadura y el CtHSR1 de 
Candida tropicalis, mostrando la región perteneciente al dominio de trimerización. 
Los colores indican las propiedades fisicoquímicas de las proteínas; el rojo, verde y 
azul corresponden a residuos hidrofóbicos, hidrofílicos y polares con carga, 
respectivamente. El asterisco (*) indica si hay alineamiento correcto entre los 
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residuos, los dos puntos (:) indican residuos superpuestos con propiedades 
estructurales y fisicoquímicas similares, el punto (.) indica que no hay superposición 
entre todas las proteínas alineadas y la línea (-) indica que en esa posición no existen 
aminoácidos para ser alineados. 
Figura 4.2.4. Región genómica de 5,8kb, aislada en un rastreo de una genoteca 
para la identificación de genes de halotolerancia (modificado de Ali y col., 2001). 
Figura 4.2.5. Análisis cualitativo de la expresión del gen GUS, bajo diferentes 
fragmentos reguladores de 2000 (A-F) y 3000 (G-L) pares de bases, del promotor 
del gen CtHSR1 tras 7 días de desarrollo. A, E, F, H, J y L son hipocotilos; B y D 
muestran raíces; C, G, I y K muestran cotiledones. 
Figura 4.2.6. Análisis cualitativo de la expresión del gen GUS, bajo el promotor 
completo de 3000 pares de bases del gen CtHSR1 en diferentes estadios de 
desarrollo. 
Figura 4.2.7. Observación de la expresión del gen GUS bajo el promotor del gen 
CtHSR1 en raíz de arabidopsis mediante la técnica Nomarsky. A) Esquema de 
visualización de una sección transversal de raíz de arabidopsis. B) Fotografía 
Nomarsky de la sección longitudinal de raíz de arabidopsis con señal GUS. La barra 
indica una longitud de 50μm. 
Figura 4.2.8. Observación al microscopio de la expresión del gen GUS bajo el 
promotor del gen CtHSR1 en secciones transversales de tallo de arabidopsis. A) 
Esquema de una sección transversal de tallo floral en arabidopsis (Boyko y col., 
2006). B) Sección transversal de tallo de arabidopsis de una línea control tras la 
realización de un ensayo de tinción GUS. C) Sección transversal de tallo de 
arabidopsis de una línea que expresa el gen GUS bajo el control del promotor de 
candida, tras la realización de un ensayo de tinción GUS. 
Figura 4.2.9. Observación al microscopio de la expresión del gen GUS bajo el 
promotor del gen CtHSR1 en secciones transversales de hipocotilo de arabidopsis. 
A: estructura celular de una sección de hipocotilo de arabidopsis (Ilegems y col., 
2010). B: Sección transversal de hipocotíleo de arabidopsis de una línea que expresa 
el gen GUS bajo el control del promotor de CtHSR1, tras la realización del ensayo 
histoquímico. Ph: floema, xy: xilema, p: periciclo, e: endodermis, c: cambium. 
Figura 4.2.10. Análisis cuantitativo de la expresión del gen GUS inducido por el 
promotor de 3000 pares de bases del gen CtHSR1 de candida, bajo diferentes 
estímulos como NaCl, manitol y calor. Cada valor representa la media ± SE de 3 
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replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a 
su control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
Figura 4.2.11. Análisis cualitativo de la localización subcelular del gen CtHSR1 de 
Candida tropicalis, mediante microscopia confocal en células epidérmicas de 
Nicotiana benthamiana, transformadas con la construcción pMDC83-CtHSR1. Se 
muestra de izquierda a derecha la fluorescencia debida a la tinción de núcleos con 
DAPI, la fluorescencia de la proteína GFP, las fotografías tomadas en rango visible, 
y finalmente la combinación de las tres anteriores. Las barras indican una longitud 
de 50μm. 
Figura 4.2.12. Electroforesis en gel de agarosa del producto de una PCR 
semicuantitativa del transgén CtHSR1 para las líneas que expresan el gen CtHSR1 
bajo toda su región reguladora. COL-0: control silvestre. En esta reacción se ha 
utilizado como control endógeno el gen PP2AA3, uno de los tres genes que 
codifican la subunidad reguladora de 65kDa de la proteína fosfatasa PP2A. El 
producto de PCR fue amplificado durante 30 ciclos. 
Figura 4.2.13. Caracterización fenotípica en relación con la tolerancia a sequia en 
las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo toda su región reguladora, respecto a su 
control silvestre. A) indica el peso fresco en condiciones control. B) indica el peso 
seco en condiciones control. C) indica el peso fresco tras el tratamiento de sequia. 
D) indica el peso seco tras el tratamiento de sequia. E) fotografía del aspecto de las 
plantas en condiciones control, antes de la toma de datos y F) fotografía del aspecto 
de las plantas tras el tratamiento de sequia, antes de la toma de datos. Cada valor 
representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias 
significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de 
Student. 
Figura 4.2.14. Análisis de aparición de cotiledones verdes tras la germinación para 
las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo toda su región reguladora. Cada valor 
representa la media ± SE de 4 determinaciones. * indica diferencias significativas 
(P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
Figura 4.2.15. Electroforesis en gel de agarosa del producto de una PCR 
semicuantitativa del transgén CtHSR1 para las líneas que expresan el gen CtHSR1 
bajo el promotor de ubiquitina10. COL-0: control silvestre. En esta reacción se ha 
utilizado como control endógeno el gen PP2AA3, uno de los tres genes que 
codifican la subunidad reguladora de 65kDa de la proteína fosfatasa PP2A. El 
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producto de PCR fue amplificado durante 30 ciclos. 
Figura 4.2.16. Caracterización fenotípica en relación con la tolerancia a sequia en 
las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo el promotor de ubiquitina10, respecto a 
su control silvestre. A) indica el peso fresco en condiciones control. B) indica el peso 
seco en condiciones control. C) indica el peso fresco tras el tratamiento de sequia. 
D) indica el peso seco tras el tratamiento de sequia. E) fotografía del aspecto de las 
plantas en condiciones control, antes de la toma de datos y F) fotografía del aspecto 
de las plantas tras el tratamiento de sequia, antes de la toma de datos. Cada valor 
representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias 
significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de 
Student. 
Figura 4.2.17. Análisis de aparición de cotiledones verdes tras la germinación para 
las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo el control del promotor del gen UBQ10. 
Cada valor representa la media ± SE de 4 determinaciones. * indica diferencias 
significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de 
Student. 
Figura 4.2.18. Electroforesis en gel de agarosa del producto de una PCR 
semicuantitativa del transgén CtHSR1 para las líneas que expresan el gen CtHSR1 
bajo el promotor constitutivo 35S. COL-0: control silvestre. En esta reacción se ha 
utilizado como control endógeno el gen PP2AA3, uno de los tres genes que 
codifican la subunidad reguladora de 65kDa de la proteína fosfatasa PP2A. El 
producto de PCR fue amplificado durante 25 ciclos. 
Figura 4.2.19. Caracterización fenotípica en relación con la tolerancia a sequia en 
las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo el promotor constitutivo 35S, respecto a 
su control silvestre. A) indica el peso fresco en condiciones control. B) indica el peso 
seco en condiciones control. C) indica el peso fresco tras el tratamiento de sequia. 
D) indica el peso seco tras el tratamiento de sequia. E) fotografía del aspecto de las 
plantas en condiciones control, antes de la toma de datos y F) fotografía del aspecto 
de las plantas tras el tratamiento de sequia, antes de la toma de datos. Cada valor 
representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias 
significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de 
Student. 
Figura 4.2.20. Análisis de aparición de cotiledones verdes tras la germinación para 
las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo el promotor constitutivo 35S. Cada 
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valor representa la media ± SE de 4 determinaciones. * indica diferencias 
significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de 
Student. 
Figura 4.2.21. Ensayo de germinación en presencia de diferentes concentraciones 
de acido abscísico para las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio 
promotor, y su control silvestre COL-0. Las medidas de tomaron a los 6 días 
después de la siembra. Cada valor representa la media ± SE de 4 determinaciones. 
En ningún caso se encontraron diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su 
control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
Figura 4.2.22. Ensayo de crecimiento en presencia de 0 y 10μM de acido abscísico, 
para las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor, y su control 
silvestre COL-0 durante 21 días de crecimiento. Cada valor representa la media ±  
SE de 4 determinaciones. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su 
tratamiento control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
Figura 4.2.23. Ensayo de apertura estomática en ausencia y presencia de acido 
abscísico, para las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor. 
Cada valor representa la media ± SE de 4 determinaciones biológicas. * indica 
diferencias significativas (P≤0,05) respecto a las plantas control, de acuerdo con la 
prueba ”t” de Student. 
Figura 4.2.24. Medidas de la densidad y área estomática en condiciones normales, 
para las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor. Cada valor 
representa la media ± SE de 4 determinaciones biológicas. * indica diferencias 
significativas (P≤0,05) respecto a las plantas control, de acuerdo con la prueba ”t” de 
Student. 
Figura 4.2.25. Contenido en ABA de las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo 
su propio promotor, respecto a su control silvestre COL-0. Cada valor representa la 
media ± SE de 3 determinaciones biológicas, de COL-0 o de tres líneas 
independientes. No se encontraron diferencias significativas (P≤0,05), de acuerdo 
con la prueba ”t” de Student. 
Figura 4.2.26. Contenido en JA de las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su 
propio promotor, respecto a su control silvestre COL-0. Cada valor representa la 
media ± SE de 3 determinaciones biológicas, de COL-0 o de tres líneas 
independientes. * indica diferencias significativas (P≤0,05), de acuerdo con la 
prueba ”t” de Student. 

xvii 
 



Félix Martínez Macías 

Figura 4.2.27. Contenido en IAA de las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su 
propio promotor, respecto a su control silvestre COL-0. Cada valor representa la 
media ± SE de 3 determinaciones biológicas, de COL-0 o de tres líneas 
independientes. * indica diferencias significativas (P≤0,05), de acuerdo con la 
prueba ”t” de Student. 
Figura 4.2.28. Medida del potencial osmótico en extractos de hojas de arabidopsis 
para las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor y su control 
silvestre COL-0. Cada valor representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 
biológicas. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su control, de 
acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
Figura 4.2.29. Medida del contenido hídrico relativo en hojas de arabidopsis para 
las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor y su control silvestre 
COL-0. Cada valor representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 biológicas. * 
indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la 
prueba ”t” de Student. 
Figura 4.2.30. Medida del contenido en sodio (A) y potasio (B), de extractos de 
hojas de arabidopsis en condiciones normales, para las líneas que expresan el gen 
CtHSR1 bajo su propio promotor y su control silvestre COL-O. Cada valor 
representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias 
significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de 
Student. 
Figura 4.2.31. Medida del contenido en azucares totales en extracto de hojas de 
arabidopsis para la línea 14-3 que expresa el gen CtHSR1 bajo su propio promotor y 
su control silvestre COL-0. Se muestra un cromatograma típico de mediciones por 
HPLC, con los picos de absorción a diferentes tiempos (RT minutos), y en su 
interior se muestra una tabla con los datos obtenidos para cada línea analizada 
(mM). Estos datos son media ± SE de 3 determinaciones biológicas. 
Figura 4.2.32. Medida de la concentración de prolina en las líneas que expresan el 
gen CtHSR1 bajo su propio promotor y su control silvestre COL-0. Cada valor 
representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias 
significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de 
Student. 
Figura 4.2.33. Medida de la concentración de prolina tras tratamiento de sequia, 
en las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor y su control 

xviii 
 



Índice 

silvestre COL-0. Cada valor representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 
biológicas. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su control, de 
acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
Figura 4.2.34. Análisis de expresión mediante qRT-PCR de los genes involucrados 
en el metabolismo de prolina, en las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su 
propio promotor y su control silvestre COL-0. Cada valor representa la media ± SE 
de 3 replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias significativas (P≤0,05) 
respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
Figura 4.2.35. Comparación de los niveles de expresión de los genes de síntesis de 
prolina P5CS1 y P5CR, respecto al nivel de expresión del gen de degradación de 
prolina PDH2 en las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor, y 
su control silvestre COL-0. Cada valor representa la media ± SE de 3 replicas 
técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su 
control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
Figura 4.2.36. Clasificación funcional de las categorías sobrerrepresentadas, como 
resultado del análisis transcriptómico de las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo 
su propio promotor. 
Figura 4.2.37. Validación mediante PCR cuantitativa a tiempo real de algunos 
genes inducidos mediante el análisis transcriptómico de las líneas que expresan el 
gen CtHSR1 bajo su propio promotor. Cada valor representa la media ± SE de 3 
replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a 
su control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
Figura 4.2.38. Comparación mediante diagramas de Venn de los genes inducidos, 
obtenidos como resultado del análisis transcriptómico de las líneas que expresan el 
gen CtHSR1 bajo su propio promotor, con los genes inducidos y reprimidos bajo 
tratamiento osmótico, inducido durante 3h con 300mM de manitol. 
Figura 4.2.39. Comparación mediante diagramas de Venn de los genes inducidos, 
obtenidos como resultado del análisis transcriptómico de las líneas que expresan el 
gen CtHSR1 bajo su propio promotor, con los genes inducidos y reprimidos, bajo 
tratamiento oxidativo inducido por metil viológeno 10μM durante 3h. 
Figura 4.2.40. Comparación mediante diagramas de Venn de los genes inducidos, 
obtenidos como resultado del análisis transcriptómico de las líneas que expresan el 
gen CtHSR1 bajo su propio promotor, con los genes inducidos y reprimidos, bajo 
tratamiento con calor inducidos durante 3h a 38ºC. 
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Figura 4.2.41. Comparación mediante diagramas de Venn de los genes inducidos, 
obtenidos como resultado del análisis transcriptómico de las líneas que expresan el 
gen CtHSR1 bajo su propio promotor, con los genes inducidos (A) y reprimidos 
(B), bajo tratamiento con calor, osmótico y oxidativo, inducidos mediante los 
tratamientos anteriormente indicados. 
Figura 4.2.42. Comparación mediante diagrama de Venn de los genes inducidos, 
obtenidos como resultado del análisis transcriptómico de las líneas que expresan el 
gen CtHSR1 bajo su propio promotor, con los genes inducidos mediante la perdida 
de función del gen WRKY33, en arabidopsis. 
Figura 4.2.43. Western blot para las colonias de la cepa AH109 que expresan el 
gen CtHSR1, mediante incubación con anticuerpos específicos para el epitopo myc. 
Se muestra también la tinción con Direct Blue, correspondiente con el control de 
carga. 
Figura 4.2.44. Ensayo de crecimiento en medio SD solido selectivo de las líneas 
control y el clon DH41 obtenido mediante el rastreo de doble hibrido en levadura. 
SD-2: Medio solido SD sin leucina y triptófano. SD-3: Medio solido SD sin 
leucina, triptófano e histidina. SD-4: Medio SD solido sin leucina, triptófano, 
histidina y adenina. 
Figura 4.2.45. Estructura de los dominios proteicos presentes en la proteína de 763 
aminoácidos codificada por el gen At1g33680 de arabidopsis, según la base de datos 
de PROSITE (http://prosite.expasy.org/). 
Figura 4.2.46. Ensayo de crecimiento en medio solido, de las líneas control y el 
clon DH41 obtenido mediante el rastreo de doble hibrido y el ensayo de doble 
hibrido dirigido con el clon DH41 en levadura. SD-2: Medio solido SD sin leucina 
y triptófano. SD-3: Medio solido SD sin leucina, triptófano e histidina. SD-4: 
Medio SD solido sin leucina, triptófano, histidina y adenina. 
Figura 5.1. Vías de señalización mediadas a través de ácido jasmónico y ácido 
abscísico. Extraído y adaptado de Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007. 
Figura 5.2. Mecanismo de acción propuesto para la tolerancia a la sequía mediada 
por el CtHSR1. 
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Resumen 

RESUMEN 
 

El estrés abiótico y más concretamente la salinidad y la sequía son problemas 
ambientales que poseen un gran impacto sobre la producción mundial de alimentos, 
especialmente en las zonas semiáridas, como es el caso de la Comunidad Valenciana. 
Durante los últimos años, numerosos estudios tratan de mitigar estos daños 
producidos sobre la agricultura, pero hasta el momento no ha habido grandes avances. 
En este momento se dispone de muy pocos cultivares agronómicos tolerantes a la 
salinidad y la sequía, por lo que es necesario seguir avanzando en el conocimiento de 
las bases moleculares de los mecanismos que permiten superar estas condiciones de 
estrés. 

Por ello, en este trabajo se inicia un estudio de genética directa, en el que a 
partir de diferentes colecciones de mutantes en la especie modelo Arabidopsis thaliana, 
se realiza un rastreo para identificar mutantes con tolerancia a cationes tóxicos. En 
nuestro caso, hemos planteado un abordaje mediante el uso de norespermidina a muy 
bajas concentraciones, una poliamina no metabolizable capaz de causar un efecto 
tóxico, pero no osmótico en nuestros ensayos. Se propone que este policatión entra en 
la célula mediante algún sistema no identificado, pero fuertemente dependiente del 
potencial eléctrico de la membrana plasmática. Como este parámetro biofísico está 
determinado por las actividades relativas de la bomba H+-ATPasa, y del transporte de 
K+ y aniones, la tolerancia a norespermidina permite identificar reguladores de todos 
estos transportadores. En el rastreo de mutantes se han empleado 109972 líneas 
mutantes (unas 700000 semillas) pertenecientes a 3 colecciones de mutantes de 
activación transcripcional y 2 colecciones de mutantes de pérdida de función en 
Arabidopsis thaliana. De esta forma, se han obtenido una gran cantidad de mutantes 
confirmados tolerantes a este policatión, con porcentajes de germinación entre 2 y 6 
veces la germinación de sus controles.  

Además, también se ha realizado en esta tesis un estudio de genética reversa en 
sistema heterólogo utilizando el gen CtHSR1 de Candida tropicalis, para evaluar el 
efecto de este factor de transcripción en la especie modelo Arabidopsis thaliana. Este 
gen fue aislado en un rastreo para la identificación de genes de halotolerancia en la 
levadura Saccharomyces cereviasiae, a partir de una genoteca de la cepa NCYC2512 de 
Candida tropicalis. Mediante la obtención de plantas sobreexpresoras del gen CtHSR1 
bajo su propia región reguladora, hemos podido caracterizar un nuevo mecanismo de 
tolerancia a la sequía mediado por el factor CtHSR1. Estas plantas mostraron 
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tolerancia en estadios tempranos de desarrollo a la germinación inhibida por NaCl y 
manitol, así como tolerancia a la sequía inducida durante 14 días en invernadero en 
plantas adultas. También se observaron diferencias en el potencial osmótico en 
condiciones normales de crecimiento en las líneas transgénicas, lo que nos llevo a 
identificar un aumento del contenido en prolina de entre 1,4 y 1,8 veces, respecto a su 
control silvestre. Además, el análisis transcriptómico y la cuantificación hormonal de 
las líneas que expresan el factor CtHSR1 revelaron la activación de múltiples factores 
de transcripción de respuesta a estrés, así como un aumento en el contenido total de 
ácido jasmónico, hormona involucrada en la tolerancia frente al estrés biótico.  

Por lo tanto, el trabajo realizado en esta tesis doctoral supone un avance en la 
identificación de nuevos componentes en las vías de regulación de la tolerancia al estrés 
abiótico en plantas.   



Resum 

RESUM 

L'estrés abiòtic i concretament la salinitat i la sequera són problemes 
ambientals que posseïxen un gran impacte sobre la producció mundial d'aliments, 
especialment en les zones semiàrides, com és el cas de la Comunitat Valenciana. 
Durant els últims anys, nombrosos estudis tracten de disminuir estos danys produïts 
sobre l'agricultura, però fins al moment no han hagut grans avanços. En este moment 
es disposa de molt pocs cultius agronòmics tolerants a la salinitat i la sequera, per la 
qual cosa és necessari continuar avançant en el coneixement de les bases moleculars 
dels mecanismes que permeten superar estes condicions d'estrés.  

Per això, en este treball s'inicia un estudi de genètica directa, en el que a partir 
de diferents col·leccions de mutants en l'espècie model Arabidopsis thaliana, es realitza 
un rastreig per a identificar mutants amb tolerància a cations tòxics. En el nostre cas, 
hem plantejat un abordatge per mitjà de l'ús de norespermidina a molt baixes 
concentracions, una poliamina no metabolitzable capaç de provocar un efecte tòxic, 
però no osmòtic en els nostres assajos. Es proposa que este policatió entra en la cèl·lula 
per mitjà d'algun sistema no identificat, però fortament dependent del potencial 
elèctric de la membrana plàsmica. Com este paràmetre biofísic està determinat per les 
activitats relatives de la bomba H+-ATPasa, i del transport de K+ i anions, la tolerància 
a norespermidina permet identificar reguladors de tots estos transportadors. En el 
rastreig de mutants s'han emprat 109972 línies mutants (unes 700000 llavors) 
pertanyents a 3 col·leccions de mutants d'activació transcripcional i 2 col·leccions de 
mutants de pèrdua de funció en Arabidopsis thaliana. D'esta manera, s'ha obtingut una 
gran quantitat de mutants confirmats tolerants a este policatió, amb percentatges de 
germinació entre 2 i 6 vegades la germinació dels seus controls.  

A més, també s'ha realitzat en esta tesi un estudi de genètica reversa en sistema 
heteròleg utilitzant el gen CtHSR1 de Candida tropicalis, per avaluar l'efecte d'este 
factor de transcripció en l'espècie model Arabidopsis thaliana. Este gen va ser aïllat en 
un rastreig per a la identificació de gens de halotolerància en el rent Saccharomyces 
cereviasiae, a partir d'una genoteca del cep NCYC2512 de Candida tropicalis. Per mitjà 
de l'obtenció de plantes sobreexpresores del gen CtHSR1 baix la seua pròpia regió 
reguladora, s’ha pogut caracteritzar un nou mecanisme de tolerància a sequera regulat 
pel factor CtHSR1. Estes plantes van mostrar tolerància a la germinació inhibida per 
NaCl i manitol, així com tolerància a sequera induïda durant 14 dies en plantes 
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adultes crescudes en hivernacle. També es van observar diferències en el potencial 
osmòtic en condicions normals de creixement en les línies transgèniques, la qual cosa 
ens porta a identificar un augment del contingut en prolina d'entre 1,4 i 1,8 vegades, 
respecte al seu control silvestre. A més, l'anàlisi transcriptòmic i la quantificació 
hormonal de les línies que expresen el factor CtHSR1 van revelar l'activació de 
múltiples factors de transcripció de resposta a estrés, així com un augment en el 
contingut total d'àcid jasmònic, hormona involucrada en la tolerància front a l'estrés 
biòtic.  

Per tant, el treball realitzat en esta tesi doctoral suposa un avanç en la 
identificació de nous components en les vies de regulació de la tolerància a l'estrés 
abiòtic en plantes. 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

ABSTRACT 

Abiotic stress, and more specifically salinity and drought, are environmental 
problems that have huge impact on global food production, especially in semi-arid 
areas such as the Mediterranean countries including the Valencia region. Little 
progress has been made in the development of crops tolerant to drought and salinity. 
The problem has two aspects: tolerance to toxic cations such as sodium and tolerance 
to osmotic stress.  

In order to approach the first one we have screened tagged-mutant collections 
in the model plant Arabidopsis thaliana to identify lines tolerant to toxic cations. We 
have used as toxic cation norspermidine, a non-physiological polyamine that only acts 
as a toxic cation because it has no osmotic effects at the concentrations employed. This 
polycation enters the cell through unidentified system strongly dependent on the 
electrical potential of the plasma membrane. As this biophysical parameter is 
determined by the relative activities of the H+-ATPase pump and secondary ion 
transport of K+ and anions, norspermidine tolerant mutants could allow us to identify 
regulators of these transporters. We have screened 110,000 mutant lines (around 
700,000 seeds) from 3 transcriptional activation mutant collections and 2 loss of 
function mutant collections in Arabidopsis thaliana. In this way, we have obtained 
numerous confirmed mutants tolerant to this polycation, with 2 - 6 fold germination 
percentage than the control line. 

In order to approach tolerance to osmotic stress, we have expressed the 
CtHSR1 gene from Candida tropicalis in the model plant Arabidopsis thaliana to 
evaluate its effect on plant drought tolerance. This gene was isolated from a gene 
library of Candida tropicalis strain NCYC2512 by screening for the identification of 
halotolerant genes in the yeast Saccharomyces cereviasiae. Arabidopsis transgenic plants 
expressing CtHSR1 from its own promoter exhibited tolerance to osmotic stress in two 
different assays: seed germination inhibited by NaCl and manitol and drought 
tolerance of adult plants in the greenhouse. Differences in osmotic potential were 
observed under normal growth conditions in the transgenic lines and we measure an 
increase in proline content between 1.4 and 1.8 fold, compared to control plants. 
Transcriptomic analysis indicated that CtHSR1 induces multiple transcription factors 
involved in response to stress. Hormone analysis detected an increase of jasmonic acid, 
hormone involved in biotic stress tolerance.  
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1- INTRODUCCIÓN 

 
1.1- Importancia de la biotecnología 

 
A medida que la población mundial aumente durante la primera mitad de este 

siglo, hasta alcanzar los 9000 millones de personas aproximadamente (Tabla 1.1; 
ONU, 2007), la demanda mundial de alimentos se duplicará, con el problema de que 
al mismo tiempo los cultivos podrían usarse también para producir bioenergía y para 
otros fines industriales (Figura 1.1; FAO, 2002).  

 

 

Tabla 1.1. Crecimiento de la población mundial durante el periodo comprendido 
entre 1950 y 2050. Población mundial, desglosada por principales grupos de 
desarrollo, zonas y por variante de proyección (ONU, 2007).  

Población 
(en millones de hab.) 

 Población en 2050 
(en millones de hab.) 

 
 
Zonas principales 1950 1975 2007 Baja Media Alta Constante 
Mundo 2535 4076 6671  7792 9191 10756 11858 
Regiones desarrolladas 814 1048 1223  1065 1245 1451 1218 
Regiones en desarrollo 1722 3028 5448  6727 7946 9306 10639 

 
La demanda de productos agrícolas producirá como resultado una presión 

creciente sobre los ya escasos recursos agrícolas. En ese momento, la agricultura se verá 
obligada a competir con los núcleos urbanos en crecimiento por la tierra y el agua, así 
como también tendrá que ser de utilidad en otros grandes frentes: la adaptación al 
cambio climático, la ayuda para conservar los hábitats naturales, la protección de 
especies en peligro de extinción y el mantenimiento de un alto nivel de biodiversidad 
(FAO, 2009).  
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 A

B

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.1. Perspectiva en la demanda mundial de alimentos entre el periodo 

comprendido entre el 1964 y el 2030 (A) y perspectiva de la producción mundial de 

alimentos entre el periodo comprendido entre el 1961 y el 2030 (B) (FAO, 2002). 

 
Como si eso no fuera suficientemente difícil, en la mayoría de las regiones la 

población disminuirá en las zonas rurales y un número incluso menor se dedicará a la 
agricultura. Por lo tanto, serán precisas nuevas tecnologías para producir más en una 
superficie menor de tierra, con menos mano de obra (FAO, 2009), ya que en la 
actualidad, numerosos países ya necesitan asistencia alimentaria (Figura 1.2; FAO, 
2011). 
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 Figura 1.2. Perspectivas de cosechas y situación alimentaria (FAO, 2011).

 
El aumento de la tierra cultivada, el incremento de la frecuencia de las 

cosechas (mediante regadío) y el aumento de los rendimientos son tres mecanismos 
empleados para el aumento de la producción en los cultivos, aunque parece que todos 
están llegando a su límite.  

A lo largo de la historia, el hombre ha introducido mejoras en las plantas de 
cultivo a través de la selección, mejora de vegetales y la hibridación (como  la 
polinización controlada de plantas). La biotecnología vegetal es una extensión de esta 
tradición con una diferencia muy importante, ya que permite la transferencia de una 
mayor cantidad de información genética de una manera más precisa, controlada y en 
un periodo menor de tiempo.  

Al contrario que el método tradicional de mejora de plantas, que incluía el 
cruce incontrolado de cientos o miles de genes, la biotecnología vegetal permite la 
transferencia selectiva de un gen o unos pocos genes deseables. Gracias a su mayor 
precisión, esta técnica permite que los mejoradores puedan desarrollar variedades con 
caracteres específicos y sin incorporar aquellos no deseables. 

Muchos de estos caracteres introducidos en las nuevas variedades 
proporcionan a las plantas resistencia a insectos y enfermedades que pueden destruir el 
cultivo. Otros incorporan mejoras tanto nutricionales como organolépticas, por 
ejemplo tomates con un contenido mayor de sólidos solubles o semillas oleaginosas 
que producen aceites con un contenido menor de grasas saturadas.  
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Estas mejoras en los cultivos pueden contribuir a producir una abundante 

oferta de alimentos y a proteger nuestro medio ambiente para las futuras generaciones. 
Y yo me pregunto: ¿por qué cuando algunas personas oyen hablar de 

biotecnología o de organismos modificados genéticamente (en adelante OMGs), 
sienten que algo “no va bien”?. Debe ser que la desinformación ha contribuido a crear 
una fuerte oposición frente a los transgénicos.  

En primer lugar hay que entender que la biotecnología se define como una 
aplicación tecnológica que utiliza o manipula organismos vivos, o sus derivados, para 
la obtención de productos o procesos de valor para el ser humano. 

Este año se cumple el 19º aniversario de la comercialización de OMGs, que se 
plantaron por primera vez en 1996. Los considerables beneficios económicos, 
ambientales y sociales que ofrece este tipo de cultivos ha llevado a millones de 
agricultores de todo el mundo a seguir aumentando la superficie agrobiotecnológica.  

Se ha avanzado en varios frentes importantes: la superficie acumulada de 1996 
a 2010 alcanzó un hito mundial histórico; el número de hectáreas agrobiotecnológicas 
registró un importante incremento interanual (Figura 1.3); se alcanzó el récord de 
países productores de cultivos biotecnológicos; y aumentó el número de agricultores 
que plantaron este tipo de cultivos en todo el mundo; la cifra de crecimiento mundial 
refleja una mayor estabilidad y confianza en la adopción de los OMGs, ya que se han 
establecido de manera permanente (James, 2010).  

M
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 Figura 1.3. Superficie agrobiotecnológica mundial en el periodo 1996-2010 (James, 2010). 
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Estos datos son muy importantes, puesto que los OMGs ya contribuyen a 
resolver algunos de los principales problemas que se plantean en la sociedad actual, 
como la seguridad y la autosuficiencia alimentaria, la sostenibilidad, la lucha contra la 
pobreza y el hambre, y la mitigación de algunos de los retos asociados al cambio 
climático y al calentamiento global. Los OMGs encierran un enorme potencial de cara 
al futuro (James, 2010). 
 

1.2- El concepto de estrés abiótico  
 

Definimos como estrés abiótico a los efectos sobre el metabolismo celular, que 
provocan una alteración sobre la fisiología y el desarrollo de las plantas. Este tipo de 
estrés está producido principalmente por factores ambientales tales como la luz, la 
temperatura, el agua y la concentración de iones en el suelo, y contribuyen junto a 
otros factores a la degradación del suelo impidiendo su uso como tierras cultivables 
(Figura 1.4).  

Leyenda

Área con profundidad < 50cm
Área con escaso drenaje 
Área pedregosa 

Vertisoles
Suelos con poca fertilidad
Área con elevada salinidad
Área con elevada acidez 
Área de turberas

Otras áreas
Reservas de agua

Área desértica

Área polar
Suelos aluviales en desiertos

Área sin problemas

Área desértica
Área con pendiente > 30%

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.4. Mapa mundial mostrando las principales causas de degradación del suelo (FAO, 

2007a).  
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La salinidad de los suelos, junto con la sequía y la temperatura, son factores 

abióticos que conllevan graves consecuencias para la agricultura, ya que limitan la 
producción de los cultivos e impiden el potencial uso agrícola de suelos no cultivados, 
o contaminados previamente (Flowers, 2004).  

 
1.2.1- El problema de la salinidad 
 
Un suelo se define como salino cuando la conductividad eléctrica del extracto 

de saturación es de al menos 4dS/m, lo que equivale a una concentración de NaCl (la 
sal más común en los suelos) de 40mM que genera una presión osmótica de 0,2MPa 
(Munns y Tester, 2008). La salinidad afecta a ~109 ha de la superficie terrestre total 
(Tester y Davenport, 2003), habiéndose estimado que un 20% de la superficie agrícola 
y un 50% de la superficie de regadío se encuentran salinizadas (Yokoi y col., 2002; 
Figura 1.5).  

  

Leyenda
Nivel y tipo de contaminación salina

Salina moderada

Salina suave

Salina alta

Salina extrema

Sódica moderada

Sódica suave

Sódica alta

Sódica extrema

Salino/sódico suave

Salino/sódica alta

Salino/sódica extrema

Salino/sódica moderada
 
 
 
 
 
 

Figura 1.5. Mapa mundial mostrando los suelos afectados por diferentes tipos y niveles de 

contaminación salina (www.clubgreen.nl).  
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La salinización de los suelos se produce de forma natural por la meteorización 

de rocas o por la deposición de sales oceánicas arrastradas con el viento y el agua 
(Munns y Tester, 2008). En regiones áridas y semiáridas, la alta insolación y la baja 
pluviometría contribuyen a concentrar las sales en el suelo y sólo mediante el cultivo 
en regadío se puede mejorar la productividad agrícola. También existe una 
contaminación antrópica, que puede ser resultado de unas malas prácticas agrícolas, o 
de la sobreexplotación de los recursos hídricos, produciendo el fenómeno conocido 
como intrusión salina.  

Una posible solución al problema de la baja productividad de los cultivos en 
suelos salinos es el uso de cultivares halotolerantes. En la naturaleza existen especies 
halófitas, que resisten concentraciones salinas de hasta 500mM, y glicófitas, que son 
sensibles a alta salinidad e incluyen a la mayoría de especies cultivadas. En general, 
ambos tipos de especies comparten mecanismos de resistencia a estrés osmótico y sólo 
se diferencian en el perfil de expresión de los genes implicados. Por ejemplo, la especie 
halófita Thelungiella halophila O.E. Schultz, cuyo genoma muestra una homología del 
90-95% con el de Arabidopsis thaliana (L.) Heinh (en adelante arabidopsis), expresa 
constitutivamente más de 40 genes que en arabidopsis sólo se expresan en condiciones 
de estrés (Taji y col., 2004).  

La investigación en mejora de la tolerancia al estrés abiótico se dirige a la 
mejor comprensión de los efectos causados por el estrés, tanto a nivel celular como de 
organismo completo, así como de las respuestas adaptativas de las plantas frente a 
dicho estrés. Para ello es necesario identificar tanto los componentes que determinan la 
tolerancia, como los elementos reguladores de éstos. 
 

1.2.2- El problema de la sequía 
 
La Tierra posee aproximadamente 1400 millones de km3 de agua, de los que 

solo un 0,003% es considerado como recursos disponibles, pudiendo ser utilizados 
para uso domestico, agricultura o industria. La agricultura es la actividad con mayor 
requerimiento, siendo en torno al 70% del agua disponible. Por ejemplo, una tonelada 
de cereal necesita un aporte de agua durante su desarrollo de entre 1000 y 3000 m3 
(FAO, 2007b). Por este motivo, la falta de agua es una de las principales limitaciones 
para la productividad de los cultivos, ya que los suelos semisecos o secos, constituyen el 
41,3% de la superficie mundial terrestre (Figura 1.6).  
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Leyenda

Suelo súper árido
Suelo árido
Suelo semi árido
Suelo semi húmedo Población

Área de la superficie

Porcentaje de la superficie mundial terrestre

Porcentaje de la población mundial

El 34,7% de la
población mundial,
habita en zonas con
suelos semisecos

Los suelos semisecos constituyen el 
41,3% de la superficie mundial 
terreste

ECUADOR

 
 
 

Figura 1.6. Mapa mundial mostrando la distribución geográfica de los suelos con escasez de 

agua, desde súper áridos hasta semi húmedos (MA, 2005). 

 
En el trabajo realizado por Meigs (1953), se desarrollo un sistema de 

clasificación en el que se consideraban zonas extremadamente áridas, aquellas en las 
que hubieran doce meses seguidos sin lluvias, zonas áridas en las que las 
precipitaciones anuales fueran menores a 250mm, y regiones semiáridas, en las que las 
lluvias anuales fueran entre 250 y 500mm. En la actualidad, uno de los indicadoras 
más conocidos para la sequía es el índice Falkenmark (Falkenmark, 1989). Este índice 
se define como la cantidad de agua renovable per capita, disponible para uso humano. 
Basado en el uso del agua per capita, este índice establece 4 categorías denominadas sin 
estrés, con estrés hídrico, con sequía, y absolutamente seco (Tabla 1.2; Falkenmark y 
Widstrand, 1992).   
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Tabla 1.2. Definición gradual del nivel de sequía (Adaptada de 
Falkenmark y Widstrand, 1992). 

Agua renovable (m3/persona.año) Nivel de sequía 
<500 Sequía absoluta 

500 – 1000 Escasez crónica de agua 
1000 - 1700 Estrés hídrico normal 

>1700 Estrés hídrico ocasional 

Esta clasificación de la escasez de agua se basa principalmente en estimaciones 
del número de personas que pueden vivir razonablemente con una determinada 
cantidad de recursos hídricos. Este indicador es ampliamente utilizado porque se 
puede calcular fácilmente para todos los países del mundo y en todos los años, gracias a 
la base de los datos sobre recursos hídricos (FAO- AQUASTAT, 2013) y de población 
(ONU, 2009). 

La mayoría de las plantas necesitan agua disponible para un correcto 
crecimiento y desarrollo, pero existen especies capaces de soportar ciertos niveles de 
sequía. Esto permite clasificar las especies según el grado de tolerancia a diferentes 
niveles de humedad, desde los ambientes acuáticos (hidrófitas) hasta los áridos 
(xerófitas). La mayoría de especies cultivadas necesitan un nivel bajo de humedad pero 
de forma continuada (mesófilas), bien porque son incapaces de mantener el contenido 
hídrico celular, o porque carecen de un sistema radicular apropiado para suelos 
semiáridos.  

Normalmente, las plantas toleran niveles de deshidratación aproximadamente 
del 30%, pudiendo recuperar su contenido hídrico sin efectos irreversibles sobre su 
desarrollo. Las especies que toleran la sequía, pueden sobrevivir con unos niveles de 
deshidratación del 90% aproximadamente, hidratándose correctamente después 
cuando hay agua para continuar con su desarrollo.  

Una especie muy estudiada como modelo para la tolerancia a la sequía es 
Craterostigma plantagineum, tambien conocida como la planta de resurrección (Bartels 
y Salamini, 2001). La diferencia entre esta especie tolerante a la sequía y otras especies 
sensibles, como por ejemplo arabidopsis, no parece ser la presencia de genes 
diferenciales entre ambas especies, sino el patrón de expresión de dichos genes 
(Hilbricht y col., 2002, Deng y col., 2002).   
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1.2.3- El problema de la temperatura 
 

Las temperaturas superiores o inferiores a la óptima, tienen como 
consecuencia directa una reducción en el crecimiento que puede llegar a provocar 
incluso la muerte celular. Esto se debe a diferentes factores entre los que se encuentran 
la pérdida de la homeostasis celular y la alteración de los lípidos de membrana. Estos 
cambios en la membrana plasmática, provocan mayor fluidez de la misma, 
interfiriendo en procesos celulares. Además, a elevadas temperaturas, se produce una 
disminución en la funcionalidad de muchas proteínas, llegando incluso a 
desnaturalizarlas. La alteración proteica y de membrana, induce la producción de 
especies reactivas de oxígeno, que provocan en la célula daño oxidativo que se traduce 
finalmente en una reducción de la eficiencia fotosintética, así como una reducción en 
la fijación de CO2 (Larkindale y col., 2005). 

El conocimiento de la respuesta de las plantas al estrés térmico comenzó con el 
trabajo de Ritossa (1962), empleando la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster.  
Ritossa observó que tras aumentar la temperatura, aparecían engrosamientos en 
cromosomas politénicos de células de glándulas salivales de la mosca de la fruta.  Diez 
años después, Tissieres y colaboradores (1974), descubrieron que dichos 
engrosamientos eran debidos a cambios transcripcionales que permitieron identificar 
las proteínas de choque térmico o HSPs (del inglés, Heat Shock Proteins). Muchas de 
estas proteínas de choque térmico poseen función chaperona y ayudan en el 
plegamiento de otras proteínas recién sintetizadas para alcanzar una correcta 
funcionalidad (Boston y col., 1996). En los últimos años, se ha observado que la 
respuesta celular frente al estrés térmico no solo es llevada a cabo por HSPs, sino que 
intervienen multiples vías de señalización mediadas por hormonas [como el ABA(ácido 
abscísico), ácido salicílico o etileno], cationes (Ca2+) o compuestos reactivos del 
oxígeno (H2O2; Figura 1.7; Sachin y col., 2007). 
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Figura 1.7. Mecanismos de acción y respuesta al estrés térmico (Adaptada de Sachin y col., 

2007). 
 

1.2.3.1- Proteínas de choque térmico 
 

Los primeros estudios realizados revelaron la importancia de las proteínas de 
choque térmico principalmente por dos razones: se encuentran altamente conservadas 
en la mayoría de organismos, y muchas de ellas son esenciales para el funcionamiento 
celular (Schlesinger, 1990). Estas proteínas se clasifican según su peso molecular en 
kDa, y podemos encontrar las HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 y proteínas con un 
menor peso denominadas sHSP (del inglés, small Heat Shock Proteins) (Vierling, 
1991).   

La familia HSP70 de levadura es la más estudiada, y comprende 9 miembros 
que se localizan en tres compartimentos celulares diferentes; núcleo, mitocondria y 
retículo endoplasmático. Están proteínas, son necesarias para la traslocación de 
proteínas sintetizadas en el citoplasma hasta compartimentos como la matriz 
mitocondrial, retículo endoplasmático, cloroplasto o lisosoma (Schlesinger, 1990).  
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Las proteínas HSP60s fueron las primeras proteínas denominadas “chaperonas 

moleculares”, y se encuentran principalmente en cloroplastos y mitocondrias. Una de 
las funciones que desarrollan en el cloroplasto es la de ayudar en el correcto ensamblaje 
de la Rubisco, holoenzima compuesta por 16 subunidades (Vierling, 1991).  

El tercer grupo de proteínas es el de las HSP90s, que son altamente 
fosforiladas en residuos de serina y treonina, y se localizan principalmente en el 
citoplasma. Algunas de ellas están asociadas a las proteínas que conforman el 
citoesqueleto, actina y tubulina, y aunque su función no ha sido identificada, su 
actividad chaperona podría explicar dicha interacción (Schlesinger, 1990).  

Las más grandes son las HSP100, que son hexámeros de proteínas tipo AAA 
(del inglés ATPases Associated with diverse cellular Activities), con capacidad de unión e 
hidrólisis de ATP, e involucradas en la remodelado de proteínas (Neuwald y col., 
1999), mientras que las sHSP son las más pequeñas, con un peso molecular entre 16 y 
42kDa, que forman complejos oligoméricos de 200 a 750kDa (Van Montfort y col., 
2002). 

Todas estas proteínas de respuesta a estrés térmico se transcriben en todos los 
organismos eucariotas del mismo modo. En los promotores de estas HSPs, existen 
elementos reguladores de la respuesta transcripcional al estrés térmico (en adelante 
HSE, del inglés Heat Shock Element), que son reconocidos por factores de 
transcripción altamente conservados que se denominan HSFs (del inglés, Heat Shock 
Factor; Nover y col., 2001). 

 
1.2.3.2- Factores de transcripción de choque térmico 

 
Como hemos visto, la respuesta frente al estrés térmico es mediada a través de 

HSFs, que reconocen elementos del ADN en los promotores de las proteínas de 
choque térmico. Estos elementos de unión denominados HSE, fueron descritos como 
una secuencia palindrómica de 5 nucleótidos nGAAn identificada en el promotor de la 
HSP83 de Drosophila (Sorger, 1991; Figura 1.8). 
 
 

Figura 1.8. Elemento HSE de unión al ADN (Sorger, 1991).
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En arabidopsis, existen 21 HSFs, que se clasifican en 3 subclases: A, B y C 

(Figura 1.9). Aunque la presencia de estos factores de transcripción en plantas es muy 
superior que en otros organismos como vertebrados, donde solo existen cuatro HSFs, 
en Drosophyla melanogaster y Caenorhabditis elegans solo existe un HSFs, o en el caso 
de la levadura Saccharomyces cerevisiae en la que solo se encuentra un HSFs y 3 
proteínas con elevada homología denominadas HSR (del inglés, Heat Shock Related), 
su estructura se encuentra conservada en eucariotas.  
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

Figura 1.9. Estructura de los HSF y de los dominios presentes en los factores de la clase A, B y 
C de arabidopsis. DBD: dominio de unión a ADN. HRA/B: dominio de trimerización. NLS: 
dominio de localización nuclear. AHA: dominio de activación transcripcional. NES: dominio 
de exportación nuclear (Adaptada de Nover y col., 2001). 

En el extremo N-terminal, se encuentra el dominio de unión a ADN o DBD 
(del inglés, DNA Binding Domain), compuesto por 3 hélices alfa, y 4 láminas beta. La 
parte hidrófoba de esta estructura, asegura un correcto posicionamiento del dominio 
HTH (del inglés, Helix Turn Helix), necesario para el reconocimiento del HSE (Nover 
y col., 2001). Otra de las características principales en la estructura de los factores de 
transcripción inducibles por choque térmico, es su naturaleza oligomérica. En el 
trabajo de Sorger y Nelson (1989) donde estudiaron el factor de transcripción HSF1 
de Saccharomyces cerevisiae, observaron que esta proteína formaba trímeros cuando se 
encontraba en solución o unida a ADN. Esta estructura, al igual que el motivo 
estructural conocido como cremallera de leucina, se basa en la presencia de una leucina 
(aminoácido hidrófobo) cada 7 residuos. En plantas, este dominio se encuentra en el 
extremo C-terminal del DBD, y ambos dominios se encuentran unidos mediante una 
zona flexible con una longitud de 9 a 39 residuos aminoacídicos para la clase A, de 
entre 50 y 78 para la clase B, y de 14 a 49 para la clase C. El dominio de trimerización 
posee una estructura específica dependiendo de la clase a la que pertenezca.  
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De este modo, los dominios de trimerización de los HSFs de la clase B, poseen 
una estructura similar al resto de factores de transcripción de otras especies, mientras 
que los pertenecientes a la clase A y C, poseen una mayor longitud, incorporando 
secuencias aminoacídicas de 21 y 7 residuos, respectivamente (Nover y col., 2001; 
Figura 1.9). La formación de trímeros permite una mayor afinidad entre el HSF y 
HSE, ya que la zona de contacto entre proteína/ADN aumenta (Sorger, 1991; Figura 
1.10). 

Figura 1.10. Modelo de interacción entre los trímeros formados entre los HSF y la secuencia 
diana de los HSE (Adaptada de Morimoto y col., 1990).  

 
 
  

1.2.3.3- Proteínas con elevada homología a proteínas inducibles por 
choque térmico 

 
Tal y como se describe en el apartado anterior, los factores de transcripción 

activados por choque térmico poseen unos dominios concretos necesarios para su 
correcta funcionalidad, como es el DBD y el dominio de trimerización. De igual 
forma, existen proteínas que poseen una elevada homología de secuencia con estos 
HSF, pero no en todos sus dominios a las que se denominan HSR (del inglés, Heat 
Shock Related; Landsman y Wolffe, 1995). En esta tesis doctoral, se ha empleado una 
proteína con elevada homología al DBD del los HSFs, concentrada principalmente en 
los primeros 80 aminoácidos desde el extremo C-terminal llamada CtHSR1 (del 
inglés, Heat Shock Related 1; Ali y col., 2001). En este caso, a diferencia del resto de 
factores de transcripción de respuesta a calor, carece del dominio de trimerización 
propio de estos factores, por lo que la afinidad al HSE se verá disminuida, y quizás sea 
necesaria la interacción con otras proteínas para unirse al ADN y activar la 
transcripción. 
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Se han identificado diferentes proteínas HSR, involucradas en procesos 

celulares importantes como la importación postraduccional de P5CS (Δ1-pirrolina-5-
carboxilato sintasa) en levadura (Hiroshi y col., 1988) y en la relajación de músculos 
lisos de tráquea y arteria carótida dependiente de nucleótidos cíclicos en vacas (Arthur 
y col., 1997). También se han identificado proteínas HSR inhibidoras de la 
proliferación tumoral, inducida mediante metilcolantreno, un inductor tumoral 
químico en ratones (Ullrich y col., 1986). Además, la familia de factores de 
transcricpcion ETS compuesta por 29 genes en humanos y 28 en ratón, poseen un 
dominio de unión al ADN con elevada homología al de los HSFs. Estos factores de 
transcricpion ETS, están involucrados en numerosos procesos biológicos como el 
desarrollo de diferentes tejidos, la activación y crecimiento de los linfocitos T y la 
progresión del cáncer (Lansmann y Wolffe, 1995).  

Por lo tanto, parece que existen multitud de proteínas con elevada homología 
a proteínas de choque térmico, funcionalmente importantes en eucariotas. Por este 
motivo, el estudio de proteínas HSR, podría llevar a la identificación de nuevos 
caracteres de tolerancia a diferentes enfermedades en humanos, o a diferentes tipos de 
estrés en plantas.  

 
 
1.3- Efectos fisiológicos del estrés abiótico sobre las plantas 

 
A diferencia de otros organismos eucariotas las plantas son organismos sésiles, 

y la imposibilidad de movimiento cuando las condiciones del medio no son las 
adecuadas, las obliga a desarrollar mecanismos de respuesta frente a todo tipo de 
estreses: fitófagos, plagas, temperatura, sequía, salinidad, etc. Los cambios fisiológicos 
producidos por los distintos factores abióticos en plantas derivan de sus componentes 
principales: el estrés osmótico y la toxicidad iónica. Además de estos efectos primarios, 
existe un conjunto de efectos secundarios derivados de los anteriores como el estrés 
oxidativo, la pérdida de la homeostasis iónica o de pH, deficiencias en la absorción de 
iones como el potasio (K+) y disminución del crecimiento celular (Munns y Tester, 
2008).  
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1.3.1- Estrés osmótico 

 
La falta de agua y el exceso de sales provocan una drástica reducción en el 

potencial osmótico del suelo, dificultando la absorción de agua por las plantas. En 
unas horas, la falta de agua causa una reducción transitoria en el crecimiento de hojas y 
raíces. Se produce una alteración en las relaciones hídricas de las células, ya que éstas 
responden a la falta de agua en el citosol (necesaria para las reacciones metabólicas) 
aportándola desde la vacuola. De este modo, las células pierden turgencia y reducen su 
expansión.  

Además, las plantas minimizan la deshidratación cerrando los estomas para 
evitar la pérdida por evapotranspiración. El cierre estomático disminuye la toma de 
CO2, lo que disminuye la fijación de esta molécula mediante la fotosíntesis (Munns, 
2002).  

Unas proteínas encargadas de contrarrestar el componente osmótico del estrés 
hídrico y salino son las LEA (del inglés, Late Embryogenesis Abundant), y se inducen 
siempre en episodios de estrés (Munns y col., 2002). La sobreexpresión constitutiva de 
proteínas LEA de cebada mejoró la halotolerancia en plantas transgénicas de arroz (Xu 
y col., 1996). Durante episodios de estrés, también se induce la biosíntesis de canales y 
enzimas de detoxificación, así como de moléculas señalizadoras como el ABA, que 
impulsarán la transcripción de genes  de tolerancia frente al estrés (Figura 1.11). 

 
 

 

SEQUÍA

Factores de transcripción 
(DREB2, AREB, MYC, MYB, bZIP, NAC,
HB)

Proteínas quinasas y fosfatasas 
Metabolismo de fosfolípidos

Biosíntesis de ABA
Proteasas

Biosíntesis de osmolitos
(prolina, azucares)

Protectores de macromoléculas 
(chaperonas, proteínas LEA)

Canales de agua 
TransportadoresEnzimas de detoxificación  

  

 

 
 

 
 
 
 

Figura 1.11. Funciones de los genes de respuesta y tolerancia al estrés, inducidos por sequía 
(Adaptada de Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007). 
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1.3.2- Toxicidad iónica y desequilibrio electroquímico 

 
La salinidad también provoca un desequilibrio iónico a nivel intracelular. La 

homeostasis es la tendencia de un organismo a mantener su estado interno de 
equilibrio a pesar de los cambios en su entorno. En condiciones normales, en la célula 
existe un flujo continuo de entrada y salida de iones, regulado de manera que la 
concentración de cada ion, resultante de este flujo neto, se ajusta a los requerimientos 
celulares.  

En estas condiciones el pH en el citosol se mantiene en torno a la neutralidad, 
y las concentraciones de Na+ y cloro (Cl-) varían entre 1 y 10mM, las de potasio entre 
100 y 200mM, las de magnesio (Mg2+) alrededor de 1mM, y las de calcio (Ca2+) entre 
100 y 200nM (Niu y col., 1993).  

Por lo tanto, de forma general, las células tienden a acumular principalmente 
K+ y Mg2+ en el citosol, mientras que otros iones como Na+, Cl-, Ca2+ y H+ son 
expulsados al apoplasto o compartimentados en la vacuola. Las proteínas encargadas 
del transporte de iones a través de la membrana plasmática o del tonoplasto y su 
regulación juegan un papel fundamental en el mantenimiento de esta homeostasis 
iónica. Para una mejor comprensión del transporte de iones a nivel celular, debemos 
distinguir entre transporte de alta y de baja afinidad.  

El transporte de alta afinidad es el que media la toma de iones cuando la 
concentración extracelular de éstos es del orden μM, mientras que el de baja afinidad 
media la toma en el orden mM (Epstein y col., 1963). Estos mecanismos son 
mediados por dos tipos de proteínas de membrana que posibilitan el transporte de 
iones en contra de su gradiente de concentración (transporte activo secundario): 
canales y transportadores. Los canales utilizan el potencial de membrana para energizar 
el transporte de iones y los transportadores el gradiente de pH y, si no son 
electroneutros, el potencial de membrana (negativo dentro). Los canales se caracterizan 
por una “puerta” que regula su actividad (no están siempre activos), permitiendo el 
acceso del ligando al sitio de unión, simultáneamente, desde las dos caras de la 
membrana. Los transportadores permiten la entrada del ion mediante un cambio 
conformacional en su estructura que libera el ion transportado en la otra cara de la 
membrana (Ames y Lecar, 1992).  
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Aunque inicialmente los canales se asociaban al mecanismo de baja afinidad y 

los transportadores al de alta, estudios posteriores parecen indicar que ambos pueden 
mediar una incorporación bifásica de iones (Dalton, 1984; Fu y Luan, 1998).  

El exceso de NaCl en el medio durante episodios de estrés salino causa fuertes 
efectos sobre la homeostasis iónica que la célula debe reestablecer para asegurar un 
crecimiento y funcionamiento metabólico adecuado (Binzel y col., 1989). Dada la 
similitud en entre el Na+, el K+  y Mg2+, el primero actúa como inhibidor competitivo 
en los sitios específicos de enzimas que requieren la unión de K+ o Mg2+.  

En este sentido, la célula necesita mantener sistemas de expulsión de Na+, ya 
que concentraciones de este catión superiores a 100mM en el citoplasma inhiben 
procesos bioquímicos y fisiológicos (Serrano, 1996). Así, procesos celulares esenciales 
como la síntesis de proteínas, el procesado del ARN o el metabolismo de azúcares se 
ven fuertemente afectados por la presencia de altas concentraciones de Na+ 
(Marschner, 1995; Forment y col., 2002). Además, concentraciones salinas superiores 
a 400mM rompen el equilibrio electrostático necesario para el mantenimiento de las 
estructuras terciarias y cuaternarias de las proteínas, produciendo la inhibición de la 
mayor parte de la actividad enzimática por desnaturalización (Wyn-Jones y Pollard, 
1983). 

 
1.3.3- Estrés oxidativo 

 
El estrés abiótico, y principalmente el estrés térmico, el oxidativo y el hídrico, 

produce daños oxidativos derivados de la sobreacumulación de especies reactivas de 
oxígeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species) como los radicales superóxido (·O2

-), 
peróxido de hidrógeno (H2O2) o los radicales hidroxilo (·OH-). Los valores normales 
de producción de especies reactivas de oxígeno en la célula son de 240μM/s de O2

- y 
unos niveles constantes de H2O2 en el cloroplasto de 0,5μM (Polle, 2001), pero bajo 
diferentes estreses pueden verse aumentados causando daños oxidativos en lípidos de 
membrana plasmática, proteínas y ácidos nucleicos (Hernández y col., 2001). 

De forma general, las ROS han sido siempre consideradas subproductos de 
procesos aeróbicos (Asada y Takahashi, 1987), como son el transporte de electrones en 
cloroplastos y mitocondrias o la oxidación de metabolitos, aunque en los últimos años 
se han identificado nuevas fuente de ROS como las NADPH oxidasas y peroxidasas 
(Dat y col, 2000).  
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Uno de los posibles mecanismos de respuesta frente al estrés osmótico es a 

través de la activación de quinasas tipo MAP (del inglés, Mitogen-Activated Protein 
Kinase) y factores de transcripción que regulan procesos celulares de síntesis o 
degradación de ROS, la fotosíntesis o la producción de HSPs. También la señalización 
de ROS produce la activación de quinasas con dominio tipo calmodulina (quinasas 
con dominio de unión a calcio), capaces de inducir o reprimir diversos factores de 
transcripción de respuesta a estrés oxidativo (Figura 1.12; Mittler, 2002).  

Los azucares solubles también están directamente relacionados con la 
producción de especies reactivas de oxígeno durante la respiración mitocondrial o la 
fotosíntesis, e involucrados en procesos antioxidantes como son la síntesis de 
carotenoides y la ruta de las pentosas fosfato, en la que se produce NADPH necesario 
en la detoxificación de peróxido de hidrógeno (H2O2; Couée y col., 2006).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Producción de 
intermediarios

Degradación de 
intermediarios

Proteínas de 
choque térmico

Producción de 
NADPH

Fotosíntesis

Factores de 
transcripción

Cascada de MAP 
quinasas

Ca/Calmodulinas
quinasas

Sensor

Ca2+

Calmodulinas

Ras/Rac

AtANP1
AtMPK3/6
p46MAPK

WRKY
EREBP
DREBA
myb
AP‐1
Ocs/AS‐1
HSF

Fosfatasas Tyr
H2O2

 

  

Figura 1.12. Modelo de señalización y respuesta al estrés oxidativo (Adaptada de Mittler, 
2002).  

Mediante la producción de plantas transgénicas que sobreexpresan algunas de 
las enzimas detoxificadoras de ROS como la glutatión peroxidasa, superóxido 
dismutasa, ascorbato peroxidasa o glutatión reductasa se consiguió una mejora de la 
tolerancia a la salinidad (Bohnert y Sheveleva, 1998). También la sobreexpresión de 
genes de síntesis de manitol, fructanos, trehalosa, ononitol, prolina, glicina-betaína y 
ectoína produce plantas transgénicas halotolerantes, especialmente si la síntesis se 
dirige al cloroplasto que es la principal fuente de ROS (Shen y col., 1997; Zhu, 2001).  
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Además, pretratamientos con ácido salicílico (SA), ácido abscísico (ABA), 
cloruro de calcio (CaCl), H2O2 y ACC (1-aminociclopropano-1-ácido carboxílico, 
precursor del etileno), confieren mayor tolerancia al estrés térmico (Larkindale y 
Huang, 2004). Otro de los mecanismos de tolerancia frente al estrés oxidativo es la 
síntesis de proteínas protectoras como las osmotinas y dehidrinas, que mantienen la 
estructura de las proteínas en condiciones de elevada salinidad (Munns y col., 2002).  

A menudo los osmolitos compatibles se acumulan a concentraciones 
demasiado bajas como para permitirles participar en el reajuste osmótico, por lo que se 
cree que su papel se centra en la degradación de ROS y la protección de las estructuras 
celulares frente a daños oxidativos (Hong y col., 2000; Zhu, 2001), como es el caso del 
manitol, donde la sobreexpresión de genes de síntesis en trigo no fue suficiente para 
contribuir al ajuste osmótico en condiciones de sequía, pero si para contribuir a la 
detoxificación de radicales superóxido e hidroxilo (Abebe y col., 2003). Las plantas 
transgénicas superproductoras de osmolitos muestran una mayor tolerancia a todo tipo 
de estreses abióticos que generan ROS: frío, congelación, calor y sequía (Rhodes y 
Hanson, 1993). Por ejemplo, plantas de arroz que sobreexpresan genes de biosíntesis 
de trehalosa, muestran un menor daño oxidativo en el fotosistema II durante episodios 
de sequía y salinidad (Garg y col., 2002). También la síntesis de poliaminas se induce 
en presencia de estrés y parece proteger a las células mediante la degradación de 
radicales libres (Mansour, 2000). Finalmente, la identificación en arabidopsis del 
mutante hiperresistente a estrés salino y oxidativo pst1 (del inglés, Photoautotrophic Salt 
Tolerance 1) pone de manifiesto la importancia de la protección frente al daño 
oxidativo para mejorar la tolerancia al estrés salino, ya que esta mutación conlleva la 
inactivación de un regulador negativo de la respuesta a este tipo de estrés (Tsugane y 
col., 1999). 

1.3.4- Alteración en la homeostasis del pH  
 

El mantenimiento de la homeostasis de H+ en las células tiene una gran 
relevancia, dado que son muchos los procesos fisiológicos que dependen de él. Los 
cambios en el pH tienen efectos sobre la estructura tridimensional de las enzimas y 
sobre el estado de ionización de aminoácidos con grupos polares (Trivedi y Danforth, 
1966). Además, la actividad de las enzimas es sensible al pH, variando alrededor de un 
óptimo, propio de cada una.  
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El pH tiene también importancia en el transporte de solutos a través de las 
membranas celulares. En plantas y hongos existe un transporte activo primario, 
mediado por la acción de bombas de protones, que utilizan la hidrólisis de ATP como 
energía (H+-ATPasas) para generar un gradiente de H+. Este gradiente representa 
energía almacenada que se emplea en el transporte de otros solutos en contra de sus 
gradientes de concentración (transporte activo secundario) (Palmgren, 2001).  

El transporte activo secundario es fundamental en procesos como la entrada 
de nutrientes en las células (nitratos, fosfatos o sulfatos), la acumulación de K+ en 
contra de su gradiente de concentración o la tolerancia a cationes tóxicos como el Na+ 
(Palmgren, 2001). Además, en algunos casos el pH se puede considerar como un 
mensajero intracelular, ya que sus variaciones pueden transmitir información y 
provocar respuestas a nivel celular (Felle, 2001).  

Los procesos que provocan perturbaciones en el pH celular son numerosos. 
Algunos de ellos son el transporte activo secundario (muchas veces acoplado al co-
transporte con H+), procesos metabólicos, como por ejemplo la nutrición del 
nitrógeno (Raven, 1987), y la respuesta a factores externos o estreses, como la 
anaerobiosis, el paso de luz a oscuridad o temperaturas extremas que afectan a las 
membranas (Felle, 2001). 
 

1.3.5- Deficiencia en la toma de K+ 
 

El potasio es uno de los iones inorgánicos más importantes a nivel intracelular, 
con una concentración en torno a 90mM en plantas. El Na+ compite con el K+ por los 
sitios de unión a los sistemas de transporte de alta y baja afinidad, contribuyendo a 
disminuir el cociente K+:Na+ de la célula (Rains y Epstein, 1967; Maathuis y col., 
1996). Los canales activados por nucleótidos cíclicos (CNGC) se han propuesto como 
un posible mecanismo de entrada de iones Na+ en la raíz (Amtmann y Sanders, 1999; 
Rus y col., 2004). También se ha observado que el Na+ es capaz de inhibir los sistemas 
de toma de K+ de alta y baja afinidad (Qi y Spalding, 2004; Nieves-Cordones y col., 
2007).  
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Además, la acumulación de Na+ en la célula produce despolarización de la 
membrana plasmática, impidiéndose la entrada pasiva de K+ a la vez que se favorece su 
salida. Finalmente, la síntesis de solutos compatibles usados en la osmoprotección 
celular consume mucho ATP, que ya no puede ser utilizado para el transporte activo 
de K+ de alta afinidad (Shabala y Cuin, 2007). 

La sequía también dificulta la toma de K+ por la raíz, ya que inhibe el 
desarrollo del sistema radicular e inhibe la difusión del K+ en el suelo. En condiciones 
de sequía, el aumento del contenido hídrico aumenta de forma proporcional la 
difusión de K+ en el suelo, así como la toma del ión por la planta (Mackay y Barber, 
1985). El potasio, tiene claros efectos sobre la activación enzimática, la síntesis de 
proteínas, la fotosíntesis, el movimiento estomático y el contenido hídrico (Marschner, 
1995). Como hemos visto anteriormente, el Na+ compite con el K+ por los sitios de 
unión a los sistemas de transporte de alta y baja afinidad, contribuyendo a disminuir el 
cociente K+:Na+ de la célula. Aunque las concentraciones de K+ en el suelo oscilan 
entre 0,2 y 10mM, el K+ representa entre un 2 y un 10% o más del peso seco de toda 
la planta. Al ser compatible a concentraciones elevadas con la estructura de las 
proteínas, es el catión más abundante en el citosol (100mM), donde juega un papel 
fundamental en procesos tan básicos como la neutralización eléctrica de las cargas de 
grupos aniónicos, el control de la polarización de la membrana celular y la 
osmorregulación (Chiu y col., 2002).  Además, las plantas tratadas con exceso de K+ 
muestran tolerancia a la sequía, presentando mayores índices de potencial hídrico y 
turgencia celular, y menor potencial osmótico en Vigna radiata (Nandwal y col., 
1998), maíz (Premachandra y col., 1991), y trigo (Pier y Berkowitz, 1987; Sen Gupta 
y col., 1989). 
 

1.3.6- Disminución del crecimiento 
 

Generalmente, la división y el crecimiento celular se inhiben durante 
episodios de estrés. Al parecer, se debe a una reducción en la actividad de kinasas 
dependientes de ciclinas (en adelante CDKs), como consecuencia de la supresión de la 
transcripción de ciclinas y CDKs, y la inducción de inhibidores (Schuppler y col., 
1998).  
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El ácido abcísico acumulado ante los estreses hídrico y salino induce la 
expresión del inhibidor de CDKs ICK1 (del inglés, Inhibitor Ciclin-dependent protein 
Kinase 1), que detiene la división celular, aunque permite la endorreplicación del ADN 
(Wang y col., 1998; Weinl y col., 2005). La sobreexpresión de este inhibidor produce 
plantas transgénicas más pequeñas y con alteraciones morfológicas (Wang y col., 
2000). En el mutante de arabidopsis sto1 (del inglés, Salt Tolerance 1), identificado por 
su mayor tolerancia al estrés salino y osmótico, la acumulación de ICK1 debida a 
NaCl es menor (Ruggiero y col., 2004).  
 

1.4. Métodos de tolerancia frente al estrés hídrico/osmótico 
 
1.4.1- Producción de osmoprotectores 

 
Muchos de los cambios metabólicos que tienen lugar durante episodios de 

sequía o salinidad, se deben principalmente a la acumulación de sustancias 
osmoprotectoras como azucares y aminoácidos, que mantienen la turgencia celular y 
mejoran la estabilidad de proteínas y estructuras celulares (Bartels y Sunkar, 2005; 
Funck y col., 2010). La producción de azucares como la galactosa y rafinosa, 
incrementada mediante la sobreexpresión del gen AtGolS2 (del inglés, Galactinol 
Synthase 2) en arabidopsis, resultó en un incremento en la tolerancia frente a sequía 
(Taji y col., 2002). La expresión en trigo del gen mtlD (del inglés, mannitol-1-
phosphate dehydrogenase) de E. coli, responsable de la síntesis de manitol, produjo 
tolerancia de esta especie de interés agronómico frente a la sequía y la salinidad (Gupta 
y Kaur, 2005), ya que parece actuar reduciendo la concentración de radicales hidroxilo 
y protegiendo estructuras de macromoléculas celulares (Motoaki y col., 2007)  
También la trehalosa, un disacárido de la glucosa, se acumula durante episodios de 
estrés en hongos, bacterias, vertebrados y plantas (Bartels y Sunkar, 2005).  

Otra de las moléculas osmoprotectoras sintetizadas por la célula para combatir 
episodios de estrés, es la prolina. Se trata de un aminoácido involucrado en numerosos 
procesos, como el ajuste osmótico, la señalización de estrés, la estabilización de 
estructuras celulares y la reducción de radicales libres, actuando finalmente como 
depósito energético.  
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Durante la síntesis de prolina (Figura 1.13), se emplea NADPH para reducir 
el glutamato a P5C (Δ1-Pirrolina-5-carboxilato), por lo que aumenta la cantidad de 
NADP+ disponible. Durante episodios de estrés hídrico, el fotosistema I se reduce, 
hecho perjudicial para el buen funcionamiento de la cadena de electrones. De este 
modo, si obtenemos un ratio elevado NADP+/NADPH, mejoramos la eficiencia 
fotosintética (Hare y Cress, 1997). Además, también se ha demostrado que la prolina 
es una agente protector de la eficiencia fotoquímica del fotosistema II, ya que previene 
la peroxidación de lípidos de membrana, reduciendo las ROS (Molinari y col., 2007)  

 1

 

Figura .13. Metabolismo de la prolina indicando las enzimas implicadas en la síntesis y en la 
degradación de este aminoácido (Adaptado de Motoaki y col., 2007; Funck y col., 2010; 
Szabados y Savouré, 2010).

 

Así, una reducción en el contenido de prolina en arabidopsis, mediante la 
represión del gen P5CS, responsable de la síntesis de este osmolito, resultó en una 
menor tolerancia a la sequía (Nanjo y col., 1999a).  
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Por el contrario, plantas que sobreexpresan este mismo gen P5CS, son capaces 
de tolerar mejor la falta de agua, ya que la concentración de este osmolito se ve 
aumentada (Bartels y Sunkar, 2005). No siempre el aumento en el contenido de este 
aminoácido es beneficioso, como se observo en el trabajo de Nanjo y col. (2003), el 
incremento de prolina mediante la represión total del gen PDH (Prolina 
deshidrogenasa), encargado de la de gradación de prolina, provocó un exceso de este 
aminoácido que resultó tóxico en arabidopsis. El nivel de prolina no solo es 
determinado por la acción de los genes P5CS y PDH. Borsani y colaboradores (2005) 
modificaron el nivel de prolina mediante silenciamiento por ARN del gen P5CDH 
(Δ1-Pirrolina-5-carboxilato deshidrogenasa), encargado de la degradación de P5C a 
glutamato.  

1.4.2- Cierre estomático 
 

El cierre de estomas es otra respuesta empleada por las plantas para reducir la 
pérdida de agua en condiciones de sequía. Los estomas, son pequeños poros situados 
en la epidermis de la hojas que permiten el intercambio de gases dentro y fuera de la 
planta. Estos poros, deben estar lo suficientemente abiertos como para asegurar un 
flujo continuo de CO2 necesario en la fotosíntesis, y lo suficientemente cerrados como 
para evitar posibles pérdidas de agua por transpiración. Los estomas se forman por dos 
células guarda, y el transporte de agua e iones dentro y fuera de estas células, permite la 
apertura o cierre de los estomas (Pandey y col., 2007). Este mecanismo está controlado 
por el nivel de ABA, principal hormona señalizadora del estrés abiótico en plantas, y 
por otras hormonas vegetales como auxinas, citoquininas, etileno, brasinosteroides, 
jasmónico y ácido salicílico, moléculas señalizadoras del estrés biótico en plantas 
(Acharya y Assmann, 2009). 

El ABA, es una hormonal vegetal involucrada en numerosos procesos celulares 
relacionados con el desarrollo y la supervivencia. Esta hormona fue aislada por diversos 
grupos en la década de los 60, observando claros efectos de esta molécula sobre la 
inhibición del desarrollo de yemas de abedul (Eagles y Wareing, 1963), y sobre la 
abscisión de hojas en plántulas de algodón (Ohkuma y col., 1963).  
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No solo se demostró que el ácido abscísico tenía efectos directos sobre la 
abscisión de hojas y la inhibición del desarrollo, sino que también se le atribuyó a esta 
hormona funciones en la maduración del embrión, en la dormición y desecación de la 
semilla, en la germinación, en la regulación de la expresión génica y en la respuesta al 
estrés ambiental (Leung y Giradaut, 1998; Rock, 2000).  

Existen procesos dependientes e independientes del ABA, cuya concentración 
endógena se ve afectada principalmente por sequía o salinidad. Esta concentración es 
dependiente de la biosíntesis y el catabolismo de esta hormona, cuyas bases 
moleculares fueron identificadas por Nambara y Marion-Poll (2005). El ABA es una 
hormona esencial en la respuesta a diferentes estreses mediante el cierre estomático, la 
expresión de genes inducibles por estrés y cambios metabólicos (Motoaki y col., 2007).   
Cuando las células guarda detectan un aumento en los niveles de ABA, expulsan 
aniones y potasio al exterior celular,  y provocan la conversión de malato a almidón 
(MacRobbie, 1998).  

El ABA también induce la entrada de calcio al citosol de la células guarda, lo 
que induce la activación de canales de aniones, provocando una depolarización de la 
membrana que induce a su vez la salida de potasio de las células guarda. Todo este 
proceso reduce la concentración osmótica intracelular, lo que disminuye la turgencia 
de las células guarda y produce el cierre estomático en situaciones de estrés mediada 
por ABA (Tae-Houn y col., 2010; Figura 1.14). La implicación del calcio como 
segundo mensajero del cierre estomático mediado por ABA queda demostrada en el 
trabajo de Siegel y colaboradores (2009). En este trabajo, la inhibición de la entrada de 
calcio en las células guarda, redujo el cierre estomático mediado por ABA un 70%.  

Otro de los mecanismos que favorece el cierre de estomas mediado por ABA, 
es la internalización mediante endocitosis del transportador de potasio KAT1 (del 
inglés, K+ transporter of Arabidopsis thaliana). Esta internalización del transportador, 
reduce la entrada de potasio a la célula, limitando la apertura estomática (Sutter y col., 
2007). No solo el ABA es capaz de mediar el cierre estomático durante episodios de 
estrés. El ácido jasmónico, una fitohormona derivada de ácidos grasos, actúa como 
molécula señalizadora de la respuesta a diferentes tipos de estrés biótico y abiótico 
como son heridas, exposición a ozono, sequía, y el ataque de patógenos y plagas. El 
metil-jasmonato, un derivado del ácido jasmónico, es capaz de inducir el cierre de 
estomas mediante la producción de ROS y NO.  
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Figura 1.14. Mecanismo de apertura y cierre estomático mediado por ácido abscísico (Adaptada 
de Tae-Houn y col., 2010). 

Estas moléculas oxidantes inducen la entrada de calcio en las células guarda, y 
la salida de aniones y potasio, lo que provoca finalmente el cierre de las células 
oclusivas (Munemasa y col., 2007; Suhita y col., 2004). Este mecanismo actúa a través 
del gen COI1 (del inglés, Coronative Insensitive protein 1), en la vía de señalización 
mediada por jasmónico, ya que mutantes abi2-1 (del inglés, ABA insensitive 2-1), 
inhiben el cierre estomático mediado por ABA y jasmónico, y mutantes coi1 inhiben el 
cierre estomático mediado por jasmónico (Munemasa y col., 2007; Suhita y col., 
2004; Figura 1.15). Además del ácido jasmónico, hay otras hormonas capaces de 
dirigir el cierre estomático a través de la producción de ROS. El ABA, es capaz de 
aumentar la expresión de ROS mediante la regulación de genes como CAT1, APX1 y 
GR1 (del inglés Catalase 1, L-ascorbate peroxidase 1, y Glutathion reductase 1 
respectivamente), genes involucrados en las vías de degradación de especies reactivas 
del oxígeno (Zhang y col., 2006).  
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Por otro lado, también ha quedado demostrado que el cierre de estomas 
mediado por ABA es dependiente de la actividad NAPDH oxidasa (Torres y Dangl, 
2005). 

ABA JA

Producción de ROS y NO

Canales de Ca

Canales de aniones tipo S

Cierre estomático

coi1

abi2‐1

 
 

Figura 1.15. Vías de señalización 
del cierre estomático mediado por 
ácido abscísico y por ácido 
jasmónico  (Adaptado de 
Munemasa 2007). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.5- Estrategias para la identificación de genes involucrados en la 

tolerancia a estrés 
 

Existen varias estrategias para la identificación de genes involucrados en la 
tolerancia a estrés en las plantas:  
 

1.5.1- Ciencias “Omicas” 
 

La transcriptómica, metabolómica o proteómica, analizan desde una 
perspectiva global el perfil de expresión génica, de metabolitos o proteínas traducidas 
en una situación determinada. Este tipo de estrategias aportan mucha información, 
señalando procesos o genes que pueden ser relevantes para, como en nuestro caso, la 
tolerancia a estrés. Las hipótesis realizadas en base a esta información, deberán ser 
contrastadas mediante posteriores estudios aplicando, por ejemplo, estrategias de 
genética reversa. 
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1.5.2- Estrategias de genética directa 
 

Las estrategias de génetica directa se basan en la selección, en una población 
dada, del individuo que posee el carácter o fenotipo deseado, y el estudio posterior del 
gen o ruta causante de dicha respuesta. En este tipo de estrategias se emplea la 
variación natural, o la inducida mediante agentes mutagénicos, como el EMS (Etil 
Metano Sulfonato), los rayos ultravioleta, los transposones o el T-DNA. En el caso de 
emplear la variación inducida por agentes mutagénicos, se generan colecciones de 
mutantes, sobre las que se realizan rastreos en busca del fenotipo deseado. Una vez 
identificado el mutante, se procederá al análisis genético y funcional que determine el 
gen responsable del fenotipo observado. 

 
Inserción de T-DNA  

 
Se  define como T-DNA, a los fragmentos de ADN derivados de la región del 

plásmido Ti que contienen bordes con las 25 pares de bases específicas que permiten la 
transferencia desde Agrobacterium tumefaciens a plantas. Una ventaja de este método de 
tipo de mutagénesis respecto a la generada mediante EMS o los transposones es que la 
inserción es estable con el paso de las generaciones (Kconz y col., 1992). Otra de las 
ventajas de este método es que el T-DNA insertado contiene secuencias específicas 
para la identificación de las regiones flanqueantes, y por lo tanto, para una fácil 
identificación de los genes afectados mediante la inserción.  

Sin embargo, la generación de plantas transgénicas es un trabajo tedioso en el 
cual es necesaria la obtención de un gran número de líneas independientes. Entre las 
colecciones de mutantes disponibles en el NASC (del inglés Nottingham Arabidopsis 
Stock Centre), se encuentran algunas que emplean esta técnica, como las utilizadas en 
este trabajo, donadas por el Dr. Feldmann o el Dr. Pelletier (INRA-Versailles). 

Como se ha indicado en el apartado anterior, el T-DNA puede emplearse 
como agente mutagénico (mutagénesis insercional). Las mutaciones así obtenidas son, 
generalmente, de pérdida de función y recesivas. Este tipo de mutaciones tiene 
limitaciones a la hora de realizar un rastreo. Por ejemplo, si existe redundancia génica 
puede ocurrir que una mutación en un gen de interés no sea identificada. Por otra 
parte, pueden existir genes cuya pérdida de función resulte letal, por lo que no es 
posible estudiar el mutante en dicho gen. 
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Para tratar de solventar estos problemas, es posible emplear otras técnicas de 
mutagénesis insercional, como entre otras, la activación transcripcional. Esta técnica se 
basa en la inserción en el genoma de arabidopsis, de un T-DNA que contiene un 
activador transcripcional, generalmente del promotor 35S del virus del mosaico de la 
coliflor (35S). Mediante esta técnica se pretende que los activadores transcripcionales 
incrementen la expresión de los genes adyacentes a la inserción de T-DNA, 
obteniendo así mutantes dominantes. Sin embargo, también es posible que la inserción 
ocurra interrumpiendo un gen, provocando una mutación de pérdida de función 
(generalmente recesiva). 

Entre las colecciones de mutantes disponibles en el NASC se encuentran 
algunas que emplean esta técnica, como las utilizadas en este trabajo, y que fueron 
donadas al NASC por el Dr. Weigel, o por los Drs. Scheible y Somerville, y los Drs. 
Yokoi, Koiwa y Bressan. 
 

Policationes como herramienta para el estudio de los mecanismos de 
tolerancia al estrés iónico 
 

Como se ha visto en apartados anteriores, existe una gran variedad de canales 
y transportadores involucrados en la homeostasis iónica, donde se incluyen además los 
transportadores y canales de K+. Es importante destacar que dichos transportadores y 
canales de iones trabajan bajo el control de proteínas y/o cascadas de señalización 
variadas, por lo que su actividad puede estar regulada por uno o varios estreses 
(salinidad, sequía, calor, frío, etc.). Así que desde que el receptor identifica el estrés, 
hasta que se produce la respuesta adecuada, se deben activar una serie de rutas de 
señalización, perfectamente coordinadas.  

Como hemos visto, no solo las grandes cantidades de canales y transportadores 
involucrados en la homeostasis iónica son una complicación para conocer la función e 
importancia de cada uno de ellos. Además, la implicación de cascadas de señalización 
hace más complicada la identificación de los mecanismos de tolerancia frente a estos 
estreses. En el caso de la salinidad, existe un problema añadido, ya que a las cascadas de 
señalización activadas por el efecto tóxico del Na+, hay que añadir las cascadas de 
señalización activadas por el efecto osmótico. 
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Existen numerosos trabajos cuyos objetivos fueron la identificación de genes 
de tolerancia a salinidad, en los que se realizaron rastreos de distintas colecciones de 
mutantes en medios con elevadas concentraciones (150-250mM) de NaCl (González-
Guzmán y col., 2002; González-Guzmán y col., 2004; Ruggiero y col., 2004). Como 
cabe esperar, estos mutantes fueron aislados por su capacidad de tolerar altas 
concentraciones de NaCl, lo que sugería una posible implicación en la tolerancia 
frente a estrés iónico. Por el contrario, análisis posteriores revelaron que de forma 
general, las mutaciones otorgaban tolerancia frente al estrés osmótico provocado por la 
sal, y no al efecto tóxico del catión Na+.  Es bien conocida la implicación del ABA en 
la señalización del estrés osmótico (Xiong y col., 2002), y como cabe esperar, los 
mutantes aislados en los trabajos anteriormente citados estaban alterados en estas vías 
de señalización. Así, cabe esperar que en los rastreos en los que se utilice NaCl como 
agente de selección, los mutantes aislados sean mutantes alterados en la síntesis o 
señalización del ABA. 

Si el principal problema del NaCl en el rastreo de mutantes es la alta 
concentración necesaria para la identificación de candidatos, deberían usarse otros 
cationes que produjeran el mismo efecto tóxico pero a concentraciones mucho 
menores, evitando así generar el efecto osmótico descrito anteriormente. Un catión 
que posee estas características es el litio (Li+), análogo del Na+ pero con un efecto 
tóxico superior (20-25 mM). El Li+ se ha utilizado como agente de selección en 
rastreos de mutantes de arabidopsis (Niñoles, 2005) y levadura (Goossens y col., 2000; 
Forment y col., 2002).  

También es posible el uso de poliaminas (espermina, espermidina, putrescina) 
para encontrar mutantes tolerantes a cationes tóxicos, ya que las poliaminas son muy 
tóxicas a concentraciones bajas. En arabidopsis existen dos trabajos en los que se utilizó 
una poliamina como agente de selección (Mirza y Iqbal, 1997; Alejandro y col., 2007). 
En el trabajo de Mirza y Iqbal (1997), se aislaron mutantes de arabidopsis tolerantes a 
espermina, que mostraban deficiencias en el desarrollo. Estas deficiencias se utilizaron 
para el estudio de la fisiología de poliaminas en organismos superiores.   
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En una parte de esta tesis doctoral, se ha propuesto el uso de norespermidina 
(C6H17N3, en adelante NE) como agente de selección para el aislamiento de mutantes 
tolerantes a este policatión, que permitan identificar nuevos genes involucrados en las 
vías de regulación de la homeostasis iónica. La NE es una poliamina que se solo se 
encuentra de forma natural en algunas plantas como la alfalfa (Rodriguez-Garay y col., 
1989), en bacterias termófilas (Hamana y col., 2001; Hamana y Itoh, 2001), 
microalgas (Hamana y col., 2004) y la familia de protobacterias Vibrionaceae 
(Hamana, 1997).  

Esta poliamina inhibe la germinación de arabidopsis a muy baja concentración 
(< 7mM). La utilidad de poliaminas (no presentes en la mayoría de eucariotas) o 
análogos tóxicos de poliaminas, para encontrar proteínas involucradas en el 
mecanismo de transporte de cationes y policationes, ha sido demostrada en levaduras y 
plantas (Alejandro y col., 2007; Kaouass y col., 1997). Recientemente, se ha 
descubierto una de la dianas de toxicidad de esta poliamina en arabidopsis en la tesis 
doctoral de Sayas (2014), y se ha demostrado que esta poliamina está involucrada en la 
inhibición de la poliubicuitinación, causando un déficit en los niveles de aminoácidos 
disponibles, efecto similar al provocado por los inhibidores del proteasoma (Sayas, 
2014). 

 
Trabajos previos relacionados con el rastreo de mutantes, a partir de 

colecciones generadas mediante inserción de T-DNA 
 

Existen trabajos previos en los que se han empleado algunas de las colecciones 
de mutantes utilizadas en esta tesis doctoral. En el caso de la colección de INRA-
Versailles obtenida por el Dr. Georges Pelletier (Bouchez y col., 1993; Bechtold y col., 
1993) mediante inserción de T-DNA, ha sido utilizada en diversos rastreos 
seleccionando; mutantes con alteraciones en el desarrollo gametofítico (Bonhomme y 
col., 1998; Procissi y col., 2001) y mutantes en el crecimiento de la raíz (Yuen y col., 
2005). Además, también se han realizado rastreos seleccionando individuos estériles o 
letales en la formación de los gametofitos, para la identificación de genes 
mitocondriales y plastidiales involucrados en la reproducción sexual (Berthomé y col., 
2003), genes involucrados en el desarrollo del tubo polínico (Lobstein y col., 2003; 
Lobstein y col., 2004), y genes involucrados en la recombinación meiótica en plantas 
(Grelon y col., 2001). 
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Otra de las colecciones empleadas previamente en rastreos de mutantes fue la 
desarrollada mediante activación transcripcional por el Dr. Detlef Weigel (Weigel y 
col., 2000). Utilizando esta colección, Yong-Mei y col. (2011) aislaron el mutante lap3 
(del inglés, low acid phosphatase 3) que muestra una actividad reducida en raíz de una 
fosfatasa ácida, frente al ayuno de fósforo. También se identificaron mutantes 
tolerantes en estadios de germinación a sodio, mutantes relacionados con la 
señalización de ABA (Barrero y col., 2005; González-Guzmán y col., 2002; Rodrigues 
y col., 2009) y mutantes tolerantes en germinación inhibida por frío a 10ºC (Salaita y 
col., 2005). 

El trabajo de mayor relevancia, obtenido con la colección de Weigel y que 
tiene una gran relación con el nuestro, fue el realizado por Alejandro y colaboradores 
(2007). En este caso, se realizó el primer rastreo de mutantes utilizando como agente 
de selección la NE, que como se ha mencionado anteriormente se trata de una 
poliamina no metabolizable, capaz de causar un efecto tóxico en la célula vegetal a 
muy bajas concentraciones. En este trabajo se propone que este policatión entra en la 
célula mediante algún sistema no identificado, pero fuertemente dependiente del 
potencial eléctrico de la membrana plasmática. Así, mutantes tolerantes a NE, nos 
permitirían identificar genes reguladores de transportadores de H+ (H+-ATPasa), de K+ 
y de aniones, proteínas determinantes del potencial eléctrico de membrana.  

Estos autores realizaron un rastreo sobre la colección de mutantes donada al 
NASC por el Dr. Weigel (Weigel y col., 2000) que permitió obtener mutantes 
tolerantes a cationes tóxicos en arabidopsis. Con este abordaje se aisló el mutante par1-
1D (poliamine resistance) que presenta un fenotipo pleiotrópico de resistencia a 
cationes tóxicos como Na+, Li+, NE y espermidina. Este mutante presenta un aumento 
en la expresión del gen que codifica una proteína perteneciente a la familia de las 
quiescina sulfidril oxidasas, a la que se denominó QSO2. Este gen actuaría activando 
un sistema de carga de K+ en el xilema, diferente al canal SKOR. Esto generaría un 
aumento de potencial de membrana en la interfase simplasto:xilema, disminuyendo así 
la entrada de cationes tóxicos en el xilema y su posterior traslocación a la parte aérea.    
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En relación a otras colecciones empleadas en este trabajo, podemos destacar 
los rastreos realizados sobre la colección de Feldmann por él mismo, en el que 
identificó mutantes con caracteres fisiológicos y morfológicos alterados (Feldmann, 
1991), y otros rastreos en los que se identificaron mutantes tolerantes a sodio en 
germinación (Quesada y col., 2000), mutantes con gravitropismo y quiralidad 
alterados (Ferrari y col., 2000) y mutantes meioticos con una distribución 
cromosómica alterada durante la división (Ross y col., 1997). 
 

1.5.3- Estrategias de genética reversa 
 

Las estrategias de genética reversa se basan en la caracterización funcional de 
un gen, en un proceso determinado como es la tolerancia a estrés. A partir de mutantes 
de sobreexpresión o pérdida de función para el gen estudiado, se analizan los fenotipos 
obtenidos en estos mutantes, identificando finalmente los mecanismos de acción. Esta 
estrategia puede indicar cuál es el papel concreto del gen, en la tolerancia al estrés 
estudiado.  

 
1.5.4- Expresión heteróloga en arabidopsis  
 
En esta tesis doctoral como se ha comentado anteriormente, se ha utilizado el 

gen CtHSR1 de Candida tropicalis para determinar la tolerancia a estrés abiótico 
conferida por este gen mediante sobreexpresión en arabidopsis. 

El gen CtHSR1 codifica un factor de transcripción con elevada homología a 
factores de transcripción inducibles por choque térmico. Este gen fue aislado en el 
rastreo de una genoteca creada a partir de la cepa NCYC2512 de Candida tropicalis, 
para la identificación de genes de halotolerancia en la levadura Saccharomyces 
cereviasiae (Ali y col., 2001). Esta cepa fue aislada en suelos salinos de Pakistan, en una 
búsqueda de microorganismos halotolerantes realizada durante la elaboración del 
trabajo publicado por Rodriguez y colaboradores (1996). Tras la realización del rastreo 
en levadura, se identificó una región genómica compuesta de una única pauta abierta 
de lectura de 2187 pares de bases, que codificaba una proteína de 728 aminoácidos, y 
una región genómica en el extremo 5’ de 3003 pares de bases y otra en el extremo 3’ 
de 635 pares de bases.  
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La expresión de esta región genómica en levadura, provocaba tolerancia en el 
crecimiento inhibido por NaCl y LiCl, pero no producía ningún efecto en el 
desarrollo inhibido por sorbitol (Ali y col., 2001). Unos años después, esta misma 
región genómica fue utilizada para transformar la especia Nicotiana tabacum  y así 
poder determinar la tolerancia a estrés abiótico conferida por la expresión del gen 
CtHSR1 en plantas. En este trabajo realizado por Anjuman Arif y colaboradores en el 
año 2003, y que hasta el momento no ha sido publicado, se observó que la expresión 
de este bajo su propia región reguladora, era capaz de conferir tolerancia a calor, 
salinidad y sequía en plantas de tabaco. Por este motivo, este factor de transcripción es 
un buen candidato para el análisis mediante genética reversa de su posible 
funcionalidad en la tolerancia al estrés abiótico en plantas de arabidopsis.   

Quedan expuestas diversas estrategias para abordar un tema de interés general 
como es la tolerancia a estrés. Por ello, en esta tesis doctoral hemos empleado una 
estrategia de genética directa y otra de genética reversa mediante expresión heteróloga 
de un gen de Candida tropicalis en arabidopsis, con el fin de identificar genes 
responsables de la tolerancia a estrés abiótico en arabidopsis. 

 
1.6- Arabidopsis thaliana como sistema modelo para la identificación de 

genes responsables de la tolerancia a estrés abiótico en plantas 
 

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 y col., 1994). Se ha descrito su 
presencia en casi todo el planeta, con la excepción de Sudamérica. En la Figura 1.16 se 
recoge su distribución geográfica, indicándose los puntos en los que se han aislado 
especímenes de esta planta. 

A pesar de que las virtudes de arabidopsis como especie en la que el análisis 
genético es factible y productivo fueron ensalzadas convincentemente por Rédei 
(1975), 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).  

 
 
 
 

  35



Félix Martínez Macías 

  36

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.16. Distribución geográfica de Arabidopsis thaliana. Los puntos destacados en rojo 

indican lugares donde se han aislado plantas de esta especie. Modificado de Rédei (1970). 
 
 
 

Esta especie reúne una serie de características que la han convertido en el 
objeto de estudio por excelencia de la mayoría de los laboratorios dedicados a la 
biología experimental de plantas. Una de ellas es su pequeño tamaño, unos 30 cm de 
altura, que permite siembras de hasta 10000 plantas/m2. Su ciclo de vida es corto, de 
unas 6 semanas cuando es cultivada a 25ºC bajo fotoperiodo de 16 horas de luz. Es 
una especie muy prolífica, capaz de producir hasta 10000 semillas por planta 
(Meyerowitz, 1987). Además, su genoma es de tamaño reducido (sólo 5 cromosomas, 
125Mb/genoma haploide), se encuentra completamente secuenciado (The Arabidopsis 
Genome Initiative, 2000) y existen importantes colecciones de mutantes por inserción 
de T-DNA que pueden usarse en estudios de genómica funcional, disponibles en 
centros como el NASC. Finalmente, permite su transformación genética de forma fácil 
mediante el uso de Agrobacterium tumefaciens, por infiltración floral, sin necesidad de 
cultivo in vitro (Clough y Bent, 1998). 
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2- OBJETIVOS 

Esta tesis doctoral se enmarca en un proyecto más amplio que tiene como 
objetivo final profundizar en el conocimiento de las bases moleculares que regulan la 
tolerancia al estrés abiótico en plantas; se pretende tanto la búsqueda de nuevos 
mutantes, así como los genes responsables de la tolerancia al estrés, y el estudio 
funcional de genes previamente identificados. En concreto, en esta tesis se intentará 
obtener nuevos mutantes de Arabidopsis thaliana que sean tolerantes durante la 
germinación en condiciones de crecimiento con el catión tóxico norespermidina, y el 
estudio mediante expresión heteróloga del gen CtHSR1 de Candida tropicalis en A. 
thaliana. Los objetivos específicos de esta tesis son: 

 

1. Aislamiento de líneas mutantes de A. thaliana tolerantes a norespermidina, 
durante el establecimiento de plántulas a partir de las colecciones de 
activación transcripcional de los doctores Wolf Scheible y Chris Somerville, 
Detlef Weigel, y Hisashi Koiwa, Shuji Yokoi y Ray Bressan; así como a partir 
de las colecciones de pérdida de función generadas por los doctores Georges 
Pelletier (INRA-Versailles) y Ken Feldmann.  
 

2. Análisis in silico de la estructura proteica del factor de transcripción CtHSR1 e 
identificación de posibles proteínas ortólogas en A. thaliana. 
 

3. Estudio de la actividad del promotor del gen CtHSR1 mediante análisis 
cualitativos y cuantitativos de la expresión del gen GUS en A. thaliana. 
 

4. Obtención y caracterización de líneas transgénicas sobreexpresoras del gen 
CtHSR1 mediante expresión heteróloga en A. thaliana. 
 

5. Análisis transcripcional de líneas transgénicas sobreexpresoras del gen CtHSR1 
en A. thaliana mediante micromatrices de ADN. 
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3- MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1- Material biológico 

3.1.1- Arabidopsis thaliana 

Para la realización de esta tesis doctoral, se han empleado diferentes 
colecciones de mutantes de arabidopsis mediante inserción de T-DNA, bien para 
producir mutantes de pérdida de función, o de activación transcripcional. Todas las 
colecciones fueron adquiridas por el NASC, se distribuyen como generaciones T4, y 
están compuestas por diferentes cantidades de líneas transgénicas independientes, 
producto de transformación de distintos fondos genéticos con diversas construcciones. 

3.1.1.1- Pérdida de función por inserción de T-DNA 

 Colección de Feldmann 

Esta colección empleada está formada por 10500 líneas (N3115, N6500, 
N84442), donadas por el Dr. Ken Feldmann (Department of Plant Sciences, College 
of Agricultural and Life Sciences, University of Arizona, Tucson, Arizona, USA) al 
NASC y obtenidas por transformación del ecotipo silvestre Wassilewskija (WS-2) con 
el plásmido Ti 3850:1003 cuyo T-DNA aparece en la Figura 3.1 (Forsthoefel y col., 
1992). Este plásmido es portador de los siguientes componentes, desde el borde 
izquierdo (LB) hasta el borde derecho (RB): 

 Dos copias del plásmido pBR322 (Figura 3.2). La copia contigua al borde 
izquierdo contiene en dirección 5’-3’ del T-DNA la secuencia del plásmido 
original pBR322 desde la posición 29 hasta la posición 651 (en sentido 
contrario a las agujas del reloj). La copia del borde derecho contiene, en el 
mismo sentido, la secuencia del plásmido original pBR322 desde la posición 0 
hasta la 29 (en sentido contrario a las agujas del reloj). Este plásmido contiene 
el gen bacteriano de resistencia al antibiótico ampicilina, lo que permite 
realizar la técnica de rescate plasmídico para la localización de la inserción de 
T-DNA en el genoma vegetal.  
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 El gen marcador Tn903 de resistencia al antibiótico kanamicina fue aislado de 

la bacteria Streptomyces kanamyceticus, y codifica la neomicina-fosfotransferasa 
II (gen nptII) que nos permite la selección de transformantes en bacterias.  

 El gen Tn5 de resistencia a kanamicina,  bajo el control del promotor 1’ 
extraído del plásmido pTIAch5, que nos permite seleccionar las líneas 
transgénicas en plantas. 

 

  

 

 

    

Figura 3.1. T-DNA insertado mediante transformación por agroinfiltración en el ecotipo 
silvestre WS-2 de arabidopsis, en la colección donada al NASC por el Dr. Ken Feldmann 
(Forsthoefel y col., 1992).

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2. Mapa de restricción del plásmido pBR322, necesario para la realización del rescate 
plasmídico en los mutantes de la colección de Feldmann 
(http://en.wikipedia.org/wiki/PBR322). 
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 Colección INRA-Versailles  

Esta colección consta de 9800 líneas (N5389, N5455, N5600, N5866, 
N55047), donadas al NASC por el Dr. Georges Pelletier (Station de Génétique et 
d’Amélioration des Plantes, Institut Jean-Pierre Bourgin –IJPB-, Institut National de 
la Recherche Agronomique –INRA-, Versailles, Francia), y obtenidas mediante 
transformación por infiltración floral del ecotipo silvestre Wassilewskija (WS-4) de A. 
thaliana, con el plásmido pGKB5, cuyo T-DNA se muestra en la Figura 3.3 (Bouchez 
y col., 1993; Bechtold y col., 1993).  

Este plásmido es portador de los siguientes componentes, desde el borde 
derecho hasta el borde izquierdo: 

 El gen reportero uidA [betaglucuronidasa (GUS)] sin promotor, fusionado al 
borde izquierdo. Este gen nos permitiría comprobar (si el lugar de inserción 
del T-DNA está cerca de algún promotor) la naturaleza transgénica de 
nuestros mutantes mediante un ensayo histoquímico.  

 El gen marcador de resistencia a kanamicina (nptII) bajo el control del 
promotor de la nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens. 

 El gen marcador de resistencia a glufosinato (BAR) que codifica para una 
fosfinotricin-acetil-transferasa, aislado de Streptomyces viridochromogenes, que 
permite la selección de transformantes tanto en cultivo convencional como in 
vitro, bajo el control del promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de la 
coliflor.  

 

 

 

 
Figura 3.3. T-DNA insertado mediante transformación por agroinfiltración en el ecotipo 
silvestre WS-4 de arabidopsis, en la colección donada al NASC por el Dr. Georges Pelletier 
(Bouchez y col., 1993). 
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3.1.1.2- Activación transcripcional 

 Colección de Weigel 

La colección empleada está formada por 22672 líneas (N21995, N21991, 
N23153), donadas por el Dr. Weigel (Department of Molecular Biology, Max-
Planck-Institute for Developmental Biology, Tübingen. Alemania) al NASC, 
obtenidas mediante transformación del ecotipo silvestre Columbia (COL-7) de A. 
thaliana con el vector pSKI015 que aparece en la Figura 3.4 (Weigel y col., 2000).  

Este vector es portador de los siguientes componentes, desde el borde 
izquierdo (LB) hasta el borde derecho (RB): 

 El gen marcador de resistencia a glufosinato. 

 El plásmido pBluescriptKS(+) que contiene el gen bacteriano de resistencia al 
antibiótico ampicilina, lo que permite realizar la técnica de rescate plasmídico 
para la localización de la inserción de T-DNA en el genoma vegetal.  

 Cuatro copias del activador transcripcional del promotor 35S desde la 
posición 86 a la 417, relativo al inicio de la transcripción, cuya función es 
aumentar la expresión de los genes contiguos a la inserción del T-DNA, desde 
su propia caja TATA. 

Figura 3.4. Plásmido pSKI015 
mostrando el T-DNA insertado 
mediante transformación por 
agroinfiltración en los ecotipos 
silvestres COL-7, COL-2 y C-24 de 
arabidopsis, en la colección donada 
al NASC por el Dr. Detlef Weigel,  
los Drs. C. Somerville y W. 
Scheible, y los Drs. H. Koiwa, R. 
Bressan y S. Yokoi, respectivamente 
(Weigel y col., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

  42



Materiales y Métodos 

 

 Colección de W. Scheible y C. Somerville  

En este caso se emplearon un total de 63000 líneas mutantes (N31100), 
donadas al NASC por el Dr. Chris Somerville (Department of Plant Biology, The 
Carnegie Institution of Washington, Palo Alto, California, USA) y el Dr. Wolf 
Scheible (System Regulation Group, Department 2: Metabolic Networks, Max-
Planck-Institut für Molekulare Pflanzenphysiologie, Golm, Alemania), obtenidas 
mediante transformación del ecotipo silvestre Columbia (COL-2) de A. thaliana con 
el vector pSKI015 que aparece en la Figura 3.4 (Weigel y col., 2000). 

 Colección de Yokoi, Koiwa y Bressan  

En este caso, utilizamos un total de 4000 líneas (N31402), donadas al NASC 
por el Dr. Hisashi Koiwa (Department of Horticultural Sciences, College of 
Agriculture and Life Sciences, Texas A&M University, College Station, Texas, USA), 
por el Dr. Ray Bressan (Department of Horticulture and Landscape Architecture, 
College of Agriculture, Purdue University, West Lafayette, Indiana, USA) y por el Dr. 
Shuji Yokoi (Center for Plant Environmental Stress Physiology -CFPESP- 
Department of Horticulture and Landscape Architecture, College of Agriculture, 
Purdue University, West Lafayette, Indiana, USA). Estas líneas fueron obtenidas 
mediante transformación del ecotipo silvestre C-24 de A. thaliana con el vector 
pSKI015 (Figura 3.4), y habían sido previamente transformadas con el reportero 
RD29A-LUC (bajo un promotor inducible por estrés) y el gen de resistencia a 
kanamicina (nptII). 

3.1.1.3- Ecotipos silvestres 

 Columbia 0 (COL-0) 

Suministrado por el NASC (N6673) y empleado como ecotipo silvestre para 
todas las transformaciones genéticas en arabidopsis. 

 Columbia 2 (COL-2)  

Suministrado por el NASC (N907) y empleado como ecotipo silvestre para la 
colección de W. Scheible y C. Somerville. 
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 Columbia 7 (COL-7) 

Suministrado por el NASC (N3731) y empleado como ecotipo silvestre para 
la colección de Weigel. 

 C-24 

Suministrado por el NASC (N906) y empleado como ecotipo silvestre para la 
colección de Yokoi, Koiwa y Bressan. 

 Wassilewskija 2 (WS-2) 

Suministrado por el NASC (N2360) y empleado como ecotipo silvestre para 
la colección de Feldmann. 

 Wassilewskija 4 (WS-4) 

Suministrado por el NASC (N5390) y empleado como ecotipo silvestre para 
la colección de INRA-Versailles. 

3.1.1.4- Mutantes 

 Mutante SAIL_363_G02 

El código NASC de identificación es el N816922. Esta línea, perteneciente a 
la colección SAIL, contiene un alelo mutante en el locus At3g14100. La mutación, fue 
creada mediante inserción de T-DNA sobre el fondo genético Columbia-3, y 
proporciona tolerancia al herbicida BASTA.  
 

  Mutante SALK_070620 

Su código de identificación NASC es el N570620. Esta línea, perteneciente a 
la colección SALK, contiene un alelo mutante en el locus At4g19630. La mutación, 
fue creada mediante inserción de T-DNA sobre el fondo genético Columbia-0, y 
proporciona tolerancia al antibiótico kanamicina.  
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 Mutante SALK_035324 

El código de identificación NASC es el N535324. Esta línea, perteneciente a 
la colección SALK, contiene un alelo mutante en el locus At4g18870. La mutación, 
fue creada mediante inserción de T-DNA sobre el fondo genético Columbia-0, y 
proporciona tolerancia al antibiótico kanamicina.  
 

 Mutante GK-324B11 

Este mutante tiene un código NASC de identificación es el N431031. Esta 
línea, perteneciente a la colección GABI-KAT, contiene un alelo mutante en el locus 
At2g38470. La mutación, fue creada mediante inserción de T-DNA sobre el fondo 
genético Columbia-0, y proporciona tolerancia al antibiótico sulfadiazina.  

 

Para todos los mutantes empleados en esta tesis doctoral, se utilizó como 
control silvestre en los experimentos realizados la línea Columbia-0. 

3.1.2- Nicotiana benthamiana 

Nicotiana benthamiana (en adelante N. 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. 

3.1.3- Escherichia coli 

Escherichia coli (en adelante, E. coli), es un organismo procariota muy 
estudiado por el ser humano. Se trata de 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. Esta cepa fue empleada de forma convencional 

transformándola por choque térmico (Apartado 3.6.1.2), para la replicación y 
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manipulación de plásmidos recombinantes. 

3.1.4- Agrobacterium tumefaciens 

Agrobacterium tumefaciens (en adelante A. tumefaciens) es una proteobacteria 
que causa tumores en la base de plantas dicotiledóneas. Se trata de un organismo muy 
utilizado en técnicas de biología molecular, por su capacidad de transmitir ADN a 
células vegetales. En este trabajo se han utilizado dos cepas:  

 C58C1-Rifr: Esta cepa fue empleada en la transformación de N. benthamiana 
mediante infiltración foliar (Apartado 3.5.2), conteniendo el plásmido pBIN61, que 
permite la expresión de la proteína p19 de un virus de tomate cuyo gen fue 
previamente clonado en este plásmido (tomato bushy stunt virus, TBSV), bloqueando 
así la degradación del ARN procedente del transgén mediante silenciamiento génico 
post-transcripcional (Voinnet y col., 2003). Esta cepa con su plásmido fue cedida por 
el personal del laboratorio del profesor Ismael Rodrigo (UPV-IBMCP). 

 GV3101::pMP90: Esta cepa fue empleada en la transformación de N. 
benthamiana mediante infiltración foliar (Apartado 3.5.2), así como de A. thaliana 
mediante infiltración floral (Apartado 3.4.5). Como su nombre indica, contiene el 
plásmido Ti desarmado pMP90 (pTiC58 ΔT-DNA) (Gentr). Se le introdujo también 
los plásmidos binarios de interés, para los experimentos de expresión transitoria en N. 
benthamiana y experimentos de expresión estable en arabidopsis (Hellens y col., 2000). 

3.1.5- Saccharomyces cerevisiae 

La levadura Saccharomyces cerevisiae (en adelante S. cerevisiae), es un hongo 
unicelular, utilizado industrialmente en la fabricación de pan, cerveza y vino. Se trata 
de uno de los modelos más adecuados para estudios de biología molecular, ya que, 
además de ser un organismo eucariota, posee un rápido crecimiento y un sistema 
sencillo de transformación. En este trabajo se ha utilizado la cepa AH109 para los 
ensayos de simple y doble híbrido. 

AH109: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, ade2-101, gal4Δ, 
gal80Δ, LYS2::GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, ade2-101::GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, 
ura3-52::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZMEL1 (James y col., 1996). 
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 3.2- Vectores de clonación y transformación 

 pYEp351: Plásmido empleado en 
la construcción de la genoteca de Candida 
tropicalis (en adelante C. tropicalis), cepa 
NCYC2512, con origen de replicación en 
levadura y bacteria (Figura 3.5). En este 
trabajo, se utiliza como vector de origen, ya 
que contiene el fragmento genómico de C. 
tropicalis, incorporando la región 
reguladora y codificante del gen CtHSR1. 

 
Figura 3.5. Plásmido multicopia YEp351 para la expresión de genes en levadura (imagen 
extraída de https://benchling.com/benchling/yeast-plasmids/yep351/). 

 

 pBIN19: Plásmido binario 
utilizado en la transformación de 
arabidopsis. Posee un tamaño de 11777 
pares de bases, y no incorpora ningún 
promotor constitutivo (Figura 3.6). En esta 
tesis doctoral, se empleó para la 
transformación de arabidopsis con la región 
genómica de C. tropicalis, incorporando la 
región reguladora y codificante para el gen 
CtHSR1. Además, incorpora el gen nptII 
que confiere resistencia a kanamicina. 

 
Figura 3.6. Plásmido binario pBIN19 para la transformación de arabidopsis (imagen extraída 
de http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/jacob-daniela-2003-07-15/HTML/chapter6.html).  
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pCR8®/GW/TOPO (en adelante TOPO): Vector intermediario para la 
clonación de genes mediante el sistema GATEWAY. Su principal característica es que 

posee unos extremos protuberantes en los que se 
encuentra una topoisomerasa, capaz de ligar 
fragmentos de ADN con extremos protuberantes 
de adenina. Además, posee unos sitios de 
recombinación (attL1/attL2), que le permite 
recombinar con todos aquellos plásmidos que 
posean estos dos mismos sitios attL. Solo posee 
origen de replicación en bacteria, aportando el 
gen SPN que confiere tolerancia a la 
espectinomicina (Figura 3.7).  

 
Figura 3.7. Plásmido pCR8/GW/TOPO para el clonaje de fragmentos de ADN por 
recombinación mediante el sistema GATEWAY (http://www.b2b.invitrogen.com).  

pMDC32: Vector binario empleado en la transformación de arabidopsis. Este 
plásmido se caracteriza por poseer dos promotores 35S en tándem, delante del lugar de 

inserción del gen de interés, 
produciendo una expresión masiva. 
En nuestra tesis, lo empleamos para 
introducir el gen CtHSR1 en 
arabidopsis. Además, posee el gen de 
selección nptII que confiere 
resistencia a la kanamicina en 
bacteria, y el gen de la higromicina 
fosfotransferasa (HPT) que confiere 
resistencia a higromicina en planta 
(Figura 3.8).  

Figura 3.8. Plásmido binario pMDC32 para la transformación de arabidopsis, que emplea el 
sistema de clonaje GATEWAY, por recombinación con el vector TOPO (http://genocon.org). 

 

 

 

  48



Materiales y Métodos 

pMDC43: Vector binario empleado en la transformación de arabidopsis, 
característico por permitir la fusión de la proteína verde fluorescente, en el extremo 5’ 
de cualquier gen de interés (Figura 3.9). Además, esta fusión génica es expresada bajo 
la acción de dos promotores 35S en tándem, produciendo una expresión masiva. En 
esta tesis lo empleamos para introducir la fusión GPF-CtHSR1 en arabidopsis, y así 
determinar cuál es la localización subcelular de esta proteína. Además, posee el gen de 
selección nptII que confiere resistencia a la kanamicina en bacteria, y el gen HPT que 
confiere resistencia a higromicina en planta. 

 

 

 

 

 

Figura 3.9. Esquema del casete de transformación perteneciente al vector binario 
pMDC43 para la transformación de arabidopsis. Se trata de un plásmido que emplea el 
sistema de clonaje GATEWAY, por recombinación con el vector TOPO (Curtis y 
Grossniklaus, 2003). 

pMDC83: Vector binario empleado en la transformación de arabidopsis, 
característico por permitir la fusión de la proteína verde fluorescente (GFP) en el 
extremo 3’ de cualquier gen de interés (Figura 3.10). Además, esta fusión génica es 
expresada bajo la acción de dos promotores 35S en tándem, produciendo una 
expresión masiva. En esta tesis lo empleamos para introducir la fusión CtHSR1-GFP 
en arabidopsis, y así determinar cuál es su localización subcelular. Además, posee el 
gen de selección nptII que confiere resistencia a la kanamicina en bacteria, y el gen 
HPT que confiere resistencia a higromicina en planta. 

 

 

  

Figura 3.10. Esquema del casete de transformación perteneciente al vector binario 
pMDC83 para la transformación de arabidopsis. Se trata de un plásmido que emplea el 
sistema de clonaje GATEWAY, por recombinación con el vector TOPO (Curtis y 
Grossniklaus, 2003). 
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pGPTVII-UBQ10: Plásmido binario que se empleó para la transformación de 
arabidopsis. La característica principal de este vector es que posee el promotor del gen 
de ubiquitina 10 (Figura 3.11), para la expresión de regiones codificantes de forma 
constitutiva, pero a niveles inferiores que con el promotor 35S. Posee el gen de 
selección nptII que confiere resistencia a la kanamicina en bacteria, y el gen HPT, que 
confiere resistencia a higromicina en planta. 

 

 

 

 

Figura 3.11. Plásmido 
pGPTVII/pUBQ10 para el 
clonaje de fragmentos de ADN 
bajo el control del promotor de 
ubiquitina 10 (Imagen cedida 
por el Prof. J. Kudla). 

 

 

 

 pCAMBIA1303: Plásmido binario que se empleó para la transformación de 
arabidopsis. Posee el gen reportero GUS-GFP (Figura 3.12), bajo el control del 
promotor constitutivo 35S. En este trabajo, se empleó sustituyendo el promotor 35S 

por la región reguladora del gen 
CtHSR1 de C. tropicalis. Los 
genes de selección que aporta este 
plásmido es el nptII que confiere 
resistencia a la kanamicina en 
bacteria, y el gen HPT que 
confiere resistencia a higromicina 
en planta. 

 

 
Figura 3.12. Plásmido binario pCAMBIA1303 empleado en la transformación de arabidopsis 
(http://www.yrgene.com/product/vector/15791). 
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 pGBKT7: Plásmido empleado en la 
transformación de la cepa de levadura AH109 para la 
realización del ensayo de doble híbrido. Posee el 
dominio de unión al ADN del factor de transcripción 
GAL4 (Figura 3.13), y el gen de síntesis de 
triptófano. Por lo tanto, todas las células que 
contengan este plásmido serán capaces de crecer en 
medio sin triptófano. 

 Figura 3.13. Plásmido pGBKT7 empleado en el ensayo de doble híbrido en levadura 
(http://catalog.takara-bio.co.jp/product/basic_info.php?unitid=U100004746). 

 

 

pACT2: Plásmido empleado en la construcción de la genoteca de arabidopsis 
(Nemeth y col., 1998), y empleado en la transformación de la cepa de levadura 

AH109 para la realización del 
ensayo de doble híbrido. Posee el 
dominio de activación del factor de 
transcripción GAL4 (Figura 3.14), 
y el gen de síntesis de leucina. Por 
lo tanto, todas las células que 
contengan este plásmido serán 
capaces de crecer en medio sin 
leucina. 

 

 Figura 3.14. Plásmido pACT2, empleado en el ensayo de doble híbrido en levadura (imagen 
extraída de https://www.addgene.org/11343/). 
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3.3- Medios de cultivo  

Todos los medios de crecimiento utilizados en cultivo in vitro durante este 
trabajo 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 agregadas al medio esterilizado y enfriado por debajo de los 50ºC. 

3.3.1- Medio Murashige-Skoog para el crecimiento de A. thaliana 

Medio empleado para el cultivo in vitro de A. thaliana. Está compuesto de 
0,4% (p/v) de sales Murashige-Skoog (MS; Duchefa, ref: M0221; Murashige y Skoog, 
1962), 1% (p/v) de sacarosa, 10mM de MES (ácido 2-N-morfolino etanosulfónico). 
Para obtener medio MS sólido, se agregó fitoagar (0,8% p/v) (Duchefa Biochemie).  
En todos los casos el medio se ajusta a pH5,7. 

3.3.2- Medio para el crecimiento de bacterias 

 3.3.2.1- Medio LB (Luria-Bertani) 

Medio de cultivo empleado para el crecimiento de E. coli y A. tumefaciens. 
Comunmente conocido como Luria-Bertani (Bertani, 1951), está compuesto por 
triptona (1% p/v), extracto de levadura (0,5% p/v) y cloruro de sodio (1% p/v). 
Cuando es necesario como medio sólido, se añade agar bacteriológico (1,5% p/v). El 
medio se ajusta a pH7.  

 3.3.2.2- 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% p/v), extracto 
de levadura (0,5% p/v), cloruro de sodio (10mM), cloruro de potasio (2,5mM) y 
cloruro de magnesio (10mM). Una vez autoclavado, se agrega una solución estéril de 
glucosa (20mM). El medio se ajusta a pH7. 
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3.3.2.3- Medio SOB (Super Optimal Broth) 

Medio de cultivo empleado en el crecimiento de E. coli para la preparación de 
células quimio-competentes (Sambrook y Russell, 2001). Su composición; triptona 
(2% p/v), extracto de levadura (0,5% p/v), cloruro de sodio (10mM), cloruro de 
potasio (2,5mM) y cloruro de magnesio (10mM), es igual a la del medio SOC 
(apartado anterior), pero sin la adición de glucosa (Hanahan, 1983). El medio se ajusta 
a pH7. 

3.3.3- Medios para el crecimiento de levadura 

3.3.3.1- Medio YPDA (Yeast Peptone Dextrose Adenine) 

Medio de cultivo empleado para el crecimiento de S. cerevisiae. Se trata de 
medio rico, y en este trabajo se ha utilizado principalmente para el crecimiento en 
medio sólido de la cepa AH109 previo a la transformación mediante el método “lazy 
bones” (Apartado 3.8.3), ya produce mayor número de unidades formadoras de 
colonias. Está compuesto por glucosa (2% p/v), extracto de levadura (1% p/v), 
peptona (2% p/v), y agar bacteriológico (2% p/v). Una vez autoclavado, se agregó una 
solución estéril de adenina (30μg/mL).  

3.3.3.2- Medio SD (Synthetic Dextrose) 

Medio de cultivo empleado para el crecimiento de S. cerevisiae. Se trata de un 
medio mínimo, y en este trabajo se ha utilizado principalmente para el crecimiento de 
la cepa AH109 en medio líquido y sólido. Está compuesto por  glucosa (2% p/v), 
YNB (del inglés, Yeast Nitrogen Base, al 0,7% p/v), ácido succínico (50mM – pH5,5). 
Cuando es necesario como medio sólido, se añade agar bacteriológico (2% p/v). Al 
tratarse de medio mínimo o sintético, se añaden según las necesidades de cada 
experimento aminoácidos y bases púricas o pirimidínicas como adenina (30μg/mL), 
triptófano (100μg/mL), histidina (30μg/mL), leucina (100μg/mL) y uracilo 
(30μg/mL). También se agregó metionina (100μg/mL), ya que el crecimiento de la 
cepa AH109 es inestable en ausencia de este aminoácido. 
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3.3.4- 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 
indicaciones de la bibliografía (Sambrook y col., 1989).  

 Ampicilina (Amp). (Sal sódica; Roche). Se prepara una solución concentrada 
de 100mg/mL en agua destilada, se esteriliza por filtración y se guarda a -
20ºC. Se utiliza a una concentración final de 50 ó 100μg/mL.  

 Tetraciclina (Tet). (Hidrocarburo, Fluka). Se prepara una solución 
concentrada de 12,5mg/mL en etanol 50%, se esteriliza por filtración y se 
guarda a – 20ºC protegida de  la luz. Se utiliza a una concentración final de 
12,5μg/mL.  

 Gentamicina. Se prepara una solución concentrada de 50mg/mL en agua 
destilada, se esteriliza por filtración y se guarda a – 20ºC. Se utiliza a una 
concentración final de 15 ó 50μg/mL. 

 Kanamicina (Kan). (Sulfato ácido, Sigma). Se prepara una solución 
concentrada de 50mg/mL en agua destilada, se esteriliza por filtración y se 
guarda a – 20ºC. Se utiliza a una concentración final de 25 ó 50μg/mL.  

 Espectinomicina. Se prepara una solución concentrada de 100mg/mL en agua 
destilada, se esteriliza por filtración y se guarda a – 20ºC. Se utiliza a  una 
concentración final de 100μg/mL.  

 Rifampicina (Rif). Se prepara una solución concentrada de 50mg/mL en agua 
destilada, 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 50μg/mL. 

 Sulfadiacina. Se prepara una solución concentrada de 5,25mg/mL en agua 
destilada, se esteriliza por filtración y se guarda a – 20ºC. Se utiliza a  una 
concentración final de 5,25μg/mL.  

 Norespermidina. Policatión empleado en los rastreos de mutantes, o en 
ensayos de germinación. Se encuentra en una solución concentrada 7M, y se 
usa a una concentración final de entre 2,8 y 6mM.  
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 Glufosinato-BASTA. Herbicida empleado en la selección de plantas 

modificadas genéticamente. Se prepara una solución concentrada de 
25mg/mL, y se utiliza a una concentración final de 25mg/L. 
 

3.4.-Manipulación y crecimiento de A. thaliana 

 3.4.1- Esterilización de semillas 

3.4.1.1- Método húmedo 

Las semillas se esterilizan en su superficie tratándolas en primer lugar con 1mL 
de una solución de etanol al 70% (v/v) y Tritón X-100 0,1% (v/v) durante 15 
minutos. A continuación se elimina esta solución y se añade 1mL de una segunda 
solución de lejía al 2% (v/v) y Tritón X-100 0,05% (v/v). Finalmente, se elimina la 
segunda solución y las semillas se lavan 3 veces con agua destilada estéril (1mL en cada 
uno), guardándose sumergidas en agua a 4ºC durante 3 días para su correcta 
estratificación antes de su siembra. 

3.4.1.2- Método seco 

Las semillas se esterilizan en su superficie tratándolas en primer lugar con 1mL 
de una solución de etanol al 70% (v/v) y SDS 0,05%, durante 25 minutos en 
agitación. A continuación, una vez retirada la solución anterior, se añade 1mL de una 
segunda solución de etanol al 70%, durante 5 minutos, con la que eliminamos los 
restos de SDS. Por último, las semillas junto con la solución, se depositan sobre un 
papel de filtro estéril en el interior de la cabina de flujo laminar, y se dejan secar al aire. 
Una vez secas, pueden ser sembradas o guardadas en microtubos y almacenadas 
durante un largo periodo de tiempo a 4ºC.  

En este caso, la estratificación de las semillas se lleva a cabo una vez son 
sembradas en el medio de cultivo correspondiente, dejándolas a 4ºC durante 3 días. 
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3.4.2- Cultivo in vitro en medio sólido  

El cultivo in vitro de A. 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 25mL de medio MS cada una. Para el 
cultivo en vertical, se emplean placas petri cuadradas, de 12 x 12 cm (DELTALAB) 
con 75mL de medio MS cada una, suplementadas o no (al igual que en cultivo 
horizontal) con distintas concentraciones de aditivos (antibióticos, herbicidas, etc…), 
dependiendo del experimento a realizar en cada caso.  

En todos los casos, las placas se sellan con cinta porosa MicroporeTM de 1,25 
cm de grosor (para cultivo horizontal) o de 2,5 cm (para cultivo vertical), y se incuban 
en una cámara con condiciones controladas de 23ºC de temperatura, fotoperiodo de 
día largo y una intensidad de luz de 100 μE·m-2s-1. 

3.4.3- Cultivo in vitro en medio líquido 

En el cultivo in vitro de A. thaliana en medio líquido se emplean placas de 
cultivo en suspensión de 6-12 pocillos (VWR). En cada pocillo se añaden entre 5-7mL 
de medio MS (suplementados o no con distintas concentraciones de aditivos 
dependiendo del experimento a realizar en cada caso), depositando sobre el medio 3 
plántulas de 7 días (germinadas en medio MS sólido en posición horizontal). Las 
placas se mantienen en agitación (90-110rpm), en cámara de crecimiento bajo las 
condiciones descritas en el apartado anterior, el tiempo necesario dependiendo del 
experimento.   

 3.4.4- Cultivo en invernadero 

Las plantas de A. thaliana se cultivan en una mezcla 2:1:1 de Sustrato 
Profesional (Pelemix Expaña S.L.): Perlita Premium (Gramoflor): Vermiculita 
(Perlindustria 2002). Se utilizan dos tipos de macetas, unas de 12 cm de diámetro para 
los experimentos de transformación genética (Apartados 3.4.5 y 3.5.1), y otras 
cuadradas, de 7x7x6,5 cm (para el resto de experimentos). En todos los casos, se 
colocan en bandejas que se irrigan 2 veces por semana. Las condiciones de crecimiento 
en el invernadero son de día largo, 23ºC de temperatura, 70% de humedad relativa y 
una intensidad de luz de 130 μE·m-2s-1.  
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3.4.4.1- Solución nutritiva 

Solución de minerales usada para regar las plantas de A. thaliana cultivadas en 
invernadero. Está compuesta por los siguientes macro y micronutrientes: 4mM 
KNO3, 4mM Ca(NO3)2, 1,5mM MgSO4, 0,75mM KH2PO4, 0,035% (p/v) EDTA-
FeSO4, 70μM H3BO3, 14μM MnCl2, 0,5μM CuSO4, 1μM ZnSO4, 0,2μM 
Na2MoO4, 10μM NaCl y 0,01μM CoCl2. El pH de la solución es 6,5. Esta solución 
es preparada por el personal del invernadero del IBMCP (UPV-CSIC) 

3.4.5- Transformación genética mediante inmersión floral 

Para la transformación de arabidopsis 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 ó 10 días después se realiza la transformación de las 
plantas según el método publicado por Bent (2000). 

Inicialmente se agrega 1mL de cultivo saturado de A. tumefaciens con el vector 
de interés, a 200mL 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 4000rpm durante 15 minutos, y se resuspenden en 400mL de 
solución de transformación compuesta por sacarosa 5% (p/v), cloruro de magnesio 
10mM, 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 realizan cortes en la bolsa para disminuir la 
humedad, y al día siguiente se retiran las bolsas, y se mantienen las macetas en el 
invernadero hasta recoger la población de semillas transgénicas T1. 

 
3.4.5.1- Manipulación y obtención de líneas puras transgénicas T3 

Las plantas empleadas en la transformación se denominan plantas T0. Una vez 
obtenida la población de semillas transgénicas T1, se esterilizan mediante el método 
seco, se siembran dejándolas caer al azar desde el papel donde se han secado, y se 
cultivan en medio de cultivo MS sólido suplementado con los antibióticos adecuados 
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para el T-DNA introducido (Kan 50mg/L, Higromicina 25mg/L)), y cefotaxima 
(100mg/L) para inhibir el crecimiento de agrobacterium. Tras un periodo de 
estratificación de 3 días a 4ºC, las placas se transfieren a una cámara de crecimiento 
durante 2 semanas. Las plantas que no poseen el gen de resistencia, es decir, que no 
han sido transformadas, sufren un retraso en el crecimiento (debido a la presencia de 
antibióticos en el medio). Los transformantes (T1) resistentes se desarrollan 
normalmente y se trasplantan a tierra, y entre 40 y 45 días después se recogen las 
semillas de cada línea (población T2),  y se siembran de nuevo del mismo modo que la 
generación T1, y en el mismo medio pero sin cefotaxima. La selección de las líneas con 
una sola integración del transgén se fundamenta en la elección de la descendencia 
(población T2) que se ajuste a una segregación con ratio 3:1  (3 resistentes: 1 sensible, 
que según las leyes mendelianas sería indicativo de tener una inserción)(Apartado 
3.17.2).  

Una vez elegidas las líneas con una inserción, se trasplantan para cada línea 
entre 5 y 15 plántulas resistentes a tierra, para obtener la siguiente generación 
(población T3), y  así aislar de la misma forma individuos homocigotos para el 
transgén, que serían aquellos cuyas semillas fueran 100% resistentes al antibiótico de 
selección. Estas plantas se siembran al mismo tiempo que sus respectivos controles 
silvestres. 

Una vez seleccionadas las líneas T3 con el 100% de plantas resistentes al 
antibiótico, se realizan los estudios fenotípicos y moleculares correspondientes en cada 
caso. 

3.4.6- Rastreo de mutantes 

Para el rastreo de mutantes tolerantes a NE se emplean placas petri de 9 cm de 
diámetro con 25mL de medio de cultivo, suplementadas con distintas concentraciones 
de NE, dependiendo de la colección empleada en cada caso, y en función de la 
tolerancia de cada fondo genético a este policatión.  

En este rastreo se emplean un total de 109972 líneas (entre todas las 
colecciones, con aproximadamente 700000 semillas), población denominada como S0, 

En el caso del rastreo primario, se utiliza una densidad de siembra de 
aproximadamente 2000 semillas por placa en todos los casos. Para ello, se esterilizan 
por el método húmedo 2000 semillas por cada tubo, y tras el periodo de 
estratificación, se elimina el agua y se les añade 0,5mL de agarosa 0,1% (p/v). Esta 
solución de agarosa en la que se encuentran las semillas, y junto con la creación de una 
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capa fina y uniforme de agarosa encima de la placa de cultivo (se añaden 0,2 mL de 
agarosa 0,1% y se distribuyen en el medio con ayuda de perlas de vidrio), nos asegura 
una distribución de las semillas más homogénea, al ser depositadas en la placa y 
distribuidas con ayuda de un asa de siembra.  

Tras un periodo de cultivo de entre 5-12 días, se rescatan los mutantes 
putativos (población S1) de cada colección, es decir, aquellos que presentan ambos 
cotiledones expandidos y verdes. Estos candidatos se traspasan a medio MS pH 5,7 
para elongar la raíz y asegurar así un trasplante y aclimatación correcta en tierra, para 
obtener la descendencia (población S2) de cada uno de ellos.  

En el caso del rastreo secundario (población S2), se utiliza una densidad de 
siembra de 500 semillas por placa en todos los casos, procediendo a la siembra del 
mismo modo que el anteriormente citado. Dado que disponíamos de un número 
elevado de líneas mutantes putativas, se realizó el rastreo secundario a gran escala, 
eligiendo aquellas líneas que visualmente presentaba una mayor germinación (ambos 
cotiledones verdes y expandidos) respecto a su control silvestre. Este rastreo se realiza 
para confirmar el fenotipo de tolerancia a NE observado en el rastreo primario, así 
como el fenotipo de tolerancia a BASTA/Kanamicina conferida por la presencia del T-
DNA, dependiendo de la colección  

Debido al gran número de semillas y líneas mutantes utilizadas en el rastreo de 
esta tesis doctoral, la duración de este se puede prolongar sobre un año desde que se 
inicia el rastreo primario, hasta que se obtienen mutantes confirmados resistentes tanto 
al agente de selección (norespermidina) como a los marcadores de selección 
incorporados en cada colección (BASTA/kanamicina) (Figura 3.15).  

 

3.5- Manipulación y crecimiento de Nicotiana benthamiana 

3.5.1- Cultivo en invernadero 

Las plantas de N. benthamiana se cultivan en unas condiciones similares a las 
de arabidopsis (Apartado 3.4.4). 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 en el Apartado 3.4.4.1. 
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 Figura 3.15. Diagrama del rastreo realizado en el presente trabajo. Observamos los apartados 
de los que consta un rastreo de mutantes de estas características.   

 
3.5.2- Transformación transitoria de Nicotiana benthamiana 

En este método se emplean plantas de aproximadamente 20 días de edad, y se 
transforman con una mezcla de 2 tipos de agrobacterium, 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 
agrobacterium se agrega 1mL de cultivo saturado a 100mL 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 
4000rpm durante 15 minutos, y se resuspenden en el volumen necesario de solución 
de infiltración (10mM MgCl2, 10mM MES y acetosiringona 200μM, a pH5,6) para 
obtener una solución con una OD600 (densidad óptica a 600 nanómetros) de 1, y se 
incuban a 28ºC con agitación durante 3-4 horas. Una vez transcurrido ese tiempo, 
mezclamos 5mL de cada cultivo de agrobacterium, portando la construcción con el 
gen de interés y la construcción que expresa la proteína 19. 
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Por último, con ayuda de una jeringuilla de 2mL, tomamos la mezcla las 

distintas líneas de agrobacterium, y presionando sobre el envés de la hoja y apretando 
el embolo, introducimos la solución bacteriana en los espacios intercelulares del 
mesófilo esponjoso de la hoja de N. benthamiana a través de los estomas (Figura 3.16). 
Entre 3 y 5 días después de la infiltración, podremos observar estas hojas en el 
microscopio de fluorescencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.16. Esquema correspondiente a la sección transversal de una hoja de N. benthamiana 
(http://trabajandoporunmundoverde.blogspot.com.es/2010/03/tipos-de-hojas.html). 

3.6-  Manipulación y crecimiento de Escherichia coli 

El crecimiento de E. coli puede realizarse tanto en medio líquido como en 
medio sólido. Para el crecimiento en medio líquido, se emplean tubos estériles de 
polipropileno de 15 ó 50mL, o matraces de erlenmeyer estériles de diferentes tamaños, 
que se colocan a 37ºC con agitación orbital a una velocidad de 200rpm.  

Para el crecimiento en medio sólido de forma rutinaria, se emplean placas 
petri de 9 cm de diámetro con 25mL de medio LB, suplementado o no con 
antibióticos o aditivos, y se colocan invertidas en una estufa a 37ºC. 

3.6.1-  Preparación y transformación de células competentes 

3.6.1.1- Preparación de células competentes DH5α para choque térmico 

La preparación de células quimiocompetentes de la cepa DH5α se realiza por 
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el método descrito por Inoue y colaboradores en 1990. Con este método se consiguen 
competentes con una eficiencia de transformación de 109 ufc (unidades formadoras de 
colonias)/μg de ADN plasmídico, y consiste en inocular en 250mL de medio SOB un 
precultivo saturado de células DH5α y dejar crecer a 18ºC, con agitación orbital de 
200rpm, hasta alcanzar una OD600 de  aproximadamente 0,6. Una vez obtenido el 
cultivo adecuado, se incuba 10 minutos en hielo, y se centrifuga a 2500rpm durante 
10 minutos a 4ºC. El precipitado se resuspende en 80mL de solución TB (PIPES 
10mM, MnCl2 55mM, CaCl2 15mM, KCl 250mM) fría, se incuba de nuevo 10 
minutos en hielo y se centrifuga a 2500rpm durante 10 minutos a 4ºC. El precipitado 
se resuspende en 20mL de TB, y se agrega DMSO a una concentración final de 7%. 
Por último, tras incubar la suspensión celular 10 minutos en hielo, se divide en 
alícuotas de 100μL, se congelan inmediatamente en nitrógeno líquido y se almacenan 
en un congelador a -80ºC hasta su uso.      

3.6.1.2-  Transformación de células competentes DH5α por choque 
térmico 

Esta cepa se utiliza de forma rutinaria para la obtención y fabricación de 
plásmidos. Se añaden unos microlitros del ADN a introducir (plásmido, mezcla de 
ligamiento o de recombinación) a una alícuota de 100μL de células competentes y se 
coloca 30 minutos en hielo. Transcurrido ese tiempo se realiza un choque térmico de 2 
minutos a 42ºC, e inmediatamente se coloca en hielo durante 2 minutos. A 
continuación, se agregan 500μL de medio SOC y se incuba 1 hora a 37ºC en 
agitación. Finalmente, se extiende con ayuda de perlas de vidrio todo el volumen en 
dos placas de LB-Agar (medio LB sólido) con el antibiótico que corresponda, según el 
plásmido empleado. 

 

3.7- Manipulación y crecimiento de Agrobacterium tumefaciens 

El cultivo de A. tumefaciens  se realiza como con E. coli, salvo con la excepción 
de que la temperatura de crecimiento es a 28ºC.  
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3.7.1- Preparación y transformación de células competentes 

3.7.1.1- Preparación de células competentes de Agrobacterium tumefaciens 

 A partir de 1mL de cultivo saturado de la cepa GV3101 de A. tumefaciens, se 
inoculan 100mL de medio LB con  los antibióticos correspondientes, hasta obtener el 
cultivo con una OD600 de aproximadamente 1. La suspensión se centrifuga a 4000rpm 
durante 15 minutos y 4ºC, y el precipitado celular se resuspende en 1mL de CaCl2 
20mM. La suspensión se divide en alícuotas de 50μL, que se congelan rápidamente en 
nitrógeno líquido y se guardan a -80ºC hasta su uso. 

3.7.1.2- Transformación de Agrobacterium tumefaciens  

Se siguió un protocolo modificado del método de congelación/descongelación 
de Holsters y col. (1978), que consiste en añadir unos microlitros de la solución del 
plásmido a una alícuota de 50μL de células competentes. La mezcla se congela 
rápidamente en nitrógeno líquido y se preincuba durante 5 minutos a 37ºC. A 
continuación, se añaden 0,5mL de medio SOC y se incuba a 28ºC durante 4 horas 
con agitación a 200rpm. Finalmente, se extiende todo el volumen en medio LB sólido 
selectivo con la ayuda de perlas de vidrio. 

 

3.8- Manipulación y crecimiento de Saccharomyces cerevisiae 

3.8.1- Preparación de células competentes para choque térmico 

A partir de 1mL de cultivo saturado de células AH109 crecido toda la noche 
en medio SD líquido (suplementado con adenina, histidina, leucina, triptófano, 
uracilo y metionina), se inoculan 200mL de medio SD líquido (con 800μL de un 
precultivo saturado, diluyendo el inoculo 250 veces) y se incuban a 28ºC hasta 
alcanzar una OD600 menor de 0,7 (si se pasa el cultivo, tendremos que diluir a 0,2 y 
esperar de nuevo hasta obtener la correcta OD).  

Se realizan varias centrifugaciones sucesivas de 5 minutos a 2000rpm, hasta 
tener recogidos los 200mL de células en un tubo de 50mL. Se lavan las células con 
5mL de tampón Li-TE (Acetato de litio 100mM, Tris pH7,5 10mM y EDTA 
0,4mM), y se vuelven a centrifugar en las mismas condiciones. Se resuspenden 
nuevamente en 1mL de tampón Li-TE, incubándolas durante 30 minutos a 28ºC, 
añadiendo posteriormente 100μL de ssDNA 1% (ADN de esperma de salmón), y 
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repartiendo las células en alícuotas de 50μL cada una. Se procede inmediatamente con 
la transformación de alta eficiencia (Apartado 3.8.2), o si se desean conservar a -80ºC, 
se mezcla el contenido de cada tubo con 12μL de glicerol 80%, y se introducen 
directamente en el congelador hasta su uso.  

3.8.2- Transformación de células competentes por el método de alta 
eficiencia. 

Se añaden entre 5 y 10μL de ADN plasmídico a 50μL de células competentes 
AH109. Si las células estaban almacenadas a -80ºC, se dejan 10 minutos en hielo antes 
de añadir el plásmido. Se agregan 600μL del tampón PEG-LiTE (PEG 4000 40% p/v, 
acetato de litio 100mM, Tris pH7,5 10mM y EDTA 0,4mM). 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 500μL del 
sobrenadante, y resuspendiendo el precipitado celular en el volumen restante, 
extendiéndolo en medio sólido selectivo con la ayuda de perlas de vidrio. 

3.8.3- Transformación de células por el método “Lazy bones”. 

En este método, se emplean células crecidas en medio YPDA sólido por un 
máximo de 48 horas. Se añade a un microtubo 5μL de ssDNA 1%, entre 5 y 10μL de 
cada plásmido que deseemos introducir en las células de levadura, y se completa con 
H2O MilliQ estéril hasta alcanzar un volumen de 50μL. En esta solución se 
resuspende el volumen de células que ocupan un asa de siembra de 10μL. Se añaden 
500μL de solución de plaqueado LiTE, y se incuba la muestra durante al menos 6 
horas a temperatura ambiente, agitando la mezcla de forma intermitente (hasta 4 días 
máximo de incubación).  

Posteriormente se someten a un choque térmico a 42ºC durante 15 minutos, 
se centrifugan brevemente las células, retirando 500μL del sobrenadante, y 
resuspendiendo el precipitado celular en el volumen restante, y por último se 
extienden en medio sólido SD selectivo con la ayuda de perlas de vidrio. 

3.8.4- Ensayos de crecimiento en medio sólido 

Las líneas celulares crecidas hasta saturación se emplean para obtener 
diluciones seriadas (1/10, 1/100, 1/1000). Con ayuda de un replicador, se depositan 
aproximadamente 3μL de cada dilución en placas con medio selectivo (SD-2, SD-3, 
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SD-4). Posteriormente se incuban a 28ºC durante 3 ó 5 días en posición invertida, 
hasta observar un crecimiento adecuado. 

 

3.9- Aislamiento de ácidos nucleicos  

 3.9.1- Extracción a pequeña escala de ADN genómico de A. thaliana  

 Este protocolo permite la extracción de forma rápida y eficaz, de suficiente 
cantidad de ADN genómico para la comprobación mediante PCR, de la presencia o 
ausencia de secuencias génicas en arabidopsis. El método consiste en homogeneizar 
una hoja o fragmento de la misma de aproximadamente 1 cm2, en un microtubo con 
ayuda de un pistilo de polipropileno. Una vez homogeneizado el tejido, se añaden 
400μL de tampón de extracción compuesto por Tris-HCl pH7,5 200mM, NaCl 
250mM, EDTA pH7,5 25mM y SDS 0,5% y se agita con agitador de vórtice. A 
continuación, se centrifuga a 14000rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente, 
ya que el SDS precipita en frío. Se transfieren 300μL del extracto celular a un nuevo 
microtubo, evitando tomar restos celulares. Se precipita el ADN en solución 
agregando 300μL de isopropanol, mezclando por inversión e incubando 5 minutos a 
temperatura ambiente. Se centrifuga de nuevo a 14000rpm durante 10 minutos, 
eliminando el sobrenadante. Una vez el precipitado está seco, se resuspende en 50μL 
de agua MilliQ estéril, libre de nucleasas.  

 3.9.2- Aislamiento a gran escala de ADN genómico de A. thaliana  

 Para el aislamiento a gran escala de ADN genómico, empleado en diferentes 
técnicas durante el desarrollo de la presente tesis doctoral (TAIL-PCR, Southern blot, 
rescate plasmídico), se emplea una adaptación del método del CTAB descrito por 
McKinney y colaboradores (1995). Aproximadamente un gramo de tejido vegetal se 
homogeneíza en mortero usando nitrógeno líquido. Este homogeneizado se coloca en 
un tubo Beckman de 50mL, se le añaden 5mL de tampón de extracción CTAB 2% 
(2% p/v CTAB, 100mM Tris-HCl pH8, 20mM EDTA, 1,4M NaCl y 1% p/v PVP 
Mr 40000) y se incuba a 60ºC durante 15 minutos. A continuación se agregan 5mL 
de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se mezcla mediante agitación y se centrifuga a 
2000rpm durante 10 minutos. Se toma la fase acuosa superior, se añaden 0,1 
volúmenes de una solución de CTAB 10% p/v y NaCl 0,7M, y se calienta a 60ºC 
durante 2 minutos.  
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A continuación, se añaden dos volúmenes de agua 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 12000rpm durante 10 
minutos. El precipitado se resuspende en 0,4mL de una solución de TE1X y NaCl 
1M, se añaden 0,8mL de etanol absoluto frío para inducir la precipitación del ADN y 
se centrifuga a 12000rpm durante 10 minutos. Finalmente, el ADN precipitado se 
lava dos veces con etanol 70% (agregando 1mL de esta solución, centrifugar y eliminar 
el sobrenadante), y el precipitado final se resuspende en 100μL de agua MilliQ estéril, 
libre de nucleasas.  

3.9.3- Extracción de ADN plasmídico de E. coli 

Se centrifugan de 1,5 a 3mL de cultivo saturado crecido en LB durante toda la 
noche, a 14000rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. El precipitado celular 
se resuspende en 200μL de tampón GTE (Glucosa 50mM, Tris-HCl pH8 25mM, 
EDTA pH8 10mM), mediante pipeteo. Se añaden 300μL de tampón de lisis (NaOH 
0,2N y SDS 1%), mezclando por inversión e incubando 5 minutos en hielo. 
Posteriormente, se añaden 300μL de tampón KOAc 3M, pH4,8 (también puede ser 
NaOAc pH4,8), y se procede de igual forma que en el paso anterior. A continuación, 
se centrifuga a 14000rpm 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 añaden 2μL de RNAsa A a 10mg/mL, y se incuba a 37ºC 
durante 15 minutos. Tras el tratamiento con la RNAsa, se realiza una purificación con 
cloroformo, y para ello, se añaden 400μL de cloroformo y se agita manualmente (no 
usar mezclador de vórtice), centrifugando después a 5000rpm durante 2 minutos. Una 
vez la solución de ADN ha sido purificada, se precipita añadiendo el mismo volumen 
de isopropanol, mezclando por inversión e incubando 10 minutos en hielo. 
Finalmente, se recoge el ADN plasmídico por centrifugación a 14000rpm durante 10 
minutos, el precipitado se lava con etanol 70% del mismo modo que en el apartado 
anterior, centrifugándolo posteriormente. Una vez el ADN está seco, se resuspende en 
50μL de agua MilliQ estéril, libre de nucleasas. 

 3.9.4- Extracción de ADN plasmídico de S. cerevisiae 

Este método se emplea para el rescate de los plásmidos de aquellas células del 
rastreo de doble híbrido capaces de crecer en medio selectivo (Apartado 3.12). Para 
ello, se crecen 5mL de cultivo de levadura hasta saturación, en el medio selectivo para 
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el plásmido de interés (aproximadamente 24 horas). Se recogen las células en un 
microtubo de 1,5mL centrifugando a 14000rpm 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 200μL de tampón de lisis 
(TE1X, 0,1M NaCl, 2% Tritón x100 y 1% SDS), 200μL de PCI (del inglés, 
Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol) y 200μg de bolas de diámetro 0,5 mm. Se incuba a 
temperatura ambiente con agitación durante 5 minutos. Se añaden 200μL de TE1X 
(10mM Tris-HCl pH8, 1mM EDTA) y se incuba en el agitador durante 5 minutos a 
temperatura ambiente.  

Tras centrifugar a 14000rpm 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 14000rpm 
durante 10 minutos, el precipitado se lava dos veces con etanol 70% y se deja secar.  

Finalmente, el ADN se resuspende en 10μL de TE1X y se utiliza para 
transformar células quimiocompetentes de E. coli mediante choque térmico. 
 

 3.9.5- Preparación de la genoteca de A. thaliana en células de E. coli 

Se transforman células competentes de E. coli DH5α, a partir de unos 
microgramos de ADN de la genoteca preparada a partir de mRNA de arabidopsis 
(Nemeth y col., 1998) en el plásmido pACT2 (Figura 3.14), hasta obtener un total de 
transformantes en medio selectivo de unos dos millones de colonias. Mediante un asa 
de siembra de 10μL, se recogen y juntan las colonias en 250mL de medio LB, 
obteniendo un cultivo a una densidad óptica OD600 de 2.  

Se realiza la extracción del plásmido con 100mL del cultivo, obteniendo un 
total aproximado de 15mg de ADN plasmídico (protocolo adaptado al volumen 
celular del apartado 3.9.3). El resto del cultivo, aproximadamente 150mL, se 
centrifuga en 15 tubos contiendo 10mL cada uno, y se resuspende el depósito celular 
de cada tubo en 1mL de medio LB, al que se agregan 270μL  de glicerol 80% y se 
congelan a -80ºC. Cada glicerinado obtenido posee aproximadamente 1010 células 
DH5α portando la genoteca construida en el plásmido pACT2 (Figura 3.14). 

 3.9.6- Aislamiento de ARN de A. thaliana 

Se homogeneíza en mortero 0,5 gramos de tejido vegetal congelado con 
nitrógeno líquido, se coloca en un microtubo y se agregan 0,75mL de PCI y 0,75mL 
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de TCES (0,2M Tris, 0,2M NaCl, 50mM EDTA, 2% p/v SDS, ajustado a pH8 con 
HCl). El homogeneizado se incuba a 50ºC durante 15 minutos. A continuación, se 
centrifuga a 6000rpm 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). Una vez añadida la solución orgánica, se mezcla por agitación y se vuelve a 
centrifugar a 6000rpm 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 6M y 
manteniendolo a -20ºC durante 4-5 horas.  

Finalmente, se centrifuga a máxima velocidad durante 10 minutos, el 
precipitado se lava con etanol 70% y se resuspende en 20μL de agua estéril MilliQ 
estéril, libre de nucleasas. Para comprobar la integridad del ARN se emplean geles no 
desnaturalizantes (Apartado 3.10.3). 

  

 3.10- Análisis de ácidos nucleicos  

 3.10.1- Cuantificación de ácidos nucleicos 

 La cuantificación de los ácidos nucleicos (ADN o ARN), se realiza mediante 
espectrofotometría en el rango ultravioleta (260 nanómetros), utilizando un 
espectrofotómetro NanoDrop ND-1000, a partir de 1μL de muestra.    

 3.10.2- Electroforesis de ADN en gel de agarosa  

 Para comprobar la integridad y concentración del ADN plasmídico, ADN 
genómico de A. thaliana y de los productos de la PCR, se emplean geles de diferente 
porcentaje de agarosa (p/v), principalmente entre 0,7 y 1,5%, en tampón de 
electroforesis TBE 0,5X (45mM Tris-Base, 45mM ácido bórico y 1mM EDTA). 
Tanto el tampón de electroforesis como el gel contienen 0,05% (p/v) de bromuro de 
etidio. La visualización de ácidos nucleicos (ADN o ARN), 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% glicerol, 60mM Tris-HCl pH8, 6mM EDTA y 
0,35% p/v Orange G) y Tampón 6X azul (40% p/v sacarosa, 0,1M EDTA y 0,25% 
p/v azul de bromofenol). Como marcadores de tamaño y peso molecular se utilizan los 
patrones comerciales 1kb Plus y λ/HindIII de Fermentas. 
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 3.10.2.1- Purificación de ADN desde gel de agarosa  

 Esta técnica se realiza tras la electroforesis (en las condiciones indicadas en el 
apartado anterior), del producto de la restricción de plásmidos para diferentes eventos 
de clonaje. Una vez identificada la banda de interés, se extrae del gel con ayuda de una 
espátula y se introduce en una jeringuilla de 2mL, dejándola en el congelador durante 
10 minutos a -20ºC. Se preparan filtros Whatman de 0,2μm añadiendo 200μL de 
ARN de transferencia al 0,1% (p/v), bloqueando así los sitios de unión inespecíficos de 
ácidos nucleicos.  

 Se coloca el filtro en la jeringuilla, y se empuja el embolo en tres ocasiones 
consecutivas, o hasta que el gel pase completamente a través del filtro. Se reextrae el 
ADN residual añadiendo 200μL de TE1X, obteniendo una solución de 
aproximadamente entre 0,6 y 0,8mL. Se añade 5μL de ARN de transferencia al 1% 
(p/v), y tras mezclar bien la solución mediante pipeteo, se precipita el ADN añadiendo 
por cada volumen de ADN dos volúmenes de etanol absoluto y 0,1 volumen de NaCl 
5M. Esta mezcla se deposita en el congelador a -20ºC durante 1 hora, y 
posteriormente se centrifuga a 14000 rpm durante 10 minutos. El precipitado de 
ADN se lava con etanol 70% para eliminar posibles restos de sales, añadiendo 1mL de 
esta solución y agitando el microtubo por inversión. Se centrifuga de nuevo a 14000 
rpm durante 5 minutos, descartando el sobrenadante y secando durante 5 minutos en 
la centrifuga de vacio a 30ºC. Finalmente, el precipitado de ADN se resuspende en 
40μL de agua MilliQ estéril, libre de nucleasas.   

3.10.3- Electroforesis de ARN bajo condiciones no desnaturalizantes 

Se preparan geles de agarosa al 1% en tampón TAE1X, 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, 8% v/v glicerol, 0,05% p/v azul de bromofenol y 0,001% p/v 
de bromuro de etidio). Antes de cargarlas en el gel, las muestras se calientan a 56ºC 
durante 10 minutos. El gel se deja correr entre 1-2 horas a 50 voltios, y se visualiza 
bajo luz ultravioleta con la ayuda de un documentador de geles. 
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 3.10.4- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

 El estudio de la presencia del T-DNA introducido en arabidopsis o en 
cualquier otra especie de cualquier fragmento de ADN de interés, así como la 
obtención de un fragmento para ser clonado, 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 y col., 1985). Todos los 
cebadores empleados en este trabajo han sido sintetizados por la empresa Isogen Life 
Science. En el anexo 1 se muestran todos los oligonucleótidos empleados en esta tesis 
doctoral (en las reacciones de PCR, PCR diagnóstica, RT-PCR semicuantitativa y 
qRT-PCR a tiempo real). 

 Las reacciones de PCR se llevan a cabo de forma rutinaria en microtubos, 
donde se realiza una mezcla de reactivos (Tabla 3.1), que permite la amplificación de 
fragmentos de ADN mediante diferentes ciclos de temperatura. 

Tabla 3.1. Reactivos necesarios en una reacción de PCR. 
ADN molde 1μL 
Tampón PCR 10x 3μL 
dNTPs 10mM 0,6μL 
Cebador específico directo (10μM) 1,5μL 
Cebador específico reverso (10μM) 1,5μL 
ADN polimerasa (Taq) 1U/μL     0,6μL 
H2O MilliQ    volumen hasta 30μL 

 

 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) con el siguiente programa: 

 1 ciclo de desnaturalización a 95ºC durante 3 minutos. 
 30-35 ciclos de: 

o Desnaturalización: 30 segundos a 95ºC, 
o Hibridación de los cebadores: 30 segundos a una temperatura de 

anillamiento 2ºC inferior a la Tm  más baja de alguno de los 
oligonucleótidos empleados, 
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o Extensión: 1 minuto por kb a amplificar, a una temperatura de 72ºC. 
 1 ciclo de extensión final a 72ºC durante 5 minutos. 
 1 ciclo a 4ºC para mantener el amplicón en buenas condiciones hasta el 

análisis. 
 

 3.10.4.1- Diseño de los oligonucleótidos 

 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.  

 En esta tesis doctoral, el diseño de los cebadores se ha realizado mediante la 
ayuda de la aplicación web Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), excepto en 
los casos en los que se han añadido sitios de restricción necesarios para las distintas 
estrategias de clonaje empleadas. Las condiciones generales del diseño son una longitud 
óptima de 20 nucleótidos, con una presencia en G/C del 60% aproximadamente, y, de 
forma general, se diseñaban cebadores con unas temperaturas de hibridación en torno 
a los 60ºC. Una vez obtenidas las secuencias, se analizan mediante el programa 
Amplify 3.1, para confirmar que las parejas de oligos empleadas en cada amplificación 
no forman dímeros entre sí, inhibiendo así parte de la reaccion. Además, cuando se 
tratan de análisis de expresión, se comprueban mediante BLASTn (del inglés, 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.  

 3.10.4.2- Purificación de productos de PCR 

 La purificación de productos de PCR necesarios para diferentes eventos de 
clonaje o secuenciación, se realiza mediante precipitación del ADN, añadiendo por 
cada volumen de ADN dos volúmenes de etanol absoluto, y 0,1 volúmenes de NaCl 
5M. Esta mezcla se deposita en el congelador a -20ºC durante 1 hora, y 
posteriormente se centrifuga a 14000rpm durante 10 minutos. El precipitado de ADN 
se lava con etanol 70% para eliminar posibles restos de sales, añadiendo 1mL de esta 
solución y agitando el microtubo por inversión. Se centrifuga de nuevo a 14000rpm 
durante 5 minutos, descartando el sobrenadante y secando durante 5 minutos en la 
centrifuga de vacio a 30ºC. Finalmente, el precipitado de ADN se resuspende en agua 
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MilliQ estéril, libre de nucleasas, en un volumen igual o inferior al volumen de 
partida. 

3.10.5-Digestión del ADN con endonucleasas de restricción 

Esta técnica se emplea en experimentos de comprobación de plásmidos, para 
análisis Southern blot, o en eventos de clonaje. 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 5U de enzima por cada 
microgramo de ADN a digerir.  

3.10.6- Ligación de moléculas de ADN 

La ligación de fragmentos de ADN se lleva a cabo utilizando 1U de la enzima 
ligasa de INVITROGEN T4 DNA Ligase (Ref. 15224-041) por cada 10μL de 
volumen de reacción. Esta es una herramienta, junto con la digestión de fragmentos de 
ADN con endonucleasas de restricción, que constituían la principal herramienta de 
clonaje para la creación de plásmidos recombinantes. Para la ligación de fragmentos, se 
utilizan 100 ng de inserto manteniendo siempre una relación molar 1:3 
(vector:inserto). La incubación se realiza durante 1h a 22ºC, y un mínimo de 16 horas 
a 16ºC. Acto seguido, se transforma el producto de la ligación en células competentes 
de E. coli. 

 3.10.7- Comprobación de la presencia del T-DNA 

 El estudio de la presencia del T-DNA introducido en el genoma de los 
mutantes de arabidopsis se realiza mediante la técnica de la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) o mediante análisis Southern blot a partir de ADN genómico de 
varias plántulas de cada mutante, crecidas en invernadero durante 15 días.  

3.10.7.1- Análisis Southern blot 

Se digieren 2μg de ADN (extraído según el Apartado 3.9.2), con la enzima de 
restricción BamHI durante 2 horas. Tras la digestión, se realiza una electroforesis en 
gel de agarosa 1% con el tampón de electroforesis TAE 1X (40mM TrisBase, 20mM 
ácido acético y 2mM EDTA) a un voltaje de 10V durante 12 horas. Finalizada la 
electroforesis, el ADN se desnaturaliza sumergiendo el gel en una solución de NaOH 
0,4M durante 10 minutos. Posteriormente se transfiere el ADN a una membrana 
Hybond N+ (Amersham) mediante la técnica de transferencia de ADN en medio 
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alcalino, descrita en Sambrook y Russell (2001), durante 12 horas. Finalmente, el 
ADN se fija covalentemente a la membrana empleando radiación ultravioleta usando 
un aparato Stratalinker (Stratagene), a 120mJ durante 5 minutos. La membrana con el 
ADN fijado se coloca en un tubo de hibridación ThermoHybaid (Thermo). Se añaden 
5mL de tampón de hibridación PSE (0,4M Na2HPO4 pH7,2, 1mM EDTA y 7% p/v 
SDS) previamente calentado a 65ºC, y se deja durante 20 minutos en un horno con 
agitación circular a 65ºC.  

A continuación, se agregan 10mL de tampón de hibridación PSE, 
precalentado a 65ºC, y la sonda radioactiva apropiada (según el fragmento de ADN 
que se pretende detectar en la membrana, ver apartado siguiente) y se deja durante 16-
18 horas a 65ºC en agitación. Posteriormente, se realizan 2 lavados de la membrana de 
30 minutos a 65ºC con el tampón de lavado (40mM Na2HPO4  pH7,2, 1mM EDTA 
y 5% p/v SDS). Tras los lavados, la membrana se seca y se envuelve en plástico 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). 

3.10.7.2- Marcaje radioactivo de sondas 

El ADN empleado para la síntesis de sondas radioactivas en los experimentos 
de Southern blot, se obtiene mediante amplificación por PCR de ADN genómico 
(Apartado 3.10.4). El producto de PCR se visualiza en un gel TBE 0,5X y se purifica 
usando el kit “Rapid Gel Extraction System” (Marligen). 

Para el marcaje radioactivo de las sondas se usa el método de marcaje por 
hexanucleótidos (“random priming”). Para ello, 120 ng de ADN molde en 15μL de 
agua estéril se desnaturaliza incubando a 95ºC durante 10 minutos. A continuación, se 
coloca el microtubo en hielo y se agregan 5μL de OLB 5X (0,1M MES pH6,8, 5mM 
DTT, 25mM MgCl2, 0,2mg/mL hexanucleotidos al azar “hexanucleotides random 
primers” (Boehringer), 0,1mM dATP, 0,1mM dGTP, 0,1mM dTTP), 1μL del 
fragmento klenow de la ADN polimerasa de E. coli (10U/μL), 2,5μL de BSA 10X 
(Albúmina de Suero Bovino) y 2,5μL de α-32P 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 200μL de TE 1X (1mM EDTA, 10mM 
Tris pH8) para detener la reacción.  
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Antes de agregar la sonda al tampón PSE, para proceder con la hibridación de 
la membrana, la sonda se desnaturaliza incubandola a 95ºC durante 10 minutos. 

 
3.10.8- Análisis de la expresión génica  

3.10.8.1- Síntesis de cDNA para PCR semicuantitativa y a tiempo real 

Para llevar a cabo la síntesis de ADN complementario a los ARNs extraídos en 
el aislamiento de ARN de arabidopsis (Apartado 3.9.6), se utiliza el kit de 
FERMENTAS LIFE SCIENCES Maxima® Universal First Strand cDNA Synthesis Kit 
(Ref. K1641). Antes de usar dicho kit, el ARN debe haber sido tratado con DNAsa I, 
para eliminar cualquier resto de ADN en la muestra, y poder asegurar que los 
resultados posteriores son solo reflejo del ARNm. En cada reacción se añadió el 
volumen necesario para contener 3-5μg ARN, 2μL de tampón, 1μL de la enzima 
retrotranscriptasa, y el volumen de agua necesario hasta completar un volumen final de 
20μL. Esta reacción, se incubó en un termociclador con el siguiente programa: 10 
minutos a 25ºC, 30 minutos a 50ºC seguido de un paso final de 5 minutos a 85ºC. 
Terminado el proceso se añadieron 20μL de agua MilliQ a cada tubo de reacción y se 
guardaron a -80°C hasta su uso. 

 3.10.8.2- RT-PCR semicuantitativa 

 Este tipo de PCR tiene como objetivo el análisis semicuantitativo de la 
expresión génica, utilizando como molde de la reacción cDNA. Las condiciones son 
similares a las de la PCR detalladas en el Apartado 3.10.4, pero el número de ciclos 
suele ser menor. Se trata simplemente de un análisis semicuantitativo, ya que el único 
dato del que dispondremos será el gel producto de la electroforesis en agarosa del 
amplicon. De esta forma visual, podremos diferenciar aquellas líneas que poseen una 
expresión aumentada o disminuida del gen en cuestión. 

 3.10.8.3- qRT-PCR  

 La qRT-PCR o PCR cuantitativa a tiempo real, es una variante de la reacción 
en cadena de la polimerasa, y se emplea para amplificar y cuantificar los niveles de 
ARN mensajeros de los genes de interés de forma absoluta. La diferencia con la 
variante semicuantitativa, es que en esta variante se adiciona una sustancia marcada 
con un fluoróforo que, en un termociclador que albergue sensores para medir 
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fluorescencia tras excitar el fluoróforo a la longitud de onda apropiada, permita medir 
la tasa de generación de uno o más productos específicos.  

 Para ello, se utiliza el kit de Cultek Molecular Bioline “PyroTaq EvaGreen 
qPCR Mix Plus (ROX)”. Se prepara una mezcla de reacción con 4μL de la solución 
proporcionada por el kit, 0,5μL de cada oligonucleótido necesario para la reacción 
(10μM), y 14μL de agua MilliQ estéril, libre de nucleasas. A esta mezcla de 19μL, se le 
añade 1μL de cDNA molde para la amplificación. Cada reacción fue realizada por 
triplicado. 

3.10.8.4- Análisis de la expresión génica mediante micromatrices de 
oligonucleótidos 

En este análisis se han empleado micromatrices de oligos de la Universidad de 
Arizona denominados “Qiagen-Operon Arabidopsis Genome Array Ready Oligo Set 
(AROS) Version 3.0”. La información referente a este tipo de micromatrices, puede 
consultarse en la web “ag.arizona.edu/microarray”. Estas matrices están compuestas de 
29000 oligonucleótidos de 70 pares de bases, que corresponden a 87 microRNAs y 
28964 transcritos codificantes de proteínas, que representan a 26173 genes. El diseño 
de las micromatrices se ha realizado en base a la información de la base de datos  
“TIGR Arabidopsis genome” (http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/) y al registro de 
microRNAs del “Sanger Institute” 
(http://www.sanger.acuk/Software/Rfan/mirna/index.shtml). 

En el diseño del análisis se decidió que se utilizarían dos líneas transgénicas, 
para la realización de 6 micromatrices. 

 
Preparación de las muestras 

Para cada micromatriz, se emplean del orden de 30 plántulas de 7 días de 
edad, cultivadas en medio MS sólido en posición horizontal. Estas plántulas se 
homogeneízan en mortero con nitrógeno líquido, procediendo con la extracción de 
ARN para cada una de los genotipos.  

La extracción de ARN se realiza mediante el kit “NucleoSpin RNA” de 
Macherey-Nagel. Al material homogeneizado, se le agrega 350μL del tampón de lisis 
RA1 suplementado con 3,5μL de β-mercaptoetanol. Se agita con agitador de vórtice, y 
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se carga la muestra en la columna rosa presente en el kit. En esta columna se filtra la 
muestra para evitar el arrastre de restos insolubles.  

Recuperamos el extracto celular y ajustamos las condiciones de la muestra para 
su fijación al filtro de la columna, añadiendo 350μL de etanol 70%, mezclando de 
nuevo con el agitador de vórtice, y cargando el total de la muestra en la columna de 
color azul presente en el kit. A continuación se centrifuga a 11000rpm durante 30 
segundos. Descartamos el eluido, quedando los ácidos nucleicos retenidos en la matriz, 
y se agregan a la columna 350μL del tampón MDB (Membrane Desalting Buffer) para 
eliminar las sales presentes en el filtro, lo que hará más efectivo el tratamiento con 
rDNAsa. Se centrifuga de nuevo a 11000rpm durante 1 minuto, y se descarta el 
eluido. Después, preparamos la mezcla de reacción para el tratamiento con DNAsa, 
compuesta por 90μL del tampón de la enzima, y 10μL de rDNAsa, agregando a la 
columna 95μL por muestra. Se incuba a temperatura ambiente durante 15 minutos.  

Tras el tratamiento, la muestra de ARN queda libre de moléculas de ADN, 
por lo que no será necesario un tratamiento posterior con DNAsa I. A continuación, 
se añaden 200μL del tampón RA2 para inactivar la enzima, y acto después procedemos 
a centrifugar la columna a 11000rpm durante 30 segundos, descartando de nuevo el 
eluido. Posteriormente se realizan dos lavados consecutivos con 600 y 250μL del 
tampón RA3, centrifugando a 11000rpm durante 30 segundos y 2 minutos 
respectivamente, descartando después de cada centrifuga el eluido.  

Finalmente, se inserta la columna en un microtubo libre de RNAsas y 
agregamos a cada filtro 20μL de agua libre de RNAsa, e incubamos a temperatura 
ambiente durante 5 minutos. Tras una última centrifugación a 11000rpm durante 1 
minutos, recogeremos  la muestra de ARN procedente de cada una de las líneas a 
analizar. Este paso se realiza por triplicado, obteniendo un total de 60μL de solución 
de ARN. 

 
Preparación del ADN complementario 
 

La preparación del ADN complementario de simple y doble cadena se realiza 
con el kit “Aminoallyl MessageAmpTM II aRNA kit” de Ambion. Para la síntesis de 
simple cadena, se toman 0,5μg de ARN y se añaden 0,5μL de oligo-dT T7 en un 
volumen total de 6μL.  

Se mezcla con agitación suave y se incuba a 70ºC durante 10 minutos, tras lo 
cual, se realiza un pequeño centrifugado para recuperar el volumen condensado en la 
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tapa, y se deja en hielo hasta agregar 4μL de la siguiente mezcla: 1μL de tampón de 
reacción de simple cadena 10X, 0,5μL de inhibidor de ribonucleasas, 2μL de dNTPs y 
0,5μL de transcriptasa reversa. Una vez mezclado, se incuba a 42ºC durante 2 horas. 

Para la síntesis de ADN complementario de doble cadena, se añaden 40μL a 
cada muestra de la siguiente mezcla: 31,5μL de agua libre de nucleasas, 5μL de 
tampón de reacción de doble cadena 10x, 2μL de dNTPs, 1μL de ADN polimeras, y 
0,5μL de RNAsa H. 

Una vez mezclado, se incuba a 16ºC durante 2 horas, y acto seguido, se 
procede con la purificación del ADN complementario. 

 
Purificación del ADN complementario 

Para llevar a cabo esta purificación utilizamos el kit “DNAclearTM cDNA 
Purification” de Ambion. En primer lugar se equilibra el filtro de la columna 
añadiendo 50μL del tampón de unión, e incubando 5 minutos a temperatura 
ambiente. A la columna pretratada se le añade la mezcla resultante de añadir a la 
solución de ADN complementario del apartado anterior, 50μL de agua libre de 
nucleasas, hasta ajustar el volumen total a 100μL. A continuación se añaden 250μL del 
tampón de unión a cada muestra, mezclando por pipeteo y cargando los 350μL totales 
en la columna. Se centrifuga a 10000rpm durante 1 minuto, descartando el eluido. Se 
añaden 500μL del tampón de lavado a la columna, y se centrifuga a 10000rpm 
durante 2 minutos, transfiriendo la columna a un nuevo microtubo.  

A continuación, se añaden 12μL de agua libre de RNAsas, precalentada a 
50ºC, y se incuba durante 2 minutos a temperatura ambiente, centrifugando a 
10000rpm durante 1 minuto. Se procede de nuevo como el paso anterior, obteniendo 
un volumen total de ADN complementario de 24μL.  

Finalmente, con ayuda de una centrifuga de vacío RVC 2-18 de “Christ”, se 
evapora la muestra hasta alcanzar un volumen de 7μL, y se procede con la síntesis de 
ARN marcado con el grupo 5-(3-aminoallyl) (aRNA). 

 
 
Transcripción in vitro para la síntesis de aaRNA 

A partir del ADN complementario purificado en un volumen de 7μL 
(apartado anterior), se realiza una transcripción in vitro, obteniendo ARN marcado, 
que ha incorporado el nucleótido modificado 5-(3-aminoallyl)-UTP (aaUTP) que 
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servirá de conjugado para los fluoróforos. Para ello, a los 7μL se agregan 13μL de la 
siguiente mezcla: 1,5μL de aaUTP (50mM), 6μL de dATP dCTP dGTP (25mM), 
1,5μL de solución de UTP (50mM), 2μL de tampón de reacción (10X), y 2μL de 
enzima T7. 

Se incuba la mezcla de reacción a 37ºC durante 18 horas, añadiendo después 
80μL de agua libre de RNAsas y procediendo con la purificación del aRNA. 

 
Purificación del aRNA 

Esta purificación se lleva a cabo con el kit “Aminoallyl MessageAmpTM II 
aRNA kit” de Ambion. Se añaden 350μL del tampón de unión a cada muestra de 
aRNA, mezclando por pipeteo. A continuación se incorporan 250μL de etanol 
absoluto, cargando el volumen total en la columna proporcionada por el kit. Se 
centrifuga a 10000rpm durante 1 minuto, descartando el eluido. Se añaden 500μL del 
tampón de lavado a la columna, y se centrifuga a 10000rpm durante 1 minuto, 
descartando nuevamente el eluido. Se vuelve a lavar procediendo de la misma forma 
pero centrifugando durante 2 minutos, transfiriendo la columna a un nuevo 
microtubo.  

A continuación, se añaden 50μL de agua libre de RNAsas, precalentada a 
65ºC, y se incuba durante 2 minutos a temperatura ambiente, centrifugando a 
10000rpm durante 1,5 minutos. Se procede de nuevo como el paso anterior, 
obteniendo un volumen total de aARN de 100μL. Por último, se cuantifican las 
muestras en un espectrofotómetro ND-1000 (NanoDrop), y se toma el volumen 
correspondiente a 7,5μg de ARN, evaporando las muestras hasta alcanzar un volumen 
de 5μL.  

 
Acoplamiento de los fluoróforos y purificación del Cy-aRNA 

Una vez purificado el aRNA, se lleva a cabo la reacción de acoplamiento con 
los fluoróforos Cy3 y Cy5 (“N-hydroxyl succinimidal dyes”) de GE Healthcare.  

 
En tres de las réplicas, se empleó el fluoróforo Cy3 para las muestras control y 

el Cy5 para las muestras tratadas. En las otras 3 réplicas se marcaron de forma 
contraria, para eliminar la variabilidad debida a la mayor o menor hibridación de los 
fluoróforos.  
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Para el marcaje, a los 5μL con 7,5μg de aaRNA se les añade 10μL de “coupling 
buffer”, y 18μL del fluoróforo apropiado disuelto en DMSO. El acoplamiento se lleva 
a cabo durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad, obteniendo el Cy-
aRNA. A continuación, el aRNA acoplado al fluoróforo se purifica usando el kit  
“Aminoallyl MessageAmpTM II aRNA kit” de Ambion. Se añaden 10μL de 
hidroxilamina 4M al Cy-aRNA, incubando la mezcla durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. Tras esta incubación, se agregan 60μL de agua libre de RNAsas 
y ajusta así el volumen total a 100μL.   

A continuación se agregan 350μL del tampón de unión a cada muestra de 
aRNA, mezclando por pipeteo, y se procede tal y como se describe en el apartado 
anterior.  

Una vez obtenidos los 100μL de Cy-aARN purificado, se cuantifica en el 
NanoDrop, y se mezclan 250pmoles de cada aRNA (muestra tratada y control), 
marcados con diferentes fluoróforos, se concentran en la centrifuga de vacío hasta 
alcanzar un volumen de 5μL y se realiza la fragmentación.  
 
Fragmentación del Cy-aRNA 

Para llevar a cabo la fragmentación, se emplea el kit “RNA fragmentation 
reagent” (Ambion). Concretamente, se añaden a la mezcla de los 2 Cy-aRNA 2μL de 
tRNA (10mg/mL), 2μL de poliA (10mg/mL), y 1μL del tampón de fragmentación de 
RNA 10X de Ambion, obteniendo un volumen final de 10μL. La mezcla se incuba 15 
minutos a 70ºC, y transcurrido ese tiempo se detiene la reacción añadiendo 1μL del 
tampón de parada, manteniendo la solución en hielo hasta proceder con la 
hibridación. 

Preparación de las micromatrices de oligos para la hibridación 

Previamente a su uso, las micromatrices deben ser hidratadas empleando 
vapor de agua a 60ºC durante 5-10 segundos, y secadas en un horno de 
hibridación/estufa a 65ºC durante 5 segundos.  

Tras dejarlas atemperar, se realiza otros dos pasos de hidratación de forma 
consecutiva. Tras la hidratación, se fija el ADN del que están formadas las 
micromatrices, exponiendo los cristales a 65mJ empleando un “UV cross-linker”. 
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A continuación, los cristales se lavan dos veces con una solución de 0,1% SDS 
y 4 veces con agua durante 2 minutos cada lavado. Finalmente, se introduce el cristal 
en etanol absoluto durante 30 segundos, y se seca por centrifugación a 2000rpm 
durante 1 minuto a temperatura ambiente, comprobando que no hay manchas en las 
micromatrices. 

 
 
Prehibridación e hibridación de las micromatrices de oligonucleótidos 

 
Los cristales se prehibridan durante 30-45 minutos a 42ºC con 50mL de 

solución de prehibridación (SSC 3X, 0,01% BSA y 0,1% SDS) en un tubo de 50mL. 
Transcurrido ese tiempo, los cristales se lavan a temperatura ambiente, 2 veces en agua 
(lavados de 2 minutos cada uno) y una vez en isopropanol (30 segundos), y se secan 
por centrifugación a 2000rpm durante 1 minuto, comprobando de nuevo que no hay 
manchas en las micromatrices. Inmediatamente después se realiza la hibridación. 

La hibridación se lleva a cabo en una cámara de hibridación de micromatrices 
(“ArrayIt Hybridization Cassete”, TeleChem) tapada con una cubierta de 60x22 mm 
“LifterSlip” (Erie Scientific). 

Al aRNA ya fragmentado se le añade la mezcla de hibridación, que contiene 
50μL de formamida desionizada, 30μL de SSC 20X, 5μL de SDS 10% y 5μL de 
solución 100X “Denhardt´s” (BSA 20 g/L, Ficoll400 20 g/L, Polivinilpirrolidona 20 
g/L); una mezcla de polímeros de elevado peso molecular capaces de saturar los lugares 
de hibridación inespecífica.  Las micromatrices se adhieren a la cámara de hibridación 
con ayuda de 15μL de agua, para así evitar posibles movimientos de la micromatriz. 
Una vez fijadas, se aplica la mezcla de hibridación desnaturalizada previamente durante  
5 minutos a 95ºC. Los cristales se incuban a 42ºC durante 16 horas en la cámara de 
hibridación.  
 
Lavado y escaneado de las micromatrices  

 
Una vez finalizada la hibridación, los cristales se someten a diferentes lavados. 

El primer lavado se realiza con SSC 1X y SDS 0,1% a 42ºC (5 minutos), el segundo 
con SSC 0,2X y SDS 0,1% a 42ºC (5 minutos), el tercero y el cuarto con SSC 0,1X a 
28ºC (2 minutos) y finalmente con SSC 0,01X durante 2 minutos a temperatura 
ambiente. Los cristales se secan por centrifugación a 2000rpm durante 1 minuto a 
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temperatura ambiente, comprobando que no hay manchas en las micromatrices que 
puedan interferir en el escaneado. En el caso de que aparezcan manchas, se realizan de 
nuevo varios lavados con SSC 0,01X durante 2 minutos a temperatura ambiente. 

Los cristales hibridados, lavados y secos, se escanean a 532 nm para el 
fluoróforo Cy3 y a 635 nm para el fluoróforo Cy5, usando el escáner Genepix 4000B 
(Axon Molecular Devices, Sunnyvale CA) a una resolución de 5 μm. Se ajusta 
manualmente la intensidad de señal, hasta que en el histograma aparezca un ratio entre 
las dos señales cercano a 1 (para comprobar que la señal de cada fluoróforo es la misma 
y no esta desplazada hacia un color). Una vez escaneado, se guarda la imagen en 
formato “Multi-image TIFF files.tif”. 

 
Procesamiento de los datos con Genepix 

 
Una vez que las imágenes son escaneadas y guardadas, comprobando que no 

hay errores en el escaneado, procedemos al primer procesamiento con ayuda del 
programa “GenePix 4,1 microarray-analysis” (Axon Molecular Devices, Sunnyvale CA). 
Para ello, nos descargamos el archivo con extensión .gal de la web 
“ag.arizona.edu/microarray” correspondiente con nuestras micromatrices. Este archivo, 
permitirá la selección de todos los puntos de la matriz, modificando el tamaño de 
aquellos en los que sea necesario, o cancelando la señal de los que no estén bien 
definidos. Cuando se completa este proceso, se guarda de forma conjunta el archivo 
con extensión .tif y el archivo con extensión .gal, en un único archivo con extensión 
.gps (matriz de datos). A continuación, se procede con el análisis de la señal presente 
en los 29000 puntos de cada micromatriz. En primer lugar, se realiza una primera 
normalización de los datos, basada en que el cociente rojo/verde sea igual a 1.  

 
Tras esta normalización, se eliminan los puntos con manchas, los puntos 

saturados en ambos canales (rojo, verde), o aquellos con una intensidad en alguno de 
los canales, menor al doble de la intensidad del fondo. Una vez finalizado, se guardan 
los resultados en un archivo con extensión .gpr (resultados). 

 
Procesamiento de los datos con Accuity y análisis estadístico con SAM 
 
 Esta es la última fase del análisis de los datos obtenidos en las micromatrices, y 
de aquí se obtendrá un listado de genes inducidos y/o reprimidos, resultado de la 
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diferencia de expresión de nuestras líneas de interés y su control silvestre. Solo 
formaron parte de nuestro análisis estadístico 5 de las 6 micromatrices realizadas, ya 
que una de las replicas no alcanzó los niveles de calidad necesarios para este análisis. 

Mediante el programa “Accuity”, se realiza una nueva normalización de los 
datos (método LOWESS: “Locally Weighted Scatter plot Smoother”). Asimismo, se 
eliminan aquellos puntos  que no estén representados al menos en 4 de las 5 réplicas,  
se invierte el cociente en las 3 réplicas cuyo marcaje se realizó con los fluoróforos 
invertidos (es decir, se dejan todos los valores de las líneas control en las cuatro 
micromatrices con señal verde, y los valores de las líneas mutantes en las cuatro 
micromatrices con señal roja), y se seleccionan los genes diferencialmente expresados.  

De aquí, surge un listado de genes con cinco valores (uno de cada 
micromatriz) asociados, que podemos pegar en una tabla Excel. El análisis estadístico 
de los datos se realiza con el test estadístico SAM (Significant Analysis of Microarrays) 
(Tusher y col., 2000), que permite determinar aquellos genes cuyo nivel de inducción 
o represión es estadísticamente significativo (considerando un error del 5%).  

 
Comparación de los resultados obtenidos con respuestas transcripcionales frente 
a diferentes estreses 
 

Para realizar esta comparación, se emplearon datos de micromatrices 
disponibles en la base de datos NASCArrays 
(http://affymetris.arabidopsis.info/narrays/experimentbrowse.pl), de plantas tratadas 
durante tres horas bajo 38ºC de temperatura (estrés térmico), con metil viológeno 
10μM (estrés oxidativo) y con manitol 300mM (estrés osmótico).  

En primer lugar se procede con la descarga de las tablas de datos 
pertenecientes a cada uno de los tratamientos, y las tablas de datos control para estos 
ensayos. En estos archivos aparecen múltiples experimentos, aplicando el mismo tipo 
de estrés, pero durante diferentes periodos de tiempo. Además, los datos reflejados en 
estos archivos están separados por parte aérea y raíces. En nuestro caso, escogimos para 
realizar el análisis los tratamientos de estrés térmico, oxidativo y osmótico, aplicados 
durante 3 horas. Como para cada experimento aparecen varias repeticiones técnicas, 
obtenemos la media para cada uno de los datos. Así, disponemos de datos de expresión 
para cada uno de los genes en la raíz y en la parte aérea de arabidopsis, bajo 
condiciones control y bajo condiciones de estrés térmico, oxidativo u osmótico a las 3 
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horas de tratamiento. Una vez seleccionados los datos, comparamos los valores para 
cada uno de los genes, calculando el cociente entre el valor durante el tratamiento, 
dividido por el valor en condiciones control. Se obtiene una lista de genes con valores 
entre 0,1 y 1000, y se seleccionan los que posean valores superiores a 2 (corresponden 
con genes inducidos durante el tratamiento frente a las condiciones control), y los que 
tengan valores inferiores a 0,5 (corresponden con genes reprimidos durante el 
tratamiento, comparado con las condiciones control). Finalmente, se comparan 
mediante diagramas de Venn, los genes inducidos mediante la expresión del gen 
CtHSR1, y los genes inducidos o reprimidos por estrés térmico, oxidativo u osmótico.  

3.10.9- Diseño y obtención de las construcciones plasmídicas para 
experimentos de transformación de plantas y levaduras 

 
3.10.9.1-Clonaje de la región genómica de Candida tropicalis en el vector 

binario pBIN19 
 
Como hemos visto en apartados anteriores, la región genómica de Candida 

tropicalis responsable de la tolerancia a sal en levadura, fue aislada mediante un rastreo 
de una genoteca, generada en el plásmido multicopia de levadura pYEP351 (Figura 
3.5). El fragmento aislado, de 5,8kb, se libera de este vector mediante restricción  
(Apartado 3.10.5) con las enzimas BamHI (extremo 5’) y XbaI (extremo 3’), y se 
purifica mediante electroforesis en gel de agarosa y rescate de la banda correspondiente 
(Apartado 3.10.2.1).  

 
Al mismo tiempo, el plásmido binario pBIN19 (Figura 3.6), fue seleccionado 

como vector de clonación en arabidopsis, empleando los mismos sitios BamHI y XbaI 
para el clonaje de la región genómica mediante ligación de extremos cohesivos 
(Apartado 3.10.6). Una vez obtenida la secuencia completa, se comprueba mediante 
secuenciación que está libre de mutaciones (Apartado 3.10.10). 

 
3.10.9.2-Fusión del promotor del gen CtHSR1 al gen delator de la β-

glucuronidasa 
 
Para comprobar la funcionalidad del promotor del gen CtHSR1 en plantas, 

nos dispusimos a fusionar esta región reguladora al gen reportero GUS. Para ello, se 
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amplifica un fragmento de 2000 pares de bases del promotor, antes del codón de 
inicio, mediante PCR y polimerasas de alta fidelidad (Apartado 3.10.4), como la 
Phusion (Thermo Scientific; bajo las especificaciones del proveedor, evitando así la 
incorporación de mutaciones). A este amplicón, mediante los oligos utilizados en su 
amplificación, se le incorporan unos sitios de restricción BamHI (en el extremo 5’) y 
NcoI (en el extremo 3’), para facilitar su clonaje en el plásmido pCAMBIA1303 
mediante restricción, y ligación de extremos cohesivos (Apartado 3.10.6). Una vez 
obtenida la secuencia completa de la fusión del promotor de 2000 pares de bases y el 
gen GUS (Figura 3.17B), se comprueba mediante secuenciación que está libre de 
mutaciones (Apartado 3.10.10). Por otro lado, se fusiona también a este gen delator 
otro fragmento mayor del promotor, esta vez de 3000 pares de bases antes del codón 
de inicio. Esta estrategia se realiza mediante la restricción del plásmido pBIN19 
(Figura 3.17A; en el que había sido clonado previamente toda la región genómica de 
candida, de 5,8kb, aislada por conferir tolerancia a sal en levadura), con las enzimas de 
restricción BamHI y ApaI (Apartado 3.10.5). Estos sitios de restricción  nos permiten 
cortar la construcción obtenida en el plásmido pCAMBIA1303, y sustituir en este 
plásmido el fragmento BamHI y ApaI del pBIN19, obteniendo finalmente el 
promotor completo de 3000 pares de bases en el plásmido pCAMBIA1303 fusionado 
al gen delator GUS (Figura 3.17C).  

 
 

 
 3
 
 
  or de CtHSR1 y el gen GUS. C) Esquema del clonaje del promotor completo de 

 
1

Figura .17. Esquema del método de clonaje de la fusión génica entre diferentes fragmentos del 
promotor el gen CtHSR1 al gen delator de la β-glucuronidasa. A) Esquema del clonaje inicial 
en el plásmido binario pBIN19. B) Esquema del clonaje de un fragmento de 2000pb del 
promot
CtHSR  y el gen GUS.  
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3.10.9.3-Clonaje de la secuencia codificante del gen CtHSR1 en el vector 

binario pGPTVII-UBQ10 
 
El plásmido pGPTVII-UBQ10, cedido por el Prof. J. Kudla, posee como 

característica principal (Figura 3.11) el promotor del gen UBQ10, que permite la 
expresión de genes a niveles inferiores que el promotor constitutivo 35S. Para ello, 
amplificamos la secuencia codificante del gen CtHSR1 de 2187 pares de bases, 
mediante PCR y polimerasas de alta fidelidad (Apartado 3.10.4). Este fragmento, al 
que le fueron incorporados a través de los oligonucleótidos los sitios de restricción 
BamHI y KpnI, fue digerido mediante estas enzimas de restricción (Apartado 3.10.5), 
y purificado directamente mediante precipitación con 3 volúmenes de una mezcla de 
etanol-acetato amónico y lavado con 1 mL de etanol al 70%. El plásmido pGPTVII-
UBQ10, escogido como vector de transformación en arabidopsis, fue cortado con las 
mismas enzimas BamHI (extremo 5’) y KpnI (extremo 3’), empleando los extremos 
cohesivos de ambos fragmentos para la ligación (Apartado 3.10.6). Una vez obtenida 
la secuencia completa del gen CtHSR1 bajo el promotor del gen UBQ10, se comprobó 
mediante secuenciación que estaba libre de mutaciones (Apartado 3.10.10). 

 
3.10.9.4- Sistema de clonaje Gateway  

Para la obtención de algunas de las construcciones génicas empleadas en las 
transformaciones de A. thaliana y expresión transitoria en N. benthamiana en esta tesis 
doctoral, se empleo el sistema Gateway. Para ello, al igual que para otros sistemas de 
clonaje, es necesario disponer de la secuencia completa del cDNA del gen de interés. 
Esta secuencia se puede obtener del ABRC (Arabidopsis biological Resource Center), de 
clones propios almacenados en glicerinados o amplificando directamente sobre cDNA 
del organismo en cuestión. Así, estas secuencias se amplifican mediante PCR y 
polimerasas de alta fidelidad. En cualquier caso, la mezcla de reacción es similar a la 
descrita en el Apartado 3.10.4. A los productos de PCR se les añade 1μL (5U/μL) de 
Taq y 1μL de dATP (1mM), se mantienen 10 minutos a 72ºC (para la incorporación 
de desoxiadeninas en los extremos) y posteriormente se clonan en el plásmido 
pCR8®/GW/TOPO® del kit de INVITROGEN pCR8®⁄GW⁄TOPO® TA Cloning Kit 
(utilizando sus especificaciones pero con la mitad de volumen para cada reactivo; Ref. 
K2500-20). Con las reacciones del clonaje se transforman células competentes de E. 
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coli y se comprueba mediante secuenciación la orientación de los cDNAs y la ausencia 
de mutaciones en las secuencias (Apartado 3.10.10). Finalmente, el cDNA fue 
subclonado en los plásmidos pMDC32, pMDC43 y pMDC83 (Curtis y Grossniklaus, 
2003) utilizando la tecnología Gateway, la cual está basada en los sitios de 
recombinación att, usando la enzima recombinasa del kit de INVITROGEN Gateway® 
LR Clonase® II enzyme mix (Ref. 11791-100). Los plásmidos pMDC43 y pMDC83 
son portadores de la proteína de fusión GFP que se dispone en fase de lectura con el 
cDNA introducido. En estos plásmidos se secuenciaron las regiones de recombinación 
para comprobar que las pautas de lectura no hubieran cambiado.  

3.10.9.5- Clonaje de la secuencia codificante del gen CtHSR1 para el 
rastreo de doble híbrido en levadura 

La técnica de doble hibrido (Apartado 3.12), permite la identificación de 
interacciones entre proteínas.  

Para ello es necesario el vector pGBKT7, que contiene el gen de interés 
fusionado al dominio de unión al ADN del gen GAL4, y el plásmido pACT2, 
empleado en la creación de la genoteca de arabidopsis preparada en el Apartado 3.9.5, 
que contiene los diferentes genes objeto a rastrear fusionados al dominio de activación 
del gen GAL4. Con la construcción descrita en el apartado 3.10.9.4, en el vector 
pCR8®/GW/TOPO, incorporando la secuencia codificante del gen CtHSR1, 
procedimos con la recombinación o el subclonado del factor de transcripción en el 
plásmido de destino pGBKT7 (Figura 3.13), usando la enzima recombinasa del kit de 
INVITROGEN Gateway® LR Clonase® II enzyme mix.  

3.10.10- Secuenciación de ADN 

Los plásmidos obtenidos en la elaboración de las distintas construcciones 
genéticas, tanto por el sistema Gateway como por el sistema de digestión enzimática y 
posterior ligación, así como en los experimentos de rescate plasmídico y TAIL-PCR, 
fueron secuenciados en el Servicio de Secuenciación de ADN del Instituto de Biología 
Molecular y Celular de Plantas, Primo Yufera. El análisis de las secuencias obtenidas se 
realiza a través de los programas Jellyfish 3.3.1 y Chromas Lite, y de la aplicación 
BLAST del NCBI (Basic Local Alignment Search Tool, 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) o del TAIR. 
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 3.11- Análisis de proteínas por Western blot 

 El estudio de la expresión de la proteína CtHSR1 en levadura, mediante el 
plasmido pGBKT7 se realiza mediante el método western blot. Este método, está 
basado en la capacidad de los anticuerpos para unirse selectivamente a las proteínas 
para los que fueron sintetizados. La separación de las proteínas se realiza en 
condiciones desnaturalizantes, utilizando geles de poliacrilamida con SDS. El 
detergente aniónico SDS a concentraciones superiores a 0,05%, se une 
inespecíficamente a todas las proteínas y las desnaturaliza. Además, la movilidad 
electroforética de las proteínas solo depende de su peso, y no de su composición. Esto, 
sumado al uso de dos geles diferentes (empaquetamiento y separación), permite que la 
muestra se concentre en una capa muy fina, separándose de acuerdo a su tamaño. 

  3.11.1- Preparación de minigeles   

 Para llevar a cabo la electroforesis, se preparan geles de SDS y poliacrilamida 
en dos fases. La fase inferior o fase de separación, está compuesta por Tris 375mM, 
0,1% SDS pH8,8 con HCl, bis-acrilamida entre 8-12%, glicerol 10% y agua, cuya 
polimerización es iniciada añadiendo 4μL de TEMED (Sigma) y 40μL de persulfato 
amónico 10%. Rápidamente, se deposita la solución con ayuda de una micropipeta 
(1ml) entre las placas de vidrio. De igual forma, antes de que comience la 
polimerización de la fase inferior, se añade muy despacio la fase de empaquetamiento o 
fase superior, compuesta por Tris 125mM, SDS 0,1% pH6,8 con HCl, bis-acrilamida 
4% y agua, iniciando su polimerización de igual forma (añadiendo 2μL de TEMED y 
20μL de persulfato amónico 10%). Se añade muy cuidadosamente la fase de 
empaquetamiento sobre la fase de separación aun sin polimerizar, por un lateral de los 
cristales, hasta formar una fina y recta separación entre ambas fases. Posteriormente se 
coloca el peine, sacando todas las burbujas de aire presentes que podrían impedir la 
polimerización. 
 Una vez polimerizado, puede utilizarse inmediatamente, o puede almacenarse 
a 4ºC, recubierto con plástico hermético para evitar que se seque. 
 
 3.11.2- Preparación de la muestra 

 La preparación de la muestra es muy sencilla. El método estándar previo a la 
electroforesis consiste en añadir tampón de muestra 5X (SDS 7,5% p/v, ditiotreitol 
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0,1M, EDTA 10mM, sacarosa 30%, 0,25mg/mL azul de bromofenol y 0,3M Tris, 
llevado a pH6,8 con HCl), al volumen celular correspondiente de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae, e incubarlo a 95ºC durante 5 minutos. El calentamiento 
desnaturaliza posibles proteasas presentes en la muestra. Una vez transcurrido ese 
tiempo, depositar las muestras en hielo hasta que sean cargadas en el gel. 

 3.11.3- Electroforesis 

 Se colocan los minigeles en la cubeta de electroforesis, y se rellena con tampón 
de electroforesis (Glicina 200mM y SDS 1% v/v a pH 8,2 con Tris).  

 Se retiran los peines, y con ayuda de una micropipeta, cargamos las muestras a 
analizar en los diferentes pocillos, utilizando como control de peso molecular el 
marcado PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Una vez cargadas, 
comienza la electroforesis a 80V hasta que las proteínas alcanzan la fase de separación, 
donde aumentaremos el voltaje a 120V. La duración de la electroforesis dependerá del 
porcentaje de bis-acrilamida, y del peso de nuestra proteína. 

 3.11.4- Transferencia de proteínas desde gel a membrana 

 Una vez completada la electroforesis, se extraen los minigeles de la cubeta de 
electroforesis, y con mucho cuidado, se separan de una de las placas de vidrio. Con 
ayuda de una espátula, cortamos la fase de empaquetamiento, dejando solo la 
superficie del gel correspondiente a la fase de separación. Acto seguido, se procede al 
montaje del casete de transferencia como indica la Figura 3.18. 

 
+

 

 

 

 

esponja 
papel filtro 
membrana 
gel
papel filtro 
esponja 

-

 Figura 3.18. Esquema del montaje para la realización de la transferencia de proteínas a filtros 
de membrana. 
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Todos los componentes se humedecen en el tampón de transferencia (Glicina 
200mM, SDS 0,2% p/v, ajustando el pH a 8,3 con Tris, y 20% metanol v/v). Se 
colocan desde la base negra hasta la roja (esponja, papel whatman 3mm, gel de SDS-
acrilamida, membrana de nitrocelulosa o PVDF, papel whatman 3mm y esponja), y 
cada vez que se coloca un nuevo componente, se pasa un tubo de ensayo vacio para 
eliminar posibles burbujas de aire que impidan la transferencia de proteínas a la 
membrana. Una vez concluido el montaje del casete de transferencia, lo introducimos 
la cubeta de transferencia, la llenamos hasta arriba con tampón de transferencia, y 
realizamos la transferencia a 110 V a 4ºC. La duración de la transferencia puede variar, 
pero suele ser de 2 horas. 

  3.11.5- Tinción de proteínas transferidas a papel de membrana  

 Una vez realizada la transferencia, se extrae la membrana del casete y se lava 
con tampón TBS (NaCl 150mM, Tris-HCl 20mM, Tween 20 0,1% v/v a pH7,6) 
durante 5 minutos en plataforma basculante. Se elimina el tampón TBS y se agregan 
15mL de solución de tinción Direct Blue 71 (DB71 0,01% p/v, etanol 36% v/v, ácido 
acético glacial 9% v/v), incubando la membrana durante 5 minutos a temperatura 
ambiente en plataforma basculante. Se elimina el exceso de colorante sustituyendo la 
solución de tinción por solución de lavado (etanol 40% v/v, ácido acético glacial 10% 
v/v) y se escanea o se fotografia la membrana. Después, se elimina la tinción con Direct 
Blue 71 agregando una solución decolorante (etanol 50% v/v, bicarbonato de sodio 
150mM), incubando en plataforma basculante hasta que desaparezca la coloración 
azulada. Finalmente, se lava la membrana con abundante agua para eliminar posibles 
restos de ácido acético, y se sumerge en tampón TBS hasta la realización de la 
detección inmunológica. 

 3.11.6- Detección inmunológica de proteínas fijadas en papel de 
membrana  

Mediante este método es posible detectar hasta 1 ng de proteína utilizando 
anticuerpos específicos contra la proteína, y empleando anticuerpos secundarios 
unidos a fosfatasa alcalina o peroxidasa. El proceso de detección comienza con el 
bloqueo de la capacidad de la membrana para unir proteínas inespecíficas, incubando 
30-60 minutos con 20mL de TBSL (tampón TBS, leche 2% p/v). Una vez bloqueada, 
se realiza la hibridación del anticuerpo primario. Para ello, diluimos el anticuerpo en 
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TBSL en un volumen final de 10mL. Las diluciones adecuadas suelen ser entre 1/1000 
y 1/10000, e incubamos en plataforma basculante, a 4ºC durante 16 horas. 
Posteriormente se lava la membrana 3 veces (eliminando el exceso de anticuerpo 
primario) con TBS durante 5 minutos cada vez. Se añade el anticuerpo secundario, 
que se utiliza a una  dilución constante de 1/5000 en tampón TBSL. Incubamos a 
temperatura ambiente durante 1 hora, en plataforma basculante. Finalmente, se lava la 
membrana 3 veces durante 5 minutos cada vez con tampón TBS, y procedemos con la 
detección utilizando el kit “ECL Plus Western Blotting Detection System” (Amersham, 
GE Healthcare).  

Este kit está basado en la reacción de la peroxidasa presente en el anticuerpo 
secundario, con un sustrato luminiscente basado en luminol. La membrana se expone 
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-Rastreo de doble híbrido  

La técnica de doble híbrido en levadura es una técnica genética que nos 
permite identificar asociaciones proteicas in vivo (Fields y Song, 1989). En este caso, la 
interacción proteína-proteína, se mide mediante la reconstitución de un factor de 
transcripción funcional en la levadura Saccharomyces cerevisiae. Se utiliza la cepa 
AH109, en la que, en primer lugar, se introduce el plásmido pGBKT7, portador del 
gen de interés fusionado al dominio de unión al ADN del gen GAL4. Una vez 
confirmada la expresión de nuestro gen mediante wester blot (Apartado 3.11) en 
células de levadura trp1-, se preparan células competentes de estas células trp1- que 
expresen de forma correcta la fusión CtHSR1-DBD GAL4 (Figura 3.13; ver Apartado 
3.10.9.5). Estas células, serán transformadas con la genoteca descrita en el apartado 
3.9.5, preparada en el plásmido pACT2. Para ello, a cada tubo de 50μL de células 
competentes, se le añade 10μL de ADN plasmídico de la genoteca (3,5μg/μL), 
transformándolas por el método de alta eficiencia descrito en el Apartado 3.8.2. 
Finalmente se cuantifica la eficiencia de transformación, seleccionando la presencia de 
ambos plásmidos (pGBKT7 y pACT2) en medio SD suplementado con adenina, 
histidina, uracilo y metionina, ya que la síntesis de leucina y triptófano se lleva a cabo 
mediante la presencia de los plásmidos. Por otro lado, se seleccionan las células en las 
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que exista interacción proteica, en medio SD suplementado con uracilo y metionina, 
ya que la interacción permite la síntesis de adenina e histidina.   

 

3.13- Procedimientos utilizados para la caracterización fenotípica y 
fisiológica 

3.13.1- Ensayos de germinación y crecimiento  

El ensayo de germinación permite determinar la respuesta de cada mutante 
frente al agente selectivo, en los primeros estadios del desarrollo.  

Para ello, se utilizan los medios descritos en el Apartado 3.3.1 suplementados 
con distintas sustancias, según corresponda, dependiendo de las líneas a analizar y del 
carácter a confirmar, valorando la capacidad de las diferentes líneas estudiadas para 
germinar y mostrar sus cotiledones completamente expandidos y de color verde. Para 
el ensayo de crecimiento, plántulas de 7 días de desarrollo son transferidas a placas 
cuadradas con los medios descritos en el Apartado 3.3.1 suplementados con distintas 
sustancias. Tras 15 ó 20 días de desarrollo, se toma el peso fresco total para cada una 
de las plantas, de cada uno de los genotipos analizados.  

3.13.2- Determinación de la tolerancia a la sequía 

Para llevar a cabo el ensayo de tolerancia a la sequía, se emplean plantas de 
arabidopsis cultivadas en invernadero durante aproximadamente 4 semanas. Una vez la 
roseta alcanza un estado avanzado del desarrollo, y de forma anterior o 
inmediatamente posterior a la floración, se someten a un último riego abundante para 
asegurarnos que todas las macetas se encuentran a capacidad de campo. 
Posteriormente, se someten a sequía o falta de riego durante aproximadamente 2 
semanas. Tras el tratamiento, se corta la parte aérea de cada individuo y se toma tanto 
su peso fresco, como su peso seco tras 5 días en cámara a 50ºC. Al mismo tiempo, 
otras plantas se riegan con solución nutritiva y se utilizan como controles de desarrollo 
sin estrés. 

3.13.3- Determinación de la apertura estomática 

Para realizar el ensayo de apertura estomática, se utilizan plántulas de 
arabidopsis de 7 días de desarrollo en medio de cultivo sólido. Una vez alcanzado el 
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tamaño adecuado, las plántulas se incuban durante 2 horas en medio líquido de 
apertura estomatal compuesto por KCl 10μM y MES-KOH pH 6,2 10μM, en 
agitación y con luz constante. Tras este periodo de tiempo, se someten a tinción con 
solución de yoduro de propidio 0,001% durante 5 minutos, colocando el envés de los 
cotiledones en contacto con la solución. El yoduro de propidio se usa en biología 
vegetal para teñir la pared vegetal (entre otros usos), especialmente en raíz de 
arabidopsis.  

Por último, se enjuagan rápidamente en agua y se observan al microscopio 
confocal. Se observan las células epidérmicas del envés de los cotiledones, se 
fotografían zonas con abundantes estomas y se realizan mediciones del ancho y largo 
del ostiolo con ayuda del programa ImageJ-Fiji. Finalmente, se calcula el cociente 
(ancho/largo) que refleja la apertura estomatal.  

3.13.4- Determinación del área y densidad estomática 

Gracias a las fotografías tomadas durante el ensayo de apertura de estomas, se 
miden las áreas de todos los estomas presentes con ayuda del programa ImageJ-Fiji, y 
se cuentan todos los estomas presentes en distintas áreas de la hoja. Finalmente, se 
calcula el área media de los estomas y la media de los estomas presentes por cada mm2 
de superficie foliar, para cada una de la líneas analizadas.  

3.13.5- Determinación del potencial osmótico de extracto de hoja 

Para la determinación del potencial osmótico se toman hojas adultas de las 
plantas a analizar, y se homogeneízan con ayuda de nitrógeno líquido y un mortero. 
Una vez obtenido un polvo fino, se introduce en un microtubo y se guarda congelado 
hasta tener todas las muestras homogeneizadas. Se descongelan todas a la vez, 
incubándolas a temperatura ambiente durante 15 minutos, centrifugándolas después a 
14000rpm durante 10 minutos. Se toman 50μL de muestra del extracto celular de 
cada tubo de 1,5mL y se depositan en tubos de 700μL, aptos para las lecturas de la 
concentración de osmolitos en el osmómetro Osmomat 030 (Gonotec GMBH).  

3.13.6- Determinación del contenido hídrico relativo 

El contenido hídrico relativo se define como la cantidad de agua de un 
tejido, en relación a la que podría tener en hidratación completa. Se calcula mediante 
la fórmula CHR: Pfresco - Pseco / Ptotal - Pseco x 100, donde el Ptotal, es el peso de la 
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muestra al 100% hidratada. La hidratación al 100% se consigue dejando las plantas 
con el envés de las hojas en contacto con agua MilliQ durante 16 horas en oscuridad, 
y tomando el peso eliminando el exceso de agua en la superficie. 

3.13.7- Determinación de cationes   

Para la determinación de cationes, se emplean extractos celulares de hojas de 
arabidopsis, descritos en el Apartado 3.13.5. Para ello, se toman 6μL del extracto 
celular, y se diluyen con agua MilliQ hasta alcanzar un volumen de 12mL. La 
medición se realiza mediante un espectrofotómetro de absorción atómica SensAA 
(GBC Scientific Equipment DUAL), por espectrometría de emisión según protocolo 
del fabricante. El valor obtenido del espectrofotómetro, se multiplica por el volumen 
total de la muestra preparada, y se divide por los μL totales de extracto celular 
empleado en la determinación, obteniendo un valor de μg/μL de muestra. Finalmente, 
se calcula la concentración molar de dicho catión en cada una de las muestras 
analizadas. 

3.13.8- Determinación de la concentración de prolina mediante un 
método colorimétrico 

Este método se basa en la reacción del aminoácido prolina con un agente 
altamente reactivo llamado ninhidrina (Bates y col., 1973). La reacción ocurre en dos 
pasos: durante la primera reacción, se consumen dos equivalentes de ninhidrina por 
cada prolina. En el primer paso de la reacción el aminoácido se oxida, 
descarboxilándose y liberando amoniaco, mientras que el equivalente de ninhidrina 
con el que ha reaccionado, se reduce a hidrindantina (Figura 3.19). 
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idrina HidrindantinaAminoácido

 
 

Figura 3.19. Diagrama de la primera reacción que tiene lugar durante la determinación de la 
concentración de prolina mediante el método colorimétrico (Adaptado de 

 

http://es.wiki- 
pedia.org/wiki/Ninhidrina#mediaviewer/File:Ninhydrin_Reaction_Mechanism.svg). 
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En el segundo paso la hidrindantina formada y el otro equivalente de 
ninhidrina, reaccionan con el amoniaco, formando un complejo de color púrpura 
(Púrpura de Ruhemann; Figura 3.20).   
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 Figura 3.20. Diagrama de la segunda reacción que tiene lugar durante la determinación de 
la concentración de prolina mediante el método colorimétrico (Adaptado de 

 
 

http://es.wiki- 
pedia.org/wiki/Ninhidrina#mediaviewer/File:Ninhydrin_Reaction_Mechanism.svg). 

Este analisis comienza con la toma de muestras de las plantas a analizar, 
dejandolas secar en estufa a 60ºC durante 72 horas. Una vez secas, se tritura la muestra 
con ayuda de un mortero hasta obtener un fino polvo. Una alícuota de la muestra 
triturada se pesa y se introduce en un microtubo (entre 5-10mg; es necesario conocer 
la cantidad exacta) y se le añade 1mL de ácido sulfosalicílico (3%) incubándolo a 
temperatura ambiente con agitación durante 5 minutos. Posteriormente se centrifuga 
cada muestra a 14000rpm durante 5 minutos. Rescatamos 700μL de la solución de 
sulfosalicílico y preparamos la curva patrón, tomando 700μL de ácido sulfosalicílico y 
añadiéndole diferentes cantidades de una solución de prolina a concentración 1μg/μL 
(1, 5, 15, 20 y 30μL), en microtubos de 2mL. 

A partir de este momento, procedemos de igual forma con todos los tubos, 
añadiendo a cada uno de ellos 600μL de ácido acético glacial y 700μL de reactivo 
ninhidrina (20mL ácido fosfórico 6M, 30mL ácido acético glacial y 1,25g de 
ninhidrina). Se agita vigorosamente y se incuban a 100ºC durante 1 hora. La reacción, 
se detiene sumergiendo los tubos en hielo, y midiendo finalmente en 
espectrofotómetro DINKO SP8001 (uv/vis) a una longitud de onda de 520 
nanómetros. 
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3.13.9- Determinación de parámetros fotosintéticos mediante equipo 
portátil de medición 

 Para esta determinación se emplean plantas de arabidopsis de 
aproximadamente 40 días de desarrollo tras la germinación, en condiciones de día 
corto en invernadero (8 horas de luz – 16 horas de oscuridad).  

Las condiciones de día corto en arabidopsis se hacen necesarias, ya que se 
necesita una mínima superficie foliar para realizar las mediciones, y el día corto hace 
que las plantas de arabidopsis no florezcan y produzcan muchas hojas de gran tamaño. 
Los parámetros fotosintéticos como la tasa de transpiración (E, mmol H2O m-2s-1), la 
conductividad estomática (gs, mol H2O m-2s-1), la eficiencia del fotosistema 2 
(PhiPSII), y la fijación de CO2 (An, μmol CO2 m-2s-1), se miden con el equipo LI6400 
(LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA), en condiciones de elevada intensidad lumínica 
(1200 μmol m−2s−1) y 400 ppm de CO2. 

3.13.10- Determinación de azucares solubles 

Para la determinación de azucares solubles se emplean hojas provenientes de 
plantas con 30 días de desarrollo, cultivadas en las condiciones descritas en el Apartado 
3.4.4. Las muestras se homogeneízan con ayuda de nitrógeno líquido y un mortero. 
Una vez obtenido un polvo fino, se introduce en un microtubo y se guarda congelado 
hasta tener todas las muestras homogeneizadas. Se descongelan todas a la vez, 
incubándolas a temperatura ambiente durante 15 minutos, centrifugándolas después a 
14000rpm durante 10 minutos, tomándose 10μL de muestra del extracto celular 
obtenido.  

Esta determinación se lleva a cabo mediante cromatografía liquida de alta 
resolución (HPLC, del inglés High Performance Liquid Chromatography) utilizando 
una bomba Waters 515 hplc, con la columna de exclusión ionica ICSep TCE-ION 
300 (Transgenomic, Inc, Omaha, Nebraska) y el detector de índice de refracción 
Waters 2414 (Milford, Massachussetts). La fase móvil empleada en la determinación 
de azucares solubles fue ácido sulfúrico 5 mM, con un flujo constante de 0,3 ml/min a 
temperatura ambiente. Los resultados fueron analizados mediante el software Breeze 
Waters HPLC, mediante comparación con los resultados obtenidos con soluciones 
estándar de glucosa, fructosa y sacarosa.   

  95



Félix Martínez Macías 

3.13.11- Cuantificación de ácido indolacético, ácido abscísico y ácido 
jasmónico 

La cuantificación de ácido indolacético, ácido abscísico y ácido jasmónico fue 
realizada por el servicio de cuantificación de hormonas del IBMCP (Instituto de 
Biología Molecular y Celular de Plantas). Para ello, se emplean hojas provenientes de 
plantas con 30 días de desarrollo, cultivadas en las condiciones descritas en el Apartado 
3.4.4. Las muestras se homogeneízan con ayuda de nitrógeno líquido y un mortero, y 
una vez obtenido un polvo fino, se introducen 100mg en un microtubo y se entregan 
congeladas a -80ºC al servicio de análisis de hormonas del IBMCP. Cada muestra 
analizada de 100mg (mezcla de hojas de 5 plantas diferentes) se diluye en una solución 
compuesta por metanol 80% y ácido acético 10%, agitándola durante 1 hora a 4ºC. El 
extracto se incuba durante 16 horas a -20ºC, y posteriormente se centrifuga y se seca 
mediante una centrifuga de vacío. El residuo obtenido de esta extracción, se diluye en 
ácido acético 1% y se pasa por una columna Oasis HLB (Seo y col., 2011). Para la 
cuantificación de IAA, ABA y JA este eluido secado al vacio se disuelve en una 
solución compuesta por acetonitrilo 5% y ácido acético 1%, analizándolo 
posteriormente por ultra-cromatografía en fase reversa mediante una columna 
AccuCore RP-MS (ThermoFisher Scientific) en gradiente de 400 μL/min de una 
solución compuesta por acetronitrilo de 5 al 50% y ácido acético al 0,05%, durante 14 
minutos.  Las hormonas finalmente se cuantifican por espectrometría de masas Q-
Exactive (ThermoFisher Scientific) mediante monitoreo de ion seleccionado (SIM, del 
inglés Selected Ion Monitoring), utilizando curvas de calibración y el software Xcalibur 
2.2 SP1 build 48 y TraceFinder. Los estándares internos empleados fueron hormonas 
marcadas con deuterio para el IAA y ABA, y el ácido (dihidro)jasmónico para el JA. 

 

3.14- Técnicas Histológicas 

3.14.1- Inclusión de muestras en parafina 

Para realizar cortes histológicos de diferentes tejidos de arabidopsis, se emplea 
la técnica de inclusión en parafina. Las muestras, se prefijan en acetona fría al 90% a 
temperatura ambiente durante 20 minutos. Se lavan durante 5 minutos con agua, y 
acto seguido se procede a la tinción histoquímica con X-Gluc (Apartado 3.16.1), 
incubando la reacción a 37ºC de 4-16 horas. Después, se realizan lavados de 30 
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minutos en concentraciones crecientes de etanol (20, 35 y 50%), fijando por último la 
muestra en FAE (etanol 50%, ácido acético glacial 10% y formaldehido 5%) durante 
1 hora, y dejándola después en etanol 70% hasta la inclusión en parafina. El siguiente 
paso consiste en introducir la muestra en el procesador automático de tejidos Leica TP 
1020, en el que se realizan los siguientes tratamientos: EtOH 70%, EtOH 90%, 
EtOH 90%, EtOH 95 + eosina (0,1%), EtOH 95%, EtOH 100%, y dos lavados de 
Histoclear. Todos estos tratamientos se realizan durante 1 hora cada uno. Se realiza el 
último lavado con Histoclear durante 75 minutos, se sumerge en parafina durante 1 
hora aplicando vacío, y posteriormente se repite el tratamiento con parafina durante 3 
horas aplicando vacío. Tras el tratamiento en el procesador de tejidos, las muestras se 
dejan sumergidas en parafina líquida a 60ºC hasta su inclusión. Finalmente, las 
muestras se colocan en la orientación y posición deseadas en moldes de aluminio con 
parafina líquida (en la estación de inclusión Leica EG1150H), colocando encima un 
soporte de plástico y dejando solidificar el montaje a 4ºC. 

 
3.14.2- Obtención de cortes histológicos 

Para la obtención de cortes histológicos se utiliza un micrótomo HM330. Las 
muestras incluidas en parafina se reducen para limitar la superficie a cortar, 
eliminando zonas de parafina sin muestra. Los cortes se realizan a 7 μm de grosor con 
cuchillas Accu-Edge (Bakura) y se extienden en un baño de agua destilada a 42ºC. Las 
muestras extendidas se colocan en portaobjetos recubiertos de polilisina y se dejan 
secar toda la noche. Finalmente, se desparafinan con Histoclear (National 
Diagnostics), se realizan lavados seriados de 10 minutos en concentraciones 
decrecientes de etanol (100, 90 y 70%) y agua, se secan en placa calefactora (Selecta, 
Plactronic y Multiplaces; Reichert-Jung, HK 120), y se observan al microscopio óptico 
mediante montaje con glicerol 20%. 

 

3.15- Técnicas de imagen 

 3.15.1- Fotografía a bajo aumento 

Antes de realizar experimentos de microscopía, se toman fotografías mediante 
lupa binocular de fluorescencia Leica MacroFluo MZZ16F, con cámara digital Leica 
DFC300 FX equipada de sistema de filtros para GFP2, DSR y Violet, lupa binocular 
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(Nikon SMZ800) con cámara digital refrigerada Color View 12 equipada de sistema 
de fluorescencia para detectar la GFP (filtros EX 480/40 BA 510 y EX 480/40 BA 
535/50), y una lupa binocular Olympus SZ60-PT provista de una unidad de 
iluminación externa de luz blanca fría (Zeiss KL1500; Schott KL 1500 LCD), solo 
para muestras en campo claro. 

3.15.2- Microscopía óptica 

Tanto los cortes histológicos como las muestras montadas en portaobjetos se 
observan y fotografían mediante un microscopio Nikon Eclipse E-600 (equipado de 
sistema de epi-fluorescencia con filtros para visualizar FITC, Rodamina, calcofluor, 
DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) y plata, sistema de contraste interferencial y 
campo oscuro), acoplado a una cámara fotográfica digital Nikon Digital-Sight (DS-
Ri1) y un ordenador con el software de análisis de imagen NIS-Elements F3.0.  

3.15.2.1- Microscopía de campo brillante 

En este tipo de microscopía el material se observa sin coloración añadida. En 
iluminación de campo claro, la luz pasa directamente a través de la muestra, 
apreciándose los detalles celulares. En iluminación de campo oscuro, se emplea una luz 
muy intensa en forma cónica concentrada sobre la muestra. El campo de visión del 
objetivo se encuentra en la zona hueca del cono de luz, y solo se recoge la luz que 
refleja el material observado. Por ello, las células claras aparecen como fondo oscuro, y 
las zonas coloreadas a observar aparecen de forma brillante sobre el fondo.  

3.15.2.2- Nomarski, microscopía diferencial de contraste de interferencia  

Este tipo de microscopía consiste en proyectar dos rayos de luz polarizada 
sobre la muestra, y se obtienen las imágenes combinadas. Es un tipo de microscopía 
muy utilizado en los tratamientos de fertilización in vitro actuales, y se trata de una 
herramienta muy útil para muestras de elevado grosor, ya que permite obtener 
imágenes de elevada resolución y contraste, tanto de detalles superficiales como de 
estructuras internas. 

 

 

  98



Materiales y Métodos 

3.15.2.3- Microscopía de fluorescencia 

Esta microscopía se emplea principalmente para definir un tejido o 
compartimento celular concreto. Para ello, se emplean diferentes sustancias 
fluorescentes como yoduro de propidio o DAPI, aplicadas de forma exógena al 
material objeto de estudio, o mediante proteínas fluorescentes expresadas en el interior 
celular, como la GFP. El agente fluorescente es estimulado por un haz de luz, 
emitiendo parte de la energía absorbida como señales luminosas (Tabla 3.2). El 
microscopio incorpora una lámpara especial, que actúa emitiendo una luz excitadora 
de los fluorocromos,  y que posee además un filtro especial que permite el paso de la 
luz emitida por el fluorocromo.  

 

 

Tabla 3.2. Longitudes de onda de excitación y emisión (nm) para 
diferentes moléculas empleadas en este trabajo.
 Excitación Emisión 
Proteína verde fluorescente (GFP) 488 500-520 

Clorofila 488 660-690 

4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 358 461 

Yoduro de propidio 535 617 

 

  3.15.3- Microscopía confocal 

Un microscopio confocal es un microscopio capaz de obtener imágenes 
tridimensionales de la célula. Se basa en un principio similar al de un microscopio de 
fluorescencia, pero se utilizan dos diafragmas confocales (uno antes de la muestra y 
otro después) capaces de enfocar la iluminación en un único punto de la muestra. Se 
utiliza un láser como fuente luminosa, y con él se va barriendo la muestra por todo su 
volumen, plano a plano, creando muchas imágenes bidimensionales que un ordenador 
interpreta. En este tipo de microscopía se emplea 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 
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de fluorescencia simultáneos y 4 líneas de láser (458nm, 488nm, 514nm y 534nm). 
También se emplea un microscopio confocal LSM 780 (Zeiss) con 7 líneas de láser 
(405nm, 458nm, 488nm, 514nm, 561nm, 594nm y 633nm).  

 

3.16- Ensayos de expresión del gen reportero GUS 

3.16.1- Análisis cualitativo de actividad β-glucuronidasa mediante ensayo 
GUS 

El ensayo GUS se basa en la tinción histoquímica de tejidos mediante X-Gluc 
(Sigma Aldrich). Esta técnica se emplea tanto para experimentos de expresión 
transitoria como para la localización de aquellos tejidos en los que un determinado 
promotor génico se está expresando. El gen reportero GUS codifica para la proteína β-
glucuronidasa, enzima capaz de hidrolizar el ácido 5-bromo-4-cloro-3-indolil β-D-
glucurónico (X-Gluc), liberando el grupo β-D-glucurónico y dejando como producto 
de reacción el 5-bromo-4-cloro-3-indolil, producto insoluble y de color azul, 
apareciendo en los tejidos en los que se encuentre. Para ello, es necesario una solución 
de ferrocianuro de potasio 0,5mM, ferricianuro de potasio 0,5mM, tampón fosfato 
sódico 100mM pH 7, Triton X100 0,1%,  X-Gluc 2mM. Esta mezcla o cada solución 
de forma individual se almacena en oscuridad y frío (4 y -20ºC). La muestra se 
introduce en un volumen determinado de dicha solución (dependiendo del volumen 
de la muestra) y se incuba a 37ºC de 5-15 horas. Una vez teñida la muestra, se 
fotografía con una lupa binocular de fluorescencia Leica MacroFluo MZZ16F o 
microscopio Nikon Eclipse E-600. 

3.16.2- Análisis cuantitativo de actividad β-glucuronidasa mediante 
ensayo MUG 

El ensayo MUG se basa en la emisión de fluorescencia y su detección a través 
de un espectrómetro de luminiscencia. Al igual que en el ensayo GUS, se emplea el 
gen reportero uidA  que codifica para la proteína β-glucuronidasa, enzima capaz de 
hidrolizar el ácido 4-metilumbeliferil  β-D-glucurónico (MUG), liberando el grupo β-
D-glucurónico y dejando como producto de reacción el 4-metilumbeliferona (MU), 
producto que cuando se excita a una longitud de onda de 365nm, emite fluorescencia 
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a una longitud de onda de 445nm, permaneciendo la señal estable hasta 12 horas a 
pH10,32.  

3.16.2.1- Extracción de proteínas 

Se toman 25 plántulas de 7 días de desarrollo, y se homogeneízan con ayuda 
de mortero y nitrógeno líquido. Se añaden 250μL de tampón QB compuesto por 
KPO4 pH7,8 100mM, EDTA 1mM, Triton X100 1%, Glicerol 10% y DTT 1mM. 
Se centrifuga la mezcla a 14000rpm durante 15 minutos a 4ºC, y el sobrenadante se 
transfiere a un nuevo tubo y se guarda en congelador a -80ºC hasta su uso. 

3.16.2.2- Cuantificación de proteínas por el método Bradford 

Se basa en la unión de un colorante, Comassie Blue G-250 (también Serva 
Blue) a las proteínas. El colorante, en solución ácida, existe en forma catiónica de color 
anaranjado (absorción a 465nm), y en solución alcalina, en forma neutra de color 
azulado (absorción 595nm). A pH ácido, la unión de proteínas al colorante también 
produce una coloración azulada (Bradford, 1976).  

Se toman entre 3 y 5μL de la muestra a analizar. Se agregan 150μL de 
solución de reacción (0,01% Comassie Blue G-250, 5% etanol, 10% ácido fosfórico 
1,5M). También se prepara una curva patrón con concentraciones crecientes de una 
solución proteica conocida (IgG – beta-gamma globulina, 1μg/μL). Incubar a 
temperatura ambiente durante 5 minutos y medir en espectrofotómetro a una longitud 
de onda de 595 nanómetros. Se realizan 3 repeticiones técnicas de cada muestra. 

 

3.16.2.3- Hidrólisis de MUG 

Se toman 5μL del extracto proteico, se añaden a 100μL de tampón de 
reacción compuesto por tampón QB, DTT 2mM y MUG 0,35mg/mL, y se incuba la 
mezcla a 37ºC durante 15 minutos. Para detener la hidrólisis del sustrato MUG por la 
enzima β-glucuronidasa, se añaden 2mL de tampón de parada (Na2CO3 0,2M a pH 
10,32) a cada muestra. 

3.16.2.4- Cuantificación de la actividad 

Para detectar la señal fluorescente del MU producido, se utiliza un 
espectrómetro de luminiscencia LS 50B (Perkin Elmer). Se realiza una curva patrón a 
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partir de diluciones seriadas de una solución 1μM de MU, creando una curva que nos 
permite relacionar la señal luminiscente con la concentración de producto de reacción. 
La reacción de hidrólisis es lineal, por lo que con un solo tiempo de reacción podemos 
conocer la actividad de la muestra.  

Para calcular la actividad en pmolMU/minutos por cada μg de muestra, al 
valor obtenido del fluorímetro, tras interpolar con la recta patrón, se le multiplica por 
el volumen total de muestra, se divide por los minutos de reacción y por los 
microgramos de proteína que hayamos usado en la determinación.  

 
3.17- Análisis estadísticos 
3.17.1- Determinación estadística mediante la prueba “t” de Student 
 
Para determinar si hay diferencias significativas en los diferentes ensayos 

realizados, entre las líneas control (ecotipos silvestres) y los mutantes o líneas 
transgencias utilizadas en esta tesis doctoral, se llevan a cabo pruebas estadísticas t de 
Student de dos colas para datos independientes, dado que en cada experimento se 
comparan únicamente dos grupos, averiguando así si existen o no diferencias 
significativas entre las medias de los dos grupos a comparar con un determinado nivel 
de significación.  

 
 3.17.2- Determinación estadística del número de inserciones de T-DNA  
 
 Aunque como hemos visto, todas las colecciones empleadas en este trabajo se 
distribuyen como generaciones T4, cabe la posibilidad de que alguno de los mutantes 
seleccionados presente cierto grado de heterocigosis, o simplemente no presente 
inserción de T-DNA. También las líneas transgénicas generadas en este trabajo, son 
seleccionadas hasta alcanzar una población T3 homocigota. Para comprobar si 
realmente los individuos seleccionados son 100% resistentes, y poder asumir que son 
homocigotos para el T-DNA introducido, se siembran un total de 100/200 semillas 
por mutante en medio sólido MS pH5,7 suplementado con BASTA, kanamicina, o el 
agente de selección que corresponda, dependiendo de la colección analizada.  
 De esta forma, se observa el porcentaje de germinación de cada uno de los 
mutantes en medio selectivo y se obtiene el grado de heterocigosis en cada caso. La 
proporción entre las plantas que heredan o no la tolerancia a BASTA/kanamicina, se 
compara con la proporción esperada, mediante una prueba de chi-cuadrado aplicando 
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la corrección de Yates (Zar, 1996). Esta prueba postula una hipótesis nula, que 
relaciona la frecuencia observada de los datos analizados, con la frecuencia esperada. Si 
ambas frecuencias coinciden, el estadístico tomara un valor igual a 0. Si por el 
contrario difieren, tomara un valor grande y no se aceptara la hipótesis nula. Como 
nivel de significación crítico se utilizó la convención estadística de 0,05 de 
probabilidad. 
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4.- RESULTADOS 

En esta tesis doctoral se ha llevado a cabo un estudio de genética directa 
realizando un rastreo en colecciones de mutantes, con el objetivo de identificar 
mutantes de arabidopsis tolerantes a NE durante la germinación. Por otro lado, 
también se ha realizado un estudio de genética reversa mediante expresión heteróloga, 
en el que se ha medido la tolerancia al estrés abiótico en plantas transgénicas de 
arabidopsis que expresan  un factor de transcripción del hongo C. tropicalis. La 
combinación de ambos abordajes permitió aprovechar los tiempos de espera para el 
crecimiento de las plantas y para los experimentos de tolerancia a estreses. 

4.1- GENÉTICA DIRECTA 

4.1.1- Condiciones del rastreo 

Se han rastreado unas 109972 líneas mutantes (unas 700000 semillas) 
pertenecientes a las colecciones descritas en el Apartado 3.1. Dado que se han 
empleado diferentes colecciones de mutantes obtenidas mediante la transformación de 
distintos fondos genéticos, se llevaron a cabo ensayos previos de germinación en 
distintas concentraciones de NE para identificar en cada caso la concentración óptima 
de este policatión para el rastreo primario (Tabla 4.1.1; Figura 4.1.1).  

Tabla 4.1.1. Colecciones, número de líneas y concentración óptima de 
norespermidina empleados en el rastreo primario de mutantes. 

Colección de mutantes (población S0) Nº de líneas Concentración [mM] 
C. Somerville y W. Scheible 63000 6,0 
S. Yokoi, H. Koiwa y R. Bressan 4000 4,5 
D. Weigel 22672 4,5 
INRA-Versailles 9800 5,0 
K. Feldmann 10500 
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Figura 4.1.1. Germinación en medio MS tras 7 días de cultivo, en placas suplementado con O 
(A), 3,5 (B), 4 (C), 4,5 (D), 5 (E) y 6 (F) mM de norespermidina para la colección del Dr. 
Chris Somerville y el Dr. Wolf Scheible.  

 4.1.2- Rastreo primario para el aislamiento de mutantes tolerantes a NE 

 La búsqueda de mutantes se llevo a cabo tal y como se describe en el Apartado 
3.4.6. En primer lugar, se realizó un rastreo primario en el que se identifican los 
posibles mutantes tolerantes a NE, y posteriormente, un rastreo secundario, con el que 
se confirma la tolerancia de las líneas candidatas analizando su descendencia. Tras el 
rastreo primario, se seleccionan los mutantes que presentan cotiledones abiertos y 
verdes tras los primeros 5-12 días de desarrollo en medio de cultivo suplementado con 
NE (Figura 4.1.2).  

  
Figura 4.1.2. Mutante putativo aislado 
en el rastreo primario a los 6 días de 
cultivo en medio MS suplementado con 
6mM de NE para la colección de C. 
Somerville y W. Scheible.  

 

 

 

La colección que más mutantes permitió aislar en el rastreo primario fue la 
generada por el Dr. Weigel con un total de 183 individuos. Por el contrario, fue la 
colección de los Drs. S. Yokoi, H. Koiwa y R. Bressan la que mostró un número 
menor de mutantes tolerantes a NE con 36 candidatos, aunque, observando el 
porcentaje de líneas aisladas sobre el total de líneas empleadas en el rastreo, fue esta 
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misma colección la que produjo un mayor porcentaje de mutantes aislados respecto al 
total de líneas utilizadas en el rastreo (0,90%). Por otro lado, la colección de 
Somerville y Scheible fue la que permitió el aislamiento de un número menor de 
mutantes (0,27%), quizás provocado por la elevada concentración de NE empleada, 
comparado con el resto de colecciones (Tabla 4.1.1 y Tabla 4.1.2). No obstante, debe 
tenerse en cuenta que una gran proporción de mutantes putativos no confirman su 
fenotipo en la siguiente generación, ya que las condiciones de selección permiten el 
escape de una cierta proporción de plantas no mutantes que germinan y forman 
cotiledones verdes. 

Tabla 4.1.2. Mutantes putativos (población S1) identificados en el rastreo primario de 
tolerancia a norespermidina. Se muestra entre paréntesis el porcentaje de individuos 
seleccionados, respecto del total de líneas empleadas. 

Colección de mutantes (población S0) 

  

 

Mutantes putativos 
C. Somerville y W. Scheible  167 (0,27%) 
S. Yokoi, H. Koiwa y R. Bressan  36 (0,90%) 
D. Weigel  183 (0,80%) 
INRA-Versailles  78 (0,79%) 
K. Feldmann  75 (0,71%) 

4.1.3- Rastreo secundario para la confirmación de mutantes tolerantes a 
NE 

Todos los posibles candidatos seleccionados en el rastreo primario, se 
transplantaron a tierra para obtener su descendencia (población S2), sobre la que se 
llevó a cabo el rastreo secundario tal y como se describe en el Apartado 3.4.6. Además, 
se comprobó para cada una de ellos la germinación en condiciones normales, 
resultando esta cercana al 100% para todos los mutantes seleccionados (Figura 4.1.3).  
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Figura 4.1.3. Germinación en 
medio de cultivo MS de distintas 
líneas mutantes de la colección de 
K. Feldmann y su control silvestre 
(WS-2). 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.4- Tolerancia a BASTA/kanamicina 

El objetivo final de esta investigación es obtener líneas tolerantes a NE pero 
este carácter debe ir acompañado de la tolerancia al agente de selección, proporcionado 
por el T-DNA para luego permitir el aislamiento del gen responsable del fenotipo. Se 
puede anticipar que en las colecciones de mutantes obtenidos por transformación 
genética con T-DNA habrá mutantes, espontáneos o inducidos por la transformación, 
no marcados por dicho T-DNA. (Figura 4.1.4; Tabla 4.1.3).  

A pesar de que las colecciones empleadas se distribuyen como líneas T4 
homocigotas, mediante este análisis pudimos comprobar que muchas de las líneas 
seleccionadas en el rastreo primario eran 100% sensibles al agente de selección, lo que 
provocó la pérdida por descarte de un gran número de líneas.  

En la Figura 4.1.4 podemos observar la germinación en BASTA de distintas 
líneas mutantes tolerantes a norespermidina seleccionadas de la colección INRA-
Versailles. Las líneas I1, I2, I34, I4, I6, I170 son tolerantes a BASTA pero la línea I3 
es sensible al igual que su control silvestre WS-4. 
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Figura 4.1.4. Germinación en medio de 
cultivo MS suplementado con el 
herbicida BASTA, de distintas líneas 
mutantes de la colección de INRA-
Versailles tolerantes a NE (I1, I2, I34, 
I4, I3, I6, I170) y su control silvestre 
(WS-4). 

WS-4

I1

I2

I4 

I3 

I6

I34

I70

En la Tabla 4.1.3 se muestran los mutantes seleccionados (S2) tolerantes a 
BASTA/Kanamicina (posiblemente marcados por el gen de resistencia) para cada una 
de las colecciones empleadas. Como podemos observar, en las colecciones de 
Somerville y Feldmann encontramos los mayores índices de sensibilidad, ya de 167 y 
75 mutantes seleccionados en el rastreo primario, solo 65 y 32 mostraron tolerancia a 
BASTA o Kanamicina, respectivamente. 

 

Tabla 4.1.3. Mutantes putativos marcados (población S2) identificados en el rastreo 
secundario de tolerancia a BASTA/Kanamicina. 

Mutantes putativos Colección de mutantes 
(población S0) (población S1) 

Mutantes putativos 
posiblemente marcados 

(población S2) 
C. Somerville y W. Scheible 167 65 
S. Yokoi, H. Koiwa y R. Bressan 36 25 
D. Weigel 183 118 
INRA-Versailles  78 46 
K. Feldmann 75 32 
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4.1.5- Determinación del nivel de heterocigosis en los mutantes 
seleccionados 

También se analizó el nivel de heterocigosis para las líneas seleccionadas en el 
apartado anterior. Mediante este análisis, confirmamos la presencia del T-DNA en los 
individuos que serán trasplantados a maceta para la realización de los posteriores 
análisis de cosegregación.  

Para ello se obtuvo el cociente de plántulas tolerantes frente a sensibles tras 
germinar en BASTA o Kanamicina las semillas S2 obtenidas de los mutantes S1 
seleccionados para cada colección y se clasificó en los grupos 1:0 (tolerancia 
monogénica en homocigosis), 3:1 (tolerancia monogénica en heterocigosis),15:1 
(tolerancia digénica en heterocigosis) y otros según el método de análisis de chi-
cuadrado (Apartado 3.17.2). 

Tal como se indica en la Figura 4.1.5, con la excepción de las líneas de la 
colección de Bressan, el 60-80 % de las líneas de mutantes seleccionadas por tolerancia 
a norespermidina presentan una relación de tolerancia a BASTA/kanamicina del 
100%, propia de una línea homocigota.  

 

 
Figura 4.1.5. Relación de tolerancia a BASTA/kanamicina, en las líneas mutantes 
seleccionadas para cada colección de mutantes.  

Además, también existen un 10-20%  de líneas que presentan una relación de 
tolerancia 3:1, que indica que tienen una inserción del T-DNA, pero no son 
homocigotas. En menor número se encuentran otras relaciones. 
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 En el caso de la colección de Bressan, observamos que a diferencia del resto, la 
mayoría de las líneas seleccionadas muestran una relación 3:1, por lo que dominan en 
este caso las líneas heterocigotas (Figura 4.1.5). 

4.1.6- Tolerancia a norespermidina 

La población de semillas S2 de los mutantes aislados en el rastreo primario se 
sometió a ensayos de germinación en medio con norespermidina para confirmar el 
fenotipo de tolerancia (Figura 4.1.6). En este caso, se emplearon concentraciones de 
NE menores que para el rastreo primario, debido al menor número de semillas 
sembradas y dependiendo también de la colección rastreada en cada caso.  

En esta ocasión, se analizaron solamente aquellas líneas que presentaron 
tolerancia a BASTA/Kanamicina en homocigosis, ya que este carácter es necesario para 
los posteriores análisis de cosegregación. 

 

WS2

COL7 W14

F9

 

 

 

 

 

Figura 4.1.6. Germinación en 
medio MS suplementado con 
4 mM de NE a los 7 días tras 
la siembra, de dos mutantes 
tolerantes a norespermidina 
(NE) y sus controles, para la 
colección de Weigel (Mutante 
W14 y su control silvestre 
COL-7) y para la colección de 
Feldmann (Mutante F9 y su 
control silvestre WS-2).  

 

Como observamos en la Figura 4.1.7, donde se representa la germinación 
obtenida para la colección de Somerville, el mutante S47 presenta una germinación 
tras 5 días de cultivo del 60% aproximadamente, frente al 10% de su control silvestre 
COL-2, mientras que los mutantes S5 y S161 germinaron de forma similar al control. 
Así, podemos adelantar que los mutantes S3, S47, S72 y S164 podrían ser los mejores 
candidatos para posteriores análisis genéticos y de cosegregación.  

En cuanto a los mutantes seleccionados para la colección de Feldmann, 
observamos en la Figura 4.1.8 algunos con niveles de germinación de más de 2 veces la 
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de su control silvestre WS-2, tras 7 días de cultivo. En este caso, los mutante F5, F8, 
F9, F12, F16, F18, F47, F58 y F68 destacan sobre el resto por presentar una 
germinación cercana o superior al 60%, frente a la del 30% que muestra su control 
silvestre WS-2.  

 

 

Figura 4.1.7. Porcentaje de germinación en medio MS suplementado con norespermidina (4 
mM) de las líneas mutantes seleccionadas para la colección de Somerville, y su control silvestre 
(COL-2), tras 5 días de cultivo. Cada valor representa la media ± SE de 4 determinaciones. * 
indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de 
Student. 

Figura 4.1.8. Porcentaje de germinación en medio MS suplementado con norespermidina (4 
mM) de las líneas mutantes seleccionadas para la colección de Feldmann, y su control silvestre 
(WS-2), tras 7 días de cultivo. Cada valor representa la media ± SE de 4 determinaciones. * 
indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de 
Student. 
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 En el caso de la colección de INRA-Versailles, se han seleccionado un total de 
10 mutantes, los cuales han presentado una germinación de 2,5 a 3 veces la de su 
control silvestre WS-4, tras 7 días de cultivo. Como observamos en la Figura 4.1.9, 
son los mutantes I1, I2, I4, I6, I39, I42, I45 e I49 los mutantes que presentan mayor 
porcentaje de germinación, con cifras superiores al 70%.  

 

 

 

Figura 4.1.9. Porcentaje de germinación en medio MS suplementado con norespermidina (4 
mM) de las líneas mutantes seleccionadas para la colección de INRA-Versailles, y su control 
silvestre (WS-4), tras 7 días de cultivo. Cada valor representa la media ± SE de 4 
determinaciones. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo 
con la prueba ”t” de Student. 

Por último, en la Figura 4.1.10 se presentan los resultados de los mutantes 
seleccionados en el rastreo para la colección de Weigel. En este caso los porcentajes de 
germinación de algunas líneas mutantes, alcanzan hasta 3 veces el valor de su control 
silvestre. En este sentido, podemos destacar los mutantes W95 y W159, los cuales 
presentan un porcentaje de germinación superior al 50%, tras 8 días de cultivo.  

Hay que señalar que para la colección de Bressan todos los mutantes 
seleccionados no presentaron unos valores de germinación superiores a los de su 
control silvestre COL-7 (datos no mostrados). Las líneas de mutantes analizadas en el 
rastreo primario para esta colección fueron de 4000, muy inferiores al resto de 
colecciones.   
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4.1.7- Mutantes confirmados 

Una vez confirmados los fenotipos de tolerancia a NE y BASTA/Kanamicina, 
el número de mutantes seleccionados para cada una de las colecciones rastreadas se 
muestran en la Tabla 4.1.4.  

Tabla 4.1.4. Número de mutantes confirmados (población S2) en el rastreo 
secundario de tolerancia a NE y a BASTA/Kanamicina. 

 Nº de mutantes 
tolerantes a NE y 

Kanamicina 
Colección 

Nº de mutantes 
tolerantes a NE y 

BASTA 
C. Somerville y W. Scheible - 4 

S. Yokoi, H. Koiwa y R. Bressan - 0 
D. Weigel - 5 

INRA-Versailles - 10 
K. Feldmann 11 - 

 

 

Figura 4.1.10. Porcentaje de germinación en medio MS suplementado con norespermidina (4 
mM) de las líneas mutantes seleccionadas para la colección de Weigel, y su control silvestre 
(COL-7), tras 8 días de cultivo. Cada valor representa la media ± SE de 4 determinaciones. * 
indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de 
Student. 
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4.1.8- Confirmación de la presencia de T-DNA en los mutantes y 
determinación del número de inserciones 

Para comprobar el número de inserciones del T-DNA en el genoma de los 
mutantes aislados durante el rastreo se realizaron análisis “Southern blot” con sondas 
específicas para el T-DNA. Para la colección de Somerville y Scheible,  se realizó la 
digestión del ADN genómico con la enzima de restricción BamHI. Para la 
hibridación, se utilizó una sonda que hibrida en el activador transcripcional 35S 
(Figura 4.1.11A) y otra sonda que hibrida con el gen de resistencia BAR (4.1.11B).  

El resultado del Southern blot que se muestra en la Figura 4.1.11A (Sonda 
35S), indica que el mutante número S71 no posee ninguna inserción de T-DNA. Los 
mutantes 3, 164, 161 y 5 poseen todos una banda de aproximadamente 3 Kb. En el 
Southern que muestra la Figura 4.1.11B (Sonda BAR), la banda o inserción común 
desaparece, indicando que se trata de una banda específica en la hibridación con la 
sonda 35S. 

 

Podemos observar en este análisis que muchos de los mutantes analizados 
poseen más de una inserción, a excepción de los mutantes 47, 71, 72, 164 y 5 (Figura 
4.1.11).  

S3    S71    S47    S72   S164   S161   S5  COL-2 S3    S71      S47     S72  S164   S161     S5    COL-2 A B
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Figura 4.1.11. A) Análisis Southern blot de los candidatos seleccionados para la colección de C. 
Somerville y W. Scheible, empleando la sonda 35S. B) Análisis Southern blot de los candidatos 
seleccionados para la colección de C. Somerville y W. Scheible, empleando la sonda BAR. 
COL-2: Control silvestre.  
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En cuanto al Southern blot realizado mediante digestión con la enzima EcoRI 
para los mutantes seleccionados de la colección INRA-Versailles, que se muestra en la 
Figura 4.1.12 (Sonda GUS), podemos observar que no aparecen bandas comunes. 
Según este resultado, podemos ver que los mutantes que muestran una única inserción 
son el 1, 4, 42 y 45, los mutantes número 34 y 6 muestran dos inserciones cada uno, y 
la línea mutante 25 parece tener 3 inserciones del T-DNA en su genoma. En cuanto a 
los mutantes 2 y 49, no podemos concluir el número de inserciones que poseen, ya 
que no existe una banda clara en el Southern blot. 

 
 

I34           I1            I6          I4           I2          I49           I25         I42         I45        WS-4
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Figura 4.1.12. Análisis Southern blot de los candidatos seleccionados para la colección de INRA-
Versailles, empleando la sonda GUS. WS-4: Control silvestre.  

Para el análisis mediante Southern blot de los mutantes seleccionados para la 
colección de Feldmann se utilizó la enzima de restricción EcoRI para cortar el genoma 
y una sonda que hibrida en el terminador NOS del gen de la nopalina sintetasa. En la 
Figura 4.1.13 podemos observar que muchas de las líneas mutantes analizadas poseen 
una sola inserción, como es el caso de la línea 5, 9, 12, 15 y 27. El mutante 47 es 
posible que tenga varias inserciones del T-DNA, mientras que el mutante 68 
claramente posee 2 inserciones del mismo. En el resto de líneas (8, 16, 18 y 72), no 
disponemos de información para saber cuántas inserciones poseen. 

Por último, analizamos también mediante Southern blot las líneas 
seleccionadas para la colección de Weigel. Como se observa en la Figura 4.1.14, la 
hibridación de la sonda BAR con la membrana no ha producido una buena señal y hay 
hibridación inespecífica en la línea control COL-7. 
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Figura 4.1.13. Análisis Southern blot de los candidatos seleccionados para la colección de Feldmann, 
empleando la sonda NOS. WS-2: Control silvestre.

Es posible que la digestión con BamHI o que la transferencia al filtro de 
membrana no fuera completa. Podemos destacar los mutantes número 6, 27 y 150, 
que poseen una sola inserción, mientras que los mutantes 1, 2 y 95 aparecen con 
múltiples inserciones. También podemos observar la aparición en el control silvestre 
COL-7 y en algunos de los mutantes analizados, de bandas inespecíficas de 
aproximadamente 4 y 5,5 kb. 

COL-7       W150      W6          W1        W2      W159       W27        W14        W4         W3        W95   
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Figura 4.1.14. Análisis Southern blot de los candidatos seleccionados para la colección de Weigel, empleando 
la sonda BAR. COL-7: Control silvestre.  

 Como hemos observado en la Figura 4.1.11, varias de las líneas analizadas 
mediante Southern blot para la colección de Somerville, mostraban una banda 
aproximada de 3 kb. Dado que el método de integración del T-DNA se realiza al azar, 
es extraño que muchas de la líneas seleccionadas presenten la misma banda. 
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Para intentar explicar la banda repetitiva obtenida en los mutantes de la 
colección de C. Somerville y W. Scheible, se estudiaron las diferentes posibilidades de 
integración del T-DNA del plásmido pSKI15, utilizando como sonda el activador 
transcripcional 35S. En caso de que existieran repeticiones en tandem en la inserción 
del T-DNA (Figura 4.1.15A), estas podrían situarse de forma variable. Si se integran 
dos fragmentos de T-DNA en sentido contrario “tipo 1” (Figura 4.1.15C), al digerir 
con BamHI se liberaría siempre un fragmento de tamaño aproximado a 3 kb, que 
podría explicar la presencia de esta banda repetitiva en numerosas líneas mutantes.  

Por otro lado, si las inserciones en tandem se realizan en el mismo sentido 
(Figura 4.1.15D), la digestión mediante la endonucleasa de restricción BamHI 
produciría fragmentos de aproximadamente 6,7 kb, equivalentes al tamaño del T-
DNA completo. Este patrón podría explicar las bandas repetitivas que aparecen en los 
mutantes 3, y 161, de aproximadamente 7 kb.  

 

B
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Figura 4.1.15. Diferentes posibilidades para la inserción del T-DNA en la colección de Weigel, 
Somerville y Scheible (A) en el genoma. B) una sola inserción; C) dos inserciones en sentido 
opuesto “tipo 1”; D) dos inserciones en el mismo sentido; y E) dos inserciones en sentido 
opuesto “tipo 2”. 

 

 
Otra posible explicación para la presencia de bandas comunes entre las líneas 

analizadas, es que procedan de una misma línea transgénica inicial. Si tras realizar el 
rescate plasmídico viéramos que en los mutantes seleccionados existe la misma 
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inserción (al observar la misma secuencia genómica flanqueante), esta mutación podría 
ser responsable de la tolerancia a este policatión.  
 De esta forma, hemos conseguido aislar 30 mutantes tolerantes a noresperdina 
que nos permitirán identificar nuevos genes reguladores de la tolerancia al estrés 
abiótico en arabidopsis. Para ello, será necesaria la realización de los correspondientes 
ensayos de cosegregación para confirmar que el carácter de tolerancia observado está 
ligado a la inserción del T-DNA. Una vez confirmado, mediante experimentos de 
rescate plasmídico y TAIL-PCR, identificaremos la zona de inserción del T-DNA 
comprobando así cuantos genes pueden estar afectados en cada caso. Para cada uno de 
los genes, serán necesarios experimentos de qRT-PCR para evaluar sus niveles de 
expresión, y para aquellos en los que la expresión haya sido modificada por la 
inserción, se realizará la recapitulación del fenotipo. De este modo, seremos capaces de 
confirmar cuales son los genes y proteínas involucradas en la tolerancia a cationes 
tóxicos en arabidopsis. 
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4.2- EXPRESIÓN DE CtHSR1 EN ARABIDOPSIS 

En esta segunda parte de la tesis se ha realizado un estudio de genética reversa 
en sistema heterólogo utilizando el gen CtHSR1 de Candida tropicalis para evaluar el 
efecto de este factor de transcripción en la especie modelo Arabidopsis thaliana. Este 
gen fue aislado en un rastreo para la identificación de genes de halotolerancia en la 
levadura Saccharomyces cereviasiae (Ali y col., 2001), a partir de una genoteca de la cepa 
NCYC2512 de Candida tropicalis (Rodriguez y col., 1996). 

4.2.1-Analisis bioinformático del factor de transcripción CtHSR1 de 
Candida tropicalis 

Antes de comenzar con esta línea de investigación, necesitábamos conocer la 
estructura del factor CtHSR1 con el que vamos a trabajar, ya que nos proporcionará 
información acerca de los posibles cambios que su expresión produzca en arabidopsis. 
Para ello, mediante aplicaciones informáticas de predicción de dominios proteicos, 
como la pagina web http://pfam.xfam.org, pudimos comprobar que la proteína de 728 
aminoácidos codificada por el gen CtHSR1, posee un solo dominio HSF (del inglés, 
Heat Shock Factor; Figura 4.2.1), descrito en el artículo publicado por Ali y 
colaboradores (2001).  

 

 

 

 

Figura 4.2.1. Estructura de la proteína codificada por el gen HSR1 de Candida tropicalis, según 
la base de datos de Pfam (http://pfam.xfam.org/), formada solamente por un dominio HSF. En 
la parte superior se muestran el tamaño de la proteína en aminoácidos. 

Como hemos visto en la Introducción, el dominio HSF es un dominio de 
unión a ADN, y reconoce elementos en los promotores del tipo HSE (del inglés, Heat 
Shock Elements), que son secuencias palindrómicas compuestas por el triplete 
GAA/TTC repetido 3 veces con espaciamiento de dos nucleotidos (5'-
GAAnnTTCnnGAA, donde “n” es cualquier nucleótido). 

Utilizando el programa de alineamientos múltiples CLUSTALw2 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/),  comparamos las secuencias proteicas de 
múltiples factores de transcripción HSF de arabidopsis, el factor de transcripción 
HSF1 de levadura y el CtHSR1. Como se puede observar en la Figura 4.2.2, el factor 
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de transcripción de candida, posee un dominio de unión al ADN similar al del resto 
de factores de transcripción HSF. 

Tal y como se comentado anteriormente, estas proteínas de respuesta a choque 
térmico, poseen un dominio de trimerización. Este dominio, se caracteriza por poseer 
3 heptarrepeticiones de leucinas (LX6LX6L; Figura 4.2.3), que les permiten formar 
trímeros aumentando así su afinidad con la secuencia diana, reconociendo los 
elementos de unión de respuesta a estrés térmico de tres en tres. Por el contrario, la 
proteína CtHSR1 carece de este dominio de trimerización, como podemos ver en la 
Figura 4.2.3, por lo que podemos deducir que necesitará de alguna otra proteína de 
unión al ADN para hacer efectiva la activación de la transcripción.  

Por otro lado, realizamos una búsqueda in silico mediante BLAST de proteínas 
con elevada homología al dominio de unión al ADN del factor CtHSR1, y así poder 
identificar en arabidopsis genes funcionalmente homólogos al factor de transcripción 
CtHSR1. Para ello, delimitamos este dominio de unión a ADN en el factor de 
transcripción de candida (como la región comprendida entre el aminoácido 17 y el 
156), y con la secuencia proteica realizamos un análisis BLASTp contra la base de 
datos del TAIR. Como observamos en la Tabla 4.2.1, obtuvimos una lista genes con 
elevada homología con el dominio de unión a ADN del factor CtHSR1, entre los que 
se encuentran principalmente los factores de transcripción inducibles por choque 
térmico en arabidopsis.  

Los HSFs, además del dominio de unión al ADN, poseen un dominio de 
trimerización propio de los factores de transcripción inducibles por choque térmico, 
pero, sorprendentemente, aparecieron dos genes (At4g18870 y At4g19630) de tamaño 
reducido, con elevada homología con el dominio de unión al ADN del factor de 
transcripción CtHSR1, pero que al igual que el factor de transcripción de candida, no 
poseen dominio de oligomerización. Por lo tanto, identificamos estas dos proteínas 
como posibles candidatas ortólogas a la proteína CtHSR1 en arabidopsis.  
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Figura 4.2.2. Alineamiento múltiple del dominio de unión a ADN (DBD) de los factores de 
transcripción inducibles por choque térmico en arabidopsis con las proteínas HSF1 de levadura 
y CtHSR1 de Candida tropicalis. Los colores indican las propiedades fisicoquímicas de las 
proteínas; el rojo, verde y azul corresponden a residuos hidrofóbicos, hidrofílicos y polares con 
carga, respectivamente. El asterisco (*) indica si hay alineamiento correcto entre los residuos, 
los dos puntos (:) indican residuos superpuestos con propiedades estructurales y fisicoquímicas 
similares, el punto (.) indica que no hay superposición entre todas las proteínas alineadas y la 
línea (-) indica que en esa posición no existen aminoácidos para ser alineados. 
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Figura 4.2.3. Alineamiento múltiple de los factores de transcripción inducibles por choque 
térmico en arabidopsis, con el factor HSF1 de levadura y el CtHSR1 de Candida tropicalis, 
mostrando la región perteneciente al dominio de trimerización. Los colores indican las 
propiedades fisicoquímicas de las proteínas; el rojo, verde y azul corresponden a residuos 
hidrofóbicos, hidrofílicos y polares con carga, respectivamente. El asterisco (*) indica si hay 
alineamiento correcto entre los residuos, los dos puntos (:) indican residuos superpuestos con 
propiedades estructurales y fisicoquímicas similares, el punto (.) indica que no hay 
superposición entre todas las proteínas alineadas y la línea (-) indica que en esa posición no 
existen aminoácidos para ser alineados. 

El gen At4g18870 que codifica una proteína de 291 aminoácidos, posee dos 
dominios de unión a ADN, clasificados según el TAIR de tipos HSF o de tipos “doble 
hélice alada” (del inglés Winged Helix-turn-Helix; en adelante wHTH). Este dominio 
wHTH está formado por dos pequeñas laminas beta (P1, P2), tres hélices alfa (A1, A2, 
A3) y tres laminas beta (B1, B2, B3), en el siguiente orden A1-B1-A2-A3-B2-P1-B3-
P2, y es propio de proteínas represoras de la transcripción. El gen At4g19630, codifica 
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una proteína de 131 aminoácidos con un solo dominio de unión a ADN, clasificado 
también según el TAIR como dominio HSF o dominio wHTH.   

Secuencias bits p-valor
AT5G16820 .1  |  HSF3, HSFA1B, ATHSFA1B, ATHSF3 | hea... 62 7e-11
AT4G11660 .1  |  AT -HSFB2B, HSFB2B | winged -helix DNA...   62 8e-11
AT3G02990 .1  |  ATHSFA1E, HSFA1E | heat shock transc...   60 3e-10
AT4G17750 .1  |  HSF1, HSFA1A, ATHSF1, ATHSFA1A | hea... 58 1e-09
AT1G32330 .1  |  ATHSFA1D, HSFA1D | heat shock transc...   58 1e-09
AT3G51910 .1  |  AT -HSFA7A, HSFA7A | heat shock trans...   58 1e-09
AT1G46264 .1  |  AT -HSFB4, HSFB4, SCZ | heat shock tr...   58 1e-09
AT4G13980 .1  |  AT -HSFA5, HSFA5 | winged -helix DNA -b... 58 1e-09
AT2G26150 .1  |  ATHSFA2, HSFA2 | heat shock transcri... 57 3e-09
AT5G43840 .1  |  AT -HSFA6A, HSFA6A | heat shock trans... 56 4e-09
AT3G63350 .1  |  AT -HSFA7B, HSFA7B | winged -helix DNA... 56 4e-09
AT4G36990 .1  |  HSF4, HSFB1, AT -HSFB1, ATHSF4 | heat... 56 4e-09
AT3G22830 .1  |  AT -HSFA6B, HSFA6B | heat shock trans... 56 6e-09
AT3G24520 .1  |  AT -HSFC1, HSFC1 | heat shock transcr...  55 1e-08
AT5G03720 .1  |  AT -HSFA3, HSFA3 | heat shock transcr... 54 3e-08
AT5G62020 .1  |  AT -HSFB2A, HSFB2A | heat shock trans... 53 3e-08
AT1G67970 .1  |  AT -HSFA8, HSFA8 | heat shock transcr... 53 4e-08
AT2G41690 .1  |  AT -HSFB3, HSFB3 | heat shock transcr... 51 1e-07
AT5G54070 .1  |  AT -HSFA9, HSFA9 | heat shock transcr... 50 4e-07
AT5G45710 .1  |  AT -HSFA4C, RHA1, HSFA4C | winged -hel... 48 1e-06
AT4G18880 .1  |  AT -HSFA4A, HSF A4A | heat shock tran... 40 2e-04
AT4G18870 .1  |  E2F/DP family winged -helix DNA -bi... 37 0.003
AT4G19630 .1  |  winged -helix DNA -binding transcri... 30 0.26 

proteínas con homología de secuencia al DBD del HSR1 mediante Blastp.
Tabla 4.2.1. Resultado de la búsqueda en la base de datos del TAIR, de

Para estudiar la posible implicación de estos genes sobre la tolerancia al estrés 
abiótico en arabidopsis, se solicitaron mutantes SALK de pérdida de función 
(SALK_070620 para el gen At4g19630 y SALK_035324 para el gen At4g18870), y se 
realizaron análisis de germinación en presencia de NaCl y manitol. Mediante estos 
ensayos observamos que el mutante para el gen At4g18870 presenta tolerancia 
respecto al control, tanto en la germinación en presencia de NaCl como de manitol, 
mientras que el mutante para el gen At4g19630 presenta una germinación similar al 
control silvestre en ambas condiciones. Además, se realizaron mediciones de diferentes 
parámetros fotosintéticos y se observó que los mutantes de pérdida de función del gen 
At4g18870 poseen una menor conductividad estomática y una menor tasa de 
transpiración que su control silvestre (Anexo 2 y 3). Por lo tanto, aunque es necesaria 
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una caracterización más profunda de estos mutantes para poder obtener una 
conclusión clara, podemos sugerir el gen At4g18870 como posible candidato ortólogo 
en arabidopsis al gen CtHSR1.  

4.2.2- Caracterización cualitativa de la funcionalidad del promotor de 
CtHSR1 en arabidopsis 

En el rastreo realizado por Ali y colaboradores (2001) la región genómica 
aislada poseía solo una única pauta abierta de lectura de 2187 pares de bases, que 
codificaba una proteína de 728 aminoácidos, y una región genómica en el extremo 5’ 
de 3003 pares de bases y otra en el extremo 3’ de 635 pares de bases (Figura 4.2.4).  

 

635 pb

3003 pb5’

3’
2000 pb5’

 

 
Figura 4.2.4. Región genómica de 5,8 kb, aislada en un rastreo de una genoteca para la 
identificación de genes de halotolerancia (modificado de Ali y col., 2001). 

Aunque esta región reguladora presente en el extremo 5’ de la secuencia 
codificante es la responsable de la expresión del gen CtHSR1, desconocíamos su 
funcionalidad en arabidopsis. Aunque la región aislada tenía un tamaño de 3 kb, 
quisimos saber si la funcionalidad dependía de esta región al completo, o si por el 
contrario, un fragmento de menor tamaño era igualmente funcional y capaz de 
desencadenar una respuesta optima frente a diferentes tipos de estreses. Además, 
también estábamos interesados en conocer cuál era el tejido vegetal en el que se estaba 
expresando el gen. Para ello, expresamos el gen reportero GUS bajo dos fragmentos 
diferentes de esta región reguladora, uno de 3000 pares de bases y otro de 2000 
(Figura 4.2.4), tal y como se describe en el Apartado 3.10.9.2.   

Para este experimento se obtuvieron plantas transgénicas de arabidopsis 
mediante inmersión floral (Apartado 3.4.5), se seleccionaron 5 líneas homocigotas T3 
de una inserción para cada construcción, y se realizó un análisis cualitativo de la 
expresión del gen reportero GUS en estas líneas seleccionadas.  
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Para ello, se tomaron plántulas de 7 días de desarrollo, y se sometieron a 
tinción GUS según se describe en el Apartado 3.16.1. Como se observa en la Figura 
4.2.5, tanto la región reguladora de 2000 pares de bases como la de 3000, fueron 
capaces de expresar el gen reportero GUS en arabidopsis. Esta expresión, de forma 
generalizada, se sitúa en tejido vascular, tanto en la raíz, como en el hipocotilo y en los 
cotiledones.  

También se estudió la expresión del gen reportero en otros estadios de 
desarrollo, ya que queríamos confirmar la funcionalidad del promotor en estadios 
avanzados del desarrollo, y en diferentes órganos vegetales. De este modo, se 
analizaron semillas, plántulas con 2 días después de la germinación, tejidos de planta 
adulta, e incluso órganos florales (Figura 4.2.6).  

Promotor 2000 pb Promotor 3000 pb

A D

B E

G

C F I L

H

J

K

  

 

Figura 4.2.5. Análisis cualitativo de la expresión del gen GUS, bajo diferentes fragmentos 
reguladores de 2000 (A-F) y 3000 (G-L) pares de bases, del promotor del gen CtHSR1 tras 7 
días de desarrollo. A, E, F, H, J y L son hipocotilos; B y D muestran raíces; C, G, I y K 
muestran cotiledones.

En todos los casos, la expresión del gen GUS se sitúa nuevamente en tejido 
vascular, tal y como se observa claramente en las fotografías de estambres y pétalos 
realizadas con el microscopio. Por otro lado, no se aprecia coloración azul en las 
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puntas de las raíces, ya que estas células aún no se han diferenciado en células del 
tejido vascular (Figura 4.2.6). 

Utilizando microscopía Nomarsky, pudimos reconocer el tipo de tejido en el 
que situaba la señal del gen reportero. Como observamos en la Figura 4.2.7A,  en la 
sección transversal de la raíz de arabidopsis, se pueden distinguir el eje formado por las 
células que forman el xilema en sentido perpendicular al eje formado por las células 
que forman el floema. 

 

Semillas Estambres 
Cotiledon 

Plantula
Hipocotilo

Pétalo 

Hoja Hoja madura 
Raíz

 

De esta forma, si observamos una sección longitudinal de raíz de arabidopsis 
en la dirección que marca el ojo en la Figura 4.2.7A, podemos identificar en la Figura 
4.2.7B las células de las traqueidas propias del xilema en la parte exterior de la señal 
GUS, quedando ésta rodeada por las células helicoidales. De este modo, podríamos 
aventurarnos a situar la expresión de la región reguladora de candida en células del 
floema en arabidopsis.  

Figura 4.2.6. Análisis cualitativo de la expresión del gen GUS, bajo el promotor completo de 
3000 pares de bases del gen CtHSR1 en diferentes estadios de desarrollo.  
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Figura 4.2.7. Observación de la expresión del gen GUS bajo el promotor del gen CtHSR1 en raíz 
de arabidopsis mediante la técnica Nomarsky. A) Esquema de visualización de una sección 
transversal de raíz de arabidopsis. B) Fotografía Nomarsky de la sección longitudinal de raíz de 
arabidopsis con señal GUS. La barra indica una longitud de 50μm. 
 

Aunque parece clara la expresión específica en tejido vascular para la región 
reguladora del gen CtHSR1, realizamos diferentes ensayos para la identificación de los 
tipos celulares en los que este promotor estaba dirigiendo la expresión del gen 
reportero GUS. Para ello, realizamos secciones de tallo floral (Figura 4.2.8) y cortes 
histológicos de hipocotilos (Figura 4.2.9) en plantas de arabidopsis.  

Como se observa tanto en las secciónes de tallo (Figura 4.2.8), como en los 
cortes histológicos de hipocotilo (Figura 4.2.9), podemos situar la expresión de gen 
reportero GUS en células del floema, tejido importantísimo en el balance hídrico 
vegetal, ya que se encarga del transporte de compuestos orgánicos e inorgánicos desde 
la parte superior de la planta a las zonas sumidero.  
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Figura 4.2.8. Observación al microscopio de la expresión del gen GUS bajo el promotor del gen 
CtHSR1 en secciones transversales de tallo de arabidopsis. A) Esquema de una sección transversal 
de tallo floral en arabidopsis (Boyko y col., 2006). B) Sección transversal de tallo de arabidopsis de 
una línea control tras la realización de un ensayo de tinción GUS. C) Sección transversal de tallo 
de arabidopsis de una línea que expresa el gen GUS bajo el control del promotor de candida, tras 
la realización de un ensayo de tinción GUS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2.9. Observación al microscopio de la expresión del gen GUS bajo el promotor del 
gen CtHSR1 en secciones transversales de hipocotilo de arabidopsis. A: estructura celular de 
una sección de hipocotilo de arabidopsis (Ilegems y col., 2010). B: Sección transversal de 
hipocotilo de arabidopsis de una línea que expresa el gen GUS bajo el control del promotor de 
CtHSR1, tras la realización del ensayo histoquímico. Ph: floema, xy: xilema, p: periciclo, e: 
endodermis, c: cambium. 
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4.2.3- Caracterización cuantitativa de la funcionalidad del promotor de 
CtHSR1 

Además de conocer el tejido donde se expresa el promotor del gen CtHSR1 
mediante ensayos cualitativos, quisimos conocer si este promotor era inducible por 
diferentes estímulos, y de ser así, si estos cambios eran específicos de la longitud del 
promotor. Para ello, realizamos un ensayo de hidrólisis del sustrato MUG (4-
metilumbelliferil-β-D glucurónido) mediante la enzima  glucuronidasa, la cual es 
expresada bajo el promotor del gen CtHSR1. Esta enzima hidroliza el sustrato y 
produce fluorescencia a una longitud de onda de 448nm. Del mismo modo, quisimos 
comprobar mediante tratamientos de 2 horas con NaCl, calor y manitol, si el 
promotor de candida de 3000 pares de bases, era capaz de inducir la expresión de la 
enzima  glucuronidasa bajo diferentes tipos de estrés. Decidimos realizar este análisis 
con las líneas que contenían el promotor completo, ya que al no encontrar diferencias 
en el análisis cualitativo entre ambas construcciones, pensamos que la mejor opción era 
analizar el promotor completo, y así no eliminar alguna posible región reguladora 
presente en las primeras 1000 pares de bases. Como observamos en la Figura 4.2.10, 
las líneas analizadas mostraron unas tendencias similares entre sí. Esta región del 
promotor fue capaz de inducir modestamente (1,2-1,5 veces) la expresión de la enzima 
 glucuronidasa bajo el tratamiento de 2 horas con manitol 250mM, ya que los 
tratamientos con NaCl y calor produjeron una señal similar al tratamiento control. De 
esta forma pudimos observar que el promotor propio del gen CtHSR1 mostró unos 
valores de actividad en hidrólisis de MUG de entre 0,5 y 5 pmolMU/min*μg. 
Además, observando la secuencia de las 1000 pares de bases diferenciales, entre la 
construcción de 2000 y la de 3000 pares de bases, identificamos 3 motivos de 
respuesta a estrés; el AAAAAATTTC (HSE, del inglés Heat Shock Element), el 
TAACTG (MBS, del inglés Myb Binding Site), y el ATTTTCTTCA (NT-TC, Rich 
Repeats; http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/), que podrían ser 
relevantes para la respuesta de este factor de transcripción ante episodios de estrés.  

Por último, analizamos la actividad glucuronidasa bajo el promotor 
constitutivo 35S, y los datos obtenidos muestran unos niveles de actividad 
aproximados de 60 pmolMU/min μg (de 10 a 100 veces superiores a los del promotor 
del gen CtHSR1).  

130 
 



Resultados 
 

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

MS NaCl 125mM Manitol 250 mM 42ºC ‐ 3h

p
m
o
lM

U
/m

in
*u

g

Línea 3‐1

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

MS NaCl 125mM Manitol 250 mM 42ºC ‐3h

p
m
o
lM

U
/m

in
*
u
g

Línea 3‐15

*

0

1

2

3

4

5

6

7

8

MS NaCl 125mM Manitol 250 mM 42ºC ‐ 3h

p
m
o
lM

U
/m

in
*
u
g

Línea 3‐3

*

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2.10. Análisis cuantitativo de la expresión del gen GUS inducido por el promotor de 3000 pares 
de bases del gen CtHSR1 de candida, bajo diferentes estímulos como NaCl, manitol y calor. Cada valor 
representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias significativas (P≤0,05) 
respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student.

 

4.2.4- Localización subcelular del factor CtHSR1 expresado en plantas 

Una vez comprobada la funcionalidad del promotor de este gen, y la 
tolerancia conferida por la expresión del gen CtHSR1 bajo su propia región reguladora 
de 3000 pares de bases frente al estrés osmótico, se realizaron experimentos de 
transformación estable en arabidopsis para determinar la localización subcelular de la 
proteína sintetizada. Para ello, se realizaron diferentes construcciones genéticas, tal y 
como se describe en el Apartado 3.10.9.4 de Materiales y Métodos, fusionando la 
secuencia codificante del factor de transcripción CtHSR1 a la secuencia codificante de 
la proteína verde fluorescente GFP. Mediante el plásmido pMDC43, se fusionó la 
GFP en el extremo N-terminal del factor de transcripción CtHSR1. Por otro lado, se 
utilizó el plásmido pMDC83  para fusionar la GFP al factor de transcripción, pero en 
este caso en el extremo C-terminal del gen CtHSR1. Finalmente, se llevaron a cabo 
diferentes eventos de transformación estable en arabidopsis, y tras analizar y 
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seleccionar la población T3 homocigota para el transgén, fruto que dichas 
transformaciones, no conseguimos detectar esta fusión proteica bajo microscopía 
confocal. Tras no poder detectar mediante transformación estable en arabidopsis la 
fusión proteica GFP-CtHSR1 o CtHSR1-GFP, se pensó en utilizar otro sistema 
modelo como Nicotiana benthamiana, realizando experimentos de transformación 
transitoria en células epidérmicas. Para ello, se cultivaron plantas de Nicotiana 
benthamiana en invernadero durante 20 días, y posteriormente fueron sometidas a 
agroinfiltracion foliar tal y como se describe en el Apartado 3.5.2 de Materiales y 
Métodos. Como se observa en la Figura 4.2.11, conseguimos localizar la fusión 
proteica en los núcleos de células epidérmicas. Para comprobar que la señal observada 
provenía del núcleo, se hizo necesario el uso del colorante DAPI como control de 
localización nuclear, ya que se une a la doble hélice del ADN y emite luz azul cuando 
lo observas bajo luz ultravioleta. La señal GFP se detectó tanto con la fusión obtenida 
en el extremo N-terminal (pMDC43), como con la fusión en el extremo C-terminal 
(pMDC83). 

Sin embargo, la tinción DAPI se realizó solo con la fusión expresada mediante 
el plásmido pMDC83 y como se observa en la Figura 4.2.11 podemos observar que la 
señal DAPI, colocaliza perfectamente con la señal de la fusión proteica CtHSR1-GFP. 

 

4.2.5- Obtención de plantas transgénicas que expresan la región 
codificante del gen CtHSR1 bajo diferentes promotores  

Conociendo que en trabajos previos realizados por Anjuman Arif (no 
publicados), se observó que la expresión del gen CtHSR1 bajo su propia región 
reguladora, era capaz de conferir resistencia a salinidad, calor y sequía en Nicotiana 
tabacum, nos marcamos el objetivo de reproducir estos fenotipos en arabidopsis ya que 
en este sistema era más fácil para la caracterización de los mecanismos. Para ello, 
transformamos esta especie con diferentes construcciones para expresar el factor de 
transcripción CtHSR1 bajo su propio promotor, bajo el promotor constitutivo 35S, y 
bajo el promotor del gen UBQ10. 

 

132 
 



Resultados 
 

        DAPI                 GFP                     Visible          Combinación 

 

  

 

Figura 4.2.11. Análisis cualitativo de la localización subcelular del gen CtHSR1 de Candida 
tropicalis, mediante microscopía confocal en células epidérmicas de Nicotiana benthamiana, 
transformadas con la construcción pMDC83-CtHSR1. Se muestra de izquierda a derecha la 
fluorescencia debida a la tinción de núcleos con DAPI, la fluorescencia de la proteína GFP, las 
fotografías tomadas en rango visible, y finalmente la combinación de las tres anteriores. Las barras 
indican una longitud de 50μm.  

 

4.2.5.1- Caracterización genética y fenotípica de plantas expresoras del 
gen CtHSR1 bajo su propio promotor 

Una vez obtenidas plantas transgénicas de arabidopsis mediante infiltración 
floral con la construcción pBIN19-CtHSR1, se seleccionaron 5 líneas homocigotas T3 
de una inserción para el transgén, y se analizaron mediante PCR semicuantitativa para 
comprobar la expresión del gen CtHSR1. Como podemos observar en la Figura 
4.2.12,  todas las líneas analizadas poseen expresión del gen introducido (en las líneas 
22-2, 14-3 y 18-4, la expresión es mayor que en las líneas 16-3 y 20-1). Una vez 
comprobada la expresión del factor de transcripción de C. tropicalis, se realizaron 
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diferentes experimentos para valorar el efecto de la inserción del gen CtHSR1 sobre la 
tolerancia a diferentes tipos de estrés.  
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Figura 4.2.12. Electroforesis en gel de agarosa del producto de una PCR semicuantitativa 
del transgén CtHSR1 para las líneas que lo expresan bajo toda su región reguladora. COL-0: 
control silvestre. En esta reacción se ha utilizado como control endógeno el gen PP2AA3, 
uno de los tres genes que codifican la subunidad reguladora de 65kDa de la proteína 
fosfatasa PP2A. El producto de PCR fue amplificado durante 30 ciclos. 

Uno de los caracteres buscados en primer lugar, basado en la tolerancia 
conferida por la expresión del CtHSR1 en plantas de tabaco (datos no publicados), fue 
la tolerancia a la sequía. Para ello, sometimos las líneas seleccionadas a estrés hídrico 
durante 2 semanas (tratamiento 1). De igual forma, plantas de la misma edad fueron 
regadas de forma continuada como control de desarrollo (tratamiento 2). Tras estas 
dos semanas, se tomaron los datos de peso fresco para ambos tratamientos, y después 
de secar el tejido en una estufa a 50ºC durante 72 horas, tomamos los valores de peso 
seco para todos los individuos ensayados. Como podemos observar en la Figura 4.2.13 
en condiciones normales (regadas de forma continuada con solución nutritiva), las 
líneas modificadas genéticamente con el gen CtHSR1 poseen un menor desarrollo que 
su control silvestre (Figura 4.2.13 A y B). Sin embargo, este menor desarrollo causado 
probablemente por la expresión del transgén, ayuda a las líneas transgénicas a tolerar 
mejor la sequía, manteniendo un mayor contenido hídrico tras el tratamiento.  
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Figura 4.2.13. Caracterización fenotípica en relación con la tolerancia a sequía en las líneas que 
expresan el gen CtHSR1 bajo toda su región reguladora, respecto a su control silvestre. A) 
indica el peso fresco en condiciones control. B) indica el peso seco en condiciones control. C) 
indica el peso fresco tras el tratamiento de sequía. D) indica el peso seco tras el tratamiento de 
sequía. E) fotografía del aspecto de las plantas en condiciones control, antes de la toma de 
datos y F) fotografía del aspecto de las plantas tras el tratamiento de sequía, antes de la toma de 
datos. Cada valor representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 biológicas. * indica 
diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de 
Student. 

Todas las líneas analizadas mostraron de forma significativa un mayor peso 
fresco tras el tratamiento de sequía que la línea silvestre (Figura 4.2.13C) y también 
muestran un aspecto más vigoroso que la línea control (Figura 4.2.13F).  
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Continuando con la caracterización fenotípica, se realizaron ensayos de 
aparición de cotiledones tras la germinación en presencia de NaCl y manitol. A los seis 
días de la germinación, tres de las líneas analizadas mostraban un porcentaje de 
cotiledones verdes y expandidos un 20% mayor que el control silvestre. Estos 
resultados indican que  la expresión del CtHSR1 confiere tolerancia al estrés osmótico 
en los primeros estadios del desarrollo (Figura 4.2.14).  
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Figura 4.2.14. Análisis de aparición de cotiledones verdes tras la germinación para las líneas que 
expresan el gen CtHSR1 bajo toda su región reguladora. Cada valor representa la media de 4 
determinaciones. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con 
la prueba ”t” de Student. 

 

4.2.5.2- Caracterización genética y fenotípica de plantas sobreexpresoras 
del gen CtHSR1 bajo el promotor del gen UBQ10 

Al igual que en el apartado anterior, un vez obtenidas plantas transgénicas de 
arabidopsis con la construcción pGPTVII-UBQ10-CtHSR1, se seleccionaron 4 líneas 
homocigotas T3 de una inserción para el transgén, y se analizaron mediante PCR 
semicuantitativa para comprobar la expresión del gen CtHSR1. 

 Bajo la acción del promotor de ubiquitina, también pudimos confirmar la 
expresión del gen CtHSR1 para las líneas seleccionadas, siendo las líneas U19 y U21 
las de mayor expresión (Figura 4.2.15). En este caso, al igual que con la construcción 
anterior, realizamos ensayos de germinación, como ensayos de tolerancia a la sequía en 
planta adulta (Figura 4.2.16 y Figura 4.2.17).  
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Figura 4.2.15. Electroforesis en gel de agarosa del producto de una PCR semicuantitativa del 
transgén CtHSR1 para las líneas que lo expresan bajo el promotor de ubiquitina10. COL-0: 
control silvestre. En esta reacción se ha utilizado como control endógeno el gen PP2AA3, uno de 
los tres genes que codifican la subunidad reguladora de 65kDa de la proteína fosfatasa PP2A. El 
producto de PCR fue amplificado durante 30 ciclos. 

 

En estos ensayos podemos observar que, al  igual que sucedía en las líneas en 
las que se expresaba el gen CtHSR1 bajo su propio promotor, la expresión de dicho 
gen conlleva una reducción en el desarrollo normal de las líneas seleccionadas en 
condiciones control (dado por su menor peso fresco y seco en condiciones normales), 
así como una mejora en la capacidad de retención de agua bajo condiciones de sequía 
(Figura 4.2.16). Por el contrario, estas líneas poseen una tolerancia al estrés osmótico 
en condiciones tempranas del desarrollo similar a la del control, hecho que queda 
demostrado mediante los ensayos de germinación en presencia de NaCl y manitol 
(Figura 4.2.17).  

 

4.2.5.3- Caracterización genética y fenotípica de plantas sobreexpresoras 
del gen CtHSR1 bajo el control del promotor constitutivo 35S 

Finalmente, también se obtuvieron plantas transgénicas de arabidopsis 
mediante infiltración floral con la construcción pMDC32-CtHSR1 (promotor 35S), se 
seleccionaron 4 líneas homocigotas T3 de una inserción para el transgén, y se 
analizaron mediante PCR semicuantitativa para comprobar la expresión del CtHSR1. 
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Figura 4.2.16. Caracterización fenotípica  en relación  con la tolerancia a sequía  en las líneas que 
expresan el gen CtHSR1 bajo el promotor de ubiquitina10, respecto a su control silvestre. A) 
indica el peso fresco en condiciones control. B) indica el peso seco en condiciones control. C) 
indica el peso fresco tras el tratamiento de sequía. D) indica el peso seco tras el tratamiento de 
sequía. E) fotografía del aspecto de las plantas en condiciones control, antes de la toma de datos 
y F) fotografía del aspecto de las plantas tras el tratamiento de sequía, antes de la toma de datos. 
Cada valor representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias 
significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
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Figura 4.2.17. Análisis de aparición de cotiledones verdes tras la germinación para las líneas que 
expresan el gen CtHSR1 bajo el control del promotor del gen UBQ10. Cada valor representa la 
media de 4 determinaciones. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su control, de 
acuerdo con la prueba ”t” de Student. 

 

 A través del análisis mediante PCR semicuantitativa pudimos confirmar la 
expresión del gen CtHSR1 en las líneas seleccionadas en esta transformación. En este 
caso, todas las líneas analizadas mostraban niveles de expresión similares, ya que se 
trata de un promotor fuerte, que se expresa en toda la planta de forma constitutiva 
(Figura 4.2.18). 
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Figura 4.2.18. Electroforesis en gel de agarosa del producto de una PCR semicuantitativa del 
transgén CtHSR1 para las líneas que lo expresan bajo el promotor constitutivo 35S. COL-0: 
control silvestre. En esta reacción se ha utilizado como control endógeno el gen PP2AA3, uno 
de los tres genes que codifican la subunidad reguladora de 65kDa de la proteína fosfatasa 
PP2A. El producto de PCR fue amplificado durante 25 ciclos. 
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 Mediante el ensayo de tolerancia a la sequía, pudimos observar que en esta 
ocasión las líneas analizadas poseían, al contrario que en las otras transformaciones, un 
crecimiento similar a la línea control en condiciones normales de riego. En este caso, la 
sobreexpresión del gen CtHSR1 no suponía un limitante en el desarrollo. Del mismo 
modo, la expresión de este gen bajo el promotor 35S tampoco suponía una ventaja en 
la tolerancia a la sequía, ya que, según observamos en la Figura 4.2.19, las líneas 
modificadas genéticamente no mostraban, de forma general, un mayor peso fresco tras 
el tratamiento de sequía que la línea control.   

 En cuanto a los ensayos de germinación en presencia de NaCl y manitol 
(Figura 4.2.20), dos de las líneas que expresan el factor de transcripción de candida 
(32-8 y 32-19) muestran un porcentaje de germinación  un 20-30% superior que el 
control silvestre en los dos tratamientos. Por otro lado, las otras dos líneas (32-2 y 32-
12) muestran unos valores de germinación muy similares al control, por lo que no 
podemos concluir que la expresión del gen CtHSR1 bajo el promotor constitutivo 35S, 
confiera tolerancia al estrés osmótico en estadios tempranos del desarrollo en 
arabidopsis. 

 Una vez concluida la caracterización fenotípica para las líneas que expresan 
el gen CtHSR1 bajo su propio promotor, bajo el promotor del gen UBQ10 y bajo el 
promotor constitutivo 35S, decidimos continuar los experimentos solo con las líneas 
que expresan el factor de transcripción de Candida tropicalis bajo su propia región 
reguladora. Estas líneas, mostraban una mejor tolerancia a la sequía en planta adulta, 
ya que tras el tratamiento de dos semanas conservaban de forma generalizada un 
mayor contenido hídrico respecto a su control silvestre.  

 Además, en estadios tempranos del desarrollo, también mostraban una 
germinación superior frente al estrés osmótico en medio suplementado con NaCl y 
manitol cuando son comparadas con las líneas control, las líneas que expresan CtHSR1 
bajo el promotor constitutivo 35S o las líneas que expresan el factor de transcripción 
de candida bajo el control del promotor de ubiquitina10. 
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Figura 4.2.19. Caracterización fenotípica en relación con la tolerancia a sequía en las líneas 
que expresan el gen CtHSR1 bajo el promotor constitutivo 35S, respecto a su control 
silvestre. A) indica el peso fresco en condiciones control. B) indica el peso seco en 
condiciones control. C) indica el peso fresco tras el tratamiento de sequía. D) indica el peso 
seco tras el tratamiento de sequía. E) fotografía del aspecto de las plantas en condiciones 
control, antes de la toma de datos y F) fotografía del aspecto de las plantas tras el 
tratamiento de sequía, antes de la toma de datos. Cada valor representa la media ± SE de 3 
replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su 
control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
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Figura 4.2.20. Análisis de aparición de cotiledones verdes tras la germinación para las líneas que 
expresan el gen CtHSR1 bajo el promotor constitutivo 35S. Cada valor representa la media de 4 
determinaciones. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con 
la prueba ”t” de Student.

 

4.2.6- Caracterización de la respuesta a Ácido Abscísico de las plantas 
que expresan el gen CtHSR1 bajo su propia región reguladora 

 El ABA es la principal hormona implicada en la señalización y tolerancia 
frente al estrés osmótico, ya que juega un papel importantísimo en el cierre de estomas 
para evitar grandes pérdidas de agua por transpiración, y también está involucrada en 
la síntesis de osmolitos compatibles, que además de mejorar la retención del contenido 
hídrico celular, mejoran la estabilidad e integridad de las membranas y proteínas, 
evitando daño celular. Debido a ello, quisimos conocer la respuesta de nuestras plantas 
modificadas con el gen CtHSR1 frente a esta hormona vegetal. Para ello, realizamos 
ensayos de germinación, desarrollo vegetativo y apertura estomática en presencia de 
ABA, y también cuantificamos la acumulación total de esta hormona en las plantas 
que expresan el factor de transcripción de Candida tropicalis. Como observamos en la 
Figura 4.2.21, realizamos ensayos de germinación en ausencia y en presencia de ABA a 
concentraciones de 0,2, 0,4 y 0,6 μM. 

El ácido abscísico interviene en el proceso de maduración de la semilla, 
inhibiendo la germinación. A los seis días después de la siembra, no detectamos 
diferencias en el porcentaje de plántulas que mostraban cotiledones verdes y 
expandidos entre las líneas que expresan el gen CtHSR1 y su control silvestre. Por lo 
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tanto, la expresión de este gen no confiere tolerancia ni sensibilidad a esta hormona 
vegetal, en estadios tempranos del desarrollo. 

Figura 4.2.21. Ensayo de germinación en presencia de diferentes concentraciones de ácido abscísico 
para las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor, y su control silvestre COL-0. 
Las medidas de tomaron a los 6 días después de la siembra. Cada valor representa la media de 4 
determinaciones. En ningún caso se encontraron diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su 
control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 

 

 De igual forma, plántulas de 7 días de desarrollo, fueron transplantadas a 
placas de cultivo vertical, con una concentración de 10 μM de ABA, durante 14 días. 
Además de inhibir la germinación, esta hormona es la responsable de la señalización de 
múltiples estreses, por lo que las plantas en presencia de ácido abscísico cesan su 
desarrollo hasta que la señalización del estrés cesa. Así, podemos observar en la Figura 
4.2.22 que, en ausencia de ABA, todas las líneas analizadas poseen un desarrollo 
similar a su control silvestre. 

 Esto ocurre también bajo la presencia de esta hormona, excepto en la línea 
14-3, por lo que no existen tampoco diferencias en la tolerancia a esta molécula en 
estadios avanzados del desarrollo.  
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Figura 4.2.22. Ensayo de crecimiento en presencia de 0 y 10μM de ácido abscísico, para las líneas 
que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor, y su control silvestre COL-0 durante 14 
días de crecimiento. Cada valor representa la media ± SE de 4 determinaciones. * indica diferencias 
significativas (P≤0,05) respecto a su tratamiento control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 

  

También se realizó la determinación de la apertura estomática en condiciones 
normales y en presencia de 0,5 μM de ABA, mediante la relación ancho/largo del 
ostiolo. Como hemos comentado al inicio de este apartado, el ácido abscísico es la 
hormona encargada del cierre estomático frente al estrés hídrico. Nuestros resultados 
muestran que, las líneas que expresan en factor de transcripción CtHSR1, en 
condiciones normales poseen de forma significativa, una menor apertura estomática 
que su control silvestre, aproximadamente del 5% (Figura 4.2.23).  

En presencia de 0,5 μM de ABA, las líneas transgénicas tienen un nivel de 
cierre estomático un 20% mayor al de la línea control, por lo que se observa un 
comportamiento diferencial en el cierre estomático mediado por ABA. Esa menor 
apertura estomática en las líneas modificadas genéticamente respecto al control 
silvestre en presencia de ABA puede ser uno de los factores determinantes para la 
tolerancia de estas plantas a la sequía. 
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Figura 4.2.23. Ensayo de apertura estomática en ausencia y presencia de ácido abscísico, para 
las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor. Cada valor representa la media 
± SE de 4 determinaciones biológicas. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a las 
plantas control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 

Para comprobar que realmente la planta no había desarrollado mecanismos de 
adaptación a esta menor apertura estomática, como podrían ser una mayor densidad 
estomática o una mayor área de los estomas, se realizaron mediciones de estos dos 
parámetros.  Como se observa en la Figura 4.2.24, en cuanto al área de los estomas, no 
existen diferencias significativas entre las líneas CtHSR1 y su control silvestre.  
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Figura 4.2.24. Medidas de la densidad y área estomática en condiciones normales, para las 
líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor. Cada valor representa la media ± 
SE de 4 determinaciones biológicas. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su 
control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
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Por el contrario, aunque solo aparece significativa la reducción en la densidad 
estomática para la línea 18-4, la tendencia general en las líneas modificadas 
genéticamente con el gen CtHSR1 es hacia una menor densidad estomática, que junto 
con la menor apertura de estomas en condiciones normales, confieren una mejor 
adaptación a situaciones de estrés hídrico. 

4.2.7- Cuantificación hormonal de las plantas que expresan el gen 
CtHSR1 bajo su propia región reguladora 

Aunque en la caracterización de las líneas CtHSR1 no identificamos ninguna 
alteración en el desarrollo mediado por ácido abscísico, la menor apertura estomática 
aparece como un posible indicador de que el balance hormonal este alterado. Por ello, 
en el servicio de cuantificación de hormonas del IBMCP nos dispusimos a medir  el 
contenido hormonal en ácido abscísico, ácido jasmónico y ácido indolacético en varias 
de las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo el control de su propia región 
reguladora.  

En cuanto al contenido en ABA, no aparecen diferencias significativas entre 
las líneas transgénicas y el control silvestre, mostrando valores aproximados de 9,5 y 8 
ng de hormona por cada gramo de peso fresco, respectivamente (Figura 4.2.25). 
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Figura 4.2.25. Contenido en ABA de las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio 
promotor, respecto a su control silvestre COL-0. Cada valor representa la media de 3 
determinaciones biológicas, de COL-0 o de tres líneas independientes. No se encontraron 
diferencias significativas (P≤0,05), de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
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Por otro lado, pudimos observar que el contenido en ácido jasmónico se ve 
alterado en las plantas que expresan el gen CtHSR1. Este aumento en las plantas 
transgénicas de aproximadamente 2 veces el valor de su control, puede ser el causante 
del cierre estomático observado en las mediciones in vivo (Figura 4.2.26). 
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Figura 4.2.26. Contenido en JA de las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio 
promotor, respecto a su control silvestre COL-0. Cada valor representa la media de 3 
determinaciones biológicas, de COL-0 o de tres líneas independientes. * indica diferencias 
significativas (P≤0,05), de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 

Además, también pudimos observar un aumento de 1,3 veces en el contenido 
de ácido indolacético en las líneas CtHSR1 respecto al COL-0, hormona involucrada 
principalmente en el desarrollo celular (Figura 4.2.27). 
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Figura 4.2.27. Contenido en IAA de las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio 
promotor, respecto a su control silvestre COL-0. Cada valor representa la media de 3 
determinaciones biológicas, de COL-0 o de tres líneas independientes. * indica diferencias 
significativas (P≤0,05), de acuerdo con la prueba ”t” de Student.
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4.2.8- Caracterización de parámetros fotosintéticos en las plantas que 
expresan el gen CtHSR1 bajo su propia región reguladora 

En colaboración con el Dr. Sergio González Nebauer (Departamento de 
Producción Vegetal, UPV), realizamos la medición de diferentes parámetros 
fisiológicos de la planta. Para ello, tal y como se describe en el Apartado 3.13.9,  con 
ayuda de la estación fotosintética LICOR LIG 6400, se realizaron mediciones de la 
tasa de fijación de CO2, la conductividad estomática (que refleja la tasa de apertura 
estomática), la tasa de transpiración y la eficiencia cuántica efectiva (que refleja el 
funcionamiento de la cadena de transporte electrónico), para las líneas modificadas 
genéticamente y su control silvestre crecidas en condiciones normales.    

Como se observa en la Tabla 4.2.2, de las 5 líneas ensayadas que expresan el 
gen CtHSR1, 3 de ellas (16-3, 18-4 y 20-1) poseen significativamente menor 
conductividad estomática (g s), aunque esta menor conductividad aparece como una 
tendencia generalizada en todas las líneas analizadas. Además, este dato correlaciona 
con el análisis de apertura estomática descrito en el Apartado 4.2.6.   

Tabla 4.2.2. Valores de tasa de fijación neta de CO2 (An, μmol m-2 s-1), conductividad
estomática (gs, mol m-2 s-1), tasa de transpiración (E, mmol m-2 s-1) y eficiencia cuántica efectiva
del PSII (PhiPS2) en plantas de Arabidopsis thaliana que expresan el gen HRS1. Cada valor es
media de 5 determinaciones en plantas diferentes ± SE. * indica diferencias significativas
(P≤0,05), de acuerdo con la prueba ”t” de Student.

Genotipo An gs E PhiPS2
COL-0 7,4 ± 0,99 0,11 ± 0,01 2 ± 0,10 0,160 ± 0,02

14-3 6,4 ± 0,37 0,09 ± 0,00 1,7 ± 0,08 * 0,155 ± 0,00

16-3 7,2 ± 0,66 0,07 ± 0,01 * 1,5 ± 0,12 * 0,155 ± 0,01

18-4 5,5 ± 1,09 0,06 ± 0,01 * 1,3 ± 0,10 * 0,123 ± 0,03

20-1 7,1 ± 0,96 0,08 ± 0,01 * 1,5 ± 0,16 * 0,165 ± 0,03

22-2 6,5 ± 0,29 0,09 ± 0,00 1,7 ± 0,07 * 0,122 ± 0,02

 

En cuanto a la tasa de transpiración (E), observamos una tendencia común en 
las líneas transgénicas presentando valores significativamente menores que su control 
silvestre en todos los casos analizados. Además, parece que existe también menor tasa 
de fijación de CO2, mientras que la eficiencia cuántica efectiva (PhiPS2) aparece con 
valores similares para todas las líneas. La menor tasa de CO2 (An; aunque no 
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significativa) puede deberse a la menor apertura estomática, ya que estaría limitando la 
entrada de este gas al interior de la planta. Además, como veíamos en los experimentos 
de sequía, en condiciones normales estas plantas poseen un desarrollo menor que su 
control silvestre (Figura 4.2.13).  

Por lo tanto, podemos concluir que en condiciones normales la expresión de 
gen CtHSR1 de Candida tropicalis produce una menor apertura estomática que reduce 
la tasa de transpiración. Este efecto se acentúa en condiciones de sequía (ABA elevado, 
ver figura 4.2.23) y debe contribuir a que las líneas modificadas genéticamente con 
este gen mantengan mejor su contenido hídrico, tolerando en mayor medida la sequía.  

4.2.9- Caracterización del balance hídrico de las plantas que expresan el 
gen CtHSR1 bajo su propia región reguladora 

También en colaboración con el Dr. Sergio González Nebauer, nos 
dispusimos a realizar medidas de diferentes parámetros del balance hídrico de las 
plantas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor. Entre los caracteres 
analizados se encuentra el potencial hídrico, el potencial osmótico, y el contenido 
hídrico relativo. El contenido hídrico relativo podría indicarnos una mayor capacidad 
de almacenamiento de agua en nuestras líneas modificadas respecto al control silvestre. 
Por otro lado, el potencial osmótico podría indicarnos diferencias en la acumulación 
de solutos compatibles, una de las estrategias empleadas por las plantas para tolerar de 
forma más efectiva la falta de agua.  

 

 

 

 

Figura 4.2.28. Medida del potencial osmótico en extractos de hojas de arabidopsis para las 
líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor y su control silvestre COL-0. Cada 
valor representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias 
significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
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 Debido a la mínima superficie existente en el corte transversal del peciolo de 
las hojas de arabidopsis, nos fue prácticamente imposible realizar mediciones correctas 
del potencial hídrico con ayuda de la cámara de Scholander. Como observamos en la 
Figura 4.2.28, el potencial osmótico medido en OSMOMAT 030 a partir de extractos 
de hoja es significativamente superior en las líneas que expresan el factor de 
transcripción de candida que su control silvestre. Se trata de un aumento del 5-8% 
(equivalente a 20 miliosmoles), que contribuye a mejorar la tolerancia a la sequía 
observada. 

Del mismo modo, en la Figura 4.2.29 podemos observar que no existen 
diferencias significativas en cuanto al contenido hídrico relativo. Esto demuestra que 
aunque las líneas CtHSR1 no poseen una mayor capacidad de acumulación de agua, 
están acumulando alguna molécula osmóticamente activa en mayor concentración que 
la línea silvestre. 

 

 

 

 

  

 

Figura 4.2.29. Medida del contenido hídrico relativo en hojas de arabidopsis para las líneas que 
expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor y su control silvestre COL-0. Cada valor 
representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias significativas 
(P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
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4.2.10- Caracterización del ajuste osmótico de las plantas que expresan el 
gen CtHSR1 bajo su propia región reguladora 

 Tras conocer que la expresión del gen CtHSR1 en arabidopsis provoca la 
acumulación de algún osmolito, en primer lugar pensamos que, puesto que los 
cationes con mayor importancia en el ajuste osmótico a nivel intracelular son el Na+ y 
el K+, alguno de ellos debería estar acumulándose en nuestras líneas modificadas.  

Para comprobarlo, tomamos los mismos extractos celulares en los que 
habíamos medido el potencial osmótico, y mediante un espectrofotómetro de 
absorción atómica, cuantificamos la concentración molar de dichos iones. Como se 
observa en la Figura 4.2.30, no se encontraron diferencias significativas en las 
concentraciones de sodio o potasio entre las líneas que expresan el gen CtHSR1 y el 
control silvestre. En ambos genotipos, el sodio se encontraba a una concentración en 
torno a 10mM, mientras que el K+, catión mayoritario a nivel intracelular, se 
encontraba a una concentración de 90mM.  

Otra de las posibles moléculas osmóticamente activas que podrían estar 
acumulándose son azucares (como la sacarosa, glucosa y fructosa), ya que se trata de 
una estrategia comúnmente empleada por las células en el ajuste osmótico. En 
colaboración con el Dr. José María Bellés Albert (Departamento de Biotecnología, 
UPV), realizamos medidas de azúcares solubles en los mismos extractos celulares 
anteriormente utilizados, para el control silvestre COL-0 y la línea 14-3, que era la 
línea que mayor potencial osmótico mostraba.  

Como se observa en la Figura 4.2.31, no se encontraron diferencias 
significativas en la concentración total de azucares solubles en los extractos celulares de 
la línea CtHSR1 respecto a su control silvestre.  

Como se ha comentado en la Introducción, otro de los solutos orgánicos que 
la célula emplea en el ajuste osmótico a nivel intracelular es la prolina. Mediante el 
método descrito por Bates y colaboradores (1973), se cuantificó la concentración de 
prolina en las líneas que expresan el factor de transcripción de candida.  
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Figura 4.2.30. Medida del contenido en sodio (A) y potasio (B), de extractos de hojas de 
arabidopsis en condiciones normales, para las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su 
propio promotor y su control silvestre COL-0. Cada valor representa la media ± SE de 3 
replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su 
control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 

 

Para ello, tal y como se describe en el Apartado 3.13.8 de Materiales y 
Métodos, cuantificamos la concentración de prolina en condiciones normales, y como 
se puede observar en la Figura 4.2.32 encontramos diferencias significativas en todas 
las líneas analizadas con la línea silvestre. Las líneas que expresan en el gen CtHSR1 
contienen de 1,4 a 1,8 veces la concentración de prolina de su control. Por lo tanto, 
esta acumulación podría explicar el aumento en el potencial osmótico en las líneas 
modificadas genéticamente, que les permitiría mantener en mayor medida el 
contenido hídrico frente a una situación de estrés 
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Figura 4.2.31. Medida del contenido en azucares totales en extracto de hojas de arabidopsis 
para la línea 14-3 que expresa el gen CtHSR1 bajo su propio promotor y su control silvestre 
COL-0. Se muestra un cromatograma típico de mediciones por HPLC, con los picos de 
absorción a diferentes tiempos (RT minutos), y en su interior se muestra una tabla con los 
datos obtenidos para cada línea analizada (mM). Estos datos son media de 3 determinaciones 
biológicas ± el error estándar.  

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2.32. Medida de la concentración de prolina en las líneas que expresan el gen CtHSR1 
bajo su propio promotor y su control silvestre COL-0. Cada valor representa la media ± SE de 
3 replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su 
control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
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También se realizó una determinación del contenido de prolina en 
condiciones de sequía. Para ello, sometimos a las líneas CtHSR1 a estrés hídrico 
durante 10 días, y posteriormente analizamos el contenido en prolina.  Como se 
observa en la Figura 4.2.33, aunque la línea silvestre es capaz de aumentar dos veces la 
concentración de este soluto, respecto al valor obtenido en condiciones normales, las 
líneas que expresan el gen de candida llegan a triplicar esta concentración, llegando a 
obtener unos valores de prolina intracelular de 7mM, (como es el caso de la línea 18-
4).  

Tras este resultado pensamos que, al igual que los niveles de prolina, la 
expresión de los genes de síntesis de este osmoprotector deberían estar alterados en las 
plantas que expresan el gen CtHSR1. 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2.33. Medida de la concentración de prolina tras tratamiento de sequía, en las líneas 
que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor y su control silvestre COL-0. Cada valor 
representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias significativas 
(P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 

Este análisis se realizó mediante PCR cuantitativa a tiempo real de los genes 
implicados en el metabolismo de la prolina, tanto los responsables de la síntesis (los 
genes P5CS1 y P5CS2) como los responsables de la degradación (los genes PDH1, 
PDH2 y P5CDH).  

En la Figura 4.2.34 podemos observar que el gen P5CS1, responsable de la 
síntesis de este aminoácido, se encuentra inducido 2,3 veces en las plantas que 
expresan el gen CtHSR1 respecto a la línea control. Además, también apareció 
inducido el gen PDH2, uno de los genes encargados de la degradación de este soluto, 
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con valores de 1,5 veces superior al de su control silvestre. Este resultado podría sugerir 
que al estar inducida la síntesis y degradación de la prolina, la mayor acumulación 
existente en las plantas que expresan el factor CtHSR1 no estaría justificada. 
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Figura 4.2.34. Análisis de expresión mediante qRT-PCR de los genes involucrados en el 
metabolismo de prolina, en las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor y 
su control silvestre COL-0. Cada valor representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 
biológicas. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la 
prueba ”t” de Student. 

Sin embargo, si observamos la Figura 4.2.32 en la que se ha tomado como 
referencia de expresión el valor del gen PDH2 en la línea silvestre COL-0, observamos 
que el nivel de expresión del gen de síntesis P5CS1 respecto al nivel de expresión del 
gen de degradación PDH2 en las plantas transgénicas es 200 veces mayor. Por este 
motivo, la inducción del gen de degradación PDH2 en las plantas transgénicas no 
tiene un efecto tan patente en el contenido total de prolina (Figura 4.2.35). 

Por lo tanto, uno de los posibles mecanismos que emplean las plantas que 
expresan el factor de transcripción de Candida tropicalis para tolerar mejor la sequía, 
consistiría en reducir la apertura estomática, lo que conlleva una menor tasa de 
transpiración, sumada a un aumento del potencial osmótico mediado a través de la 
concentración de prolina. Todo ello, permite una mayor retención del contenido 
hídrico celular, permitiendo que estas plantas toleren mejor las situaciones de estrés 
hídrico. 
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Figura 4.2.35. Comparación de los niveles de expresión de los genes de síntesis de prolina 
P5CS1 y P5CR, respecto al nivel de expresión del gen de degradación de prolina PDH2 en las 
líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor, y su control silvestre COL-0. 
Cada valor representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 biológicas. * indica diferencias 
significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
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4.2.11- Análisis transcriptómico de las plantas que expresan el gen 
CtHSR1 bajo su propia región reguladora 

Para poder identificar cual es la respuesta de la célula por la expresión del gen 
CtHSR1 y sus posibles mecanismos para la tolerancia al estrés hídrico, se realizó un 
análisis transcriptómico comparando el genotipo silvestre y el genotipo CtHSR1 en 
condiciones normales de desarrollo (líneas 14.3 y 22.2). Se realizaron 6 réplicas 
biológicas (3 con cada línea independiente), de las cuales se tomaron solo 5 para el 
procesamiento de los datos. Como primer resultado, se obtuvo una lista de 107 genes 
inducidos mediante la expresión del factor de transcripción CtHSR1 (Anexo 4).  

Una vez identificados aquellos genes cuya expresión se veía aumentada al 
expresar en la planta el factor de transcripción CtHSR1, se identificaron las categorías 
funcionales significativamente representadas a las que pertenecen dichos genes. Para 
ello, los 107 genes inducidos se clasificaron según la categorías establecidas por el 
catalogo funcional MIPS (del inglés, Munich Information Center for Protein Sequences), 
a través de la pagina web http://virtualplant.bio.nyu.edu/cgi-bin/vpweb/. De este 
modo, obtuvimos una visión global de la respuesta provocada por el factor CtHSR1 en 
arabidopsis.  

 
Como podemos observar en la Figura 4.2.36, muchas de las categorías 

esperadas como las derivadas de la transcripción mediada por este factor CtHSR1, 
categorías de modificación del ADN y localización nuclear propias de factores de 
transcripción, aparecieron sobrerrepresentadas. Además, categorías más específicas 
como las de interacción con el medio ambiente y la respuesta a estrés, reflejan posibles 
mecanismos de respuesta a este tipo de estímulos, mediados por la expresión del gen 
CtHSR1.  

Asimismo, en las categorías propias de inducción de la transcripción (20% del 
total de genes inducidos), aparece un enriquecimiento en factores de transcripción 
inducibles mediante estrés, pertenecientes a las familias WRKY (por su dominio 
conservado WRKYGQK en el extremo amino terminal), ERF (del inglés, Ethilene-
Responsive Element Binding Factor), la familia MYB (del primer gen aislado, del virus 
del mieloblastoma aviar), y bZIP (del inglés, Basic Leucine Zipper).  
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CATEGORIA FUNCIONAL p-valor

10 CICLO CELULAR Y PROCESADO DEL ADN 0.00427
10.01.09.05 Modificación de la conformación del ADN 0.000529
11 TRANSCRIPCION 0.00124
11.02.03.04 Control transcripcional 0.000529
11.02.03.04.03 Represión de la transcripción 0.00785
32 RESCATE CELULAR, DEFENSA Y VIRULENCIA 0.000529
32.01 Respuesta a estrés 0.00731
32.05 Infección, defensa y virulencia 0.0027
34 INTERACCION CON EL MEDIO AMBIENTE 0.00229
34.11 Respuesta a estimulos externos 0.000985
34.11.01 Fotopercepción y respuesta 0.00324
34.11.03 Quimiopercepción y respuesta 0.00268
34.11.05 Percepción y respuesta a estimulos externos 0.00426
34.11.10 Respuesta a estrés biótico 0.0099
36 INTERACCION SISTEMICA CON EL MED. AMB. 0.000529
36.20 Respuesta sistémica a la interacción planta/hongo 0.00189
36.20.18 Regulación hormonal 0.0027
36.20.18.05 Respuesta a ácido abscísico 0.00324
36.25 Respuesta sistémica a la interacción planta/animal 0.00524
36.25.16 Respuesta inmune 0.00442
36.25.16.08 Respuesta a daño mecánico 0.0027
42 BIOGENESIS DE LOS COMPONENTES CELULARES 0.00582
42.10 Núcleo 0.000529
42.10.03 Organización de la estructura cromosómica 0.000529
70.10 Núcleo 0.00321

Figura 4.2.36. Clasificación funcional de las categorías sobrerepresentadas, como resultado del 
análisis transcriptómico de las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor. 

Por otro lado, aparece sobrerrepresentada la categoría de defensa frente al 
estrés (16% del total de genes inducidos), en la que aparece un enriquecimiento en 
genes como el ERD15 y RD26, de respuesta frente a la deshidratación.   

La validación de los datos obtenidos en el análisis se realizó mediante PCR 
cuantitativa a tiempo real de alguno de los genes inducidos. Como se puede observar 
en la Figura 4.2.37, la inducción de la expresión para los genes seleccionados va desde 
1,3 veces para el gen WRKY26, hasta 4,5 veces para el gen DIN6. Aunque se trata de 
niveles de inducción moderados, ya que en el análisis transcriptómico no aparecían 
inducciones superiores a 4 veces comparado con el control silvestre, parecen ser 
suficiente para desencadenar en la planta una respuesta efectiva frente a la tolerancia al 
estrés hídrico en arabidopsis. 

Así, el factor de transcripción bZIP1, que aparece en la literatura como 
regulador positivo de la tolerancia a la salinidad, calor y sequía, es inducido dos veces 
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en las líneas sobreexpresoras del gen CtHSR1 respecto a la línea silvestre (Figura 
4.2.37). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2.37. Validación mediante PCR cuantitativa a tiempo real de algunos genes inducidos 
mediante el análisis transcriptómico de las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio 
promotor. Cada valor representa la media ± SE de 3 replicas técnicas y 3 biológicas. * indica 
diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de 
Student. 

 

En base a estos resultados, se realizó una comparación de la respuesta 
transcripcional obtenida mediante la expresión del gen CtHSR1 de candida, con las 
respuestas frente a diferentes tipos de estreses (osmótico, oxidativo y térmico). Para 
ello, se emplearon datos de micromatrices disponibles en la base de datos NASCArrays 
(http://affymetris.arabidopsis.info/narrays/experimentbrowse.pl), de plantas tratadas 
durante tres horas con manitol 300mM, con metil viológeno 10μM y bajo 38ºC de 
temperatura, respectivamente.  

Mediante este análisis pudimos observar que, en el tratamiento con manitol 
300mM durante 3 horas, se inducía el 40% de los genes que se inducen mediante la 
expresión del factor de transcripción CtHSR1 (Anexo 5), por lo que la respuesta 
mediada por este factor en condiciones normales coincide en gran parte con la 
respuesta inducida a través del estrés osmótico en arabidopsis. Además, un 13% de los 
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genes inducidos por el factor CtHSR1 se reprime bajo condiciones de estrés osmótico 
(Anexo 5), por lo que estos no podrían ser candidatos en la tolerancia de nuestras 
plantas al estrés hídrico (Figura 4.2.38).  Por lo tanto, la tolerancia a la sequía 
mostrada por las plantas que expresan el factor de transcripción CtHSR1, es mediada a 
través de una respuesta transcripcional con elevada homología con la respuesta 
desencadenada bajo estrés osmótico.  

Al comparar los datos transcripcionales derivados del tratamiento con metil 
viologeno 10μM, pudimos comprobar que en este caso, solo un 1% de la respuesta 
mediada a través de la expresión del gen CtHSR1 coincide con la respuesta inducida 
por estrés oxidativo (Anexo 6). 

Inducidos OSMÓTICO – 2878 HSR1 ‐ 107Reprimidos OSMÓTICO – 2902HSR1 ‐ 107

Figura 4.2.38. Comparación mediante diagramas de Venn de los genes inducidos, obtenidos 
como resultado del análisis transcriptómico de las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su 
propio promotor, con los genes inducidos y reprimidos bajo tratamiento osmótico, inducido 

  

Al mismo tiempo, solo un 3,7% de los genes inducidos en las plantas que 
expresan el gen CtHSR1 se reprimen bajo este tipo de estrés (Anexo 6), por lo que se 
puede interpretar que la respuesta mediada por la expresión del factor de transcripción 
de candida, no posee ninguna homología con la respuesta a estrés oxidativo (Figura 
4.2.39). 

HSR1 107Inducidos OXIDATIVO ‐ 1175 HSR1 107Reprimidos OXIDATIVO ‐ 1921
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Figura 4.2.39. Comparación mediante diagramas de Venn de los genes inducidos, obtenidos 
como resultado del análisis transcriptómico de las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su 
propio promotor, con los genes inducidos y reprimidos, bajo tratamiento oxidativo inducido 
por metil viologeno 10μM durante 3h. 
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Ya que el gen objeto de estudio es un factor de transcripción, con elevada 
similitud a factores de transcripción inducidos por choque térmico, se realizó también 
la comparación de los datos obtenidos en nuestras micromatrices con la respuesta 
transcripcional mediada por tratamiento con calor durante 3 horas a 38ºC. Como se 
puede observar en la Figura 4.2.40, un 20% de los genes inducidos en las plantas que 
expresan el factor de transcripción CtHSR1, son inducidos bajo tratamiento con calor. 
El mismo porcentaje de genes resultó de la comparación entre los genes reprimidos por 
calor, y los inducidos por el factor CtHSR1. De esta forma podemos deducir que la 
respuesta mediada por el factor de transcripción de candida posee cierta homología 
con la respuesta transcripcional medida por estrés térmico (Anexo 7). 

HSR1 ‐ 107Inducidos  CALOR – 3349 HSR1 ‐ 107Reprimidos CALOR – 4584

     

 

 

Figura 4.2.40. Comparación mediante diagramas de Venn de los genes inducidos, obtenidos 
como resultado del análisis transcriptómico de las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su 
propio promotor, con los genes inducidos y reprimidos, bajo tratamiento con calor inducidos 
durante 3h a 38ºC.

 

Analizando los genes solapantes entre los diferentes tratamientos respecto a los 
resultados obtenidos en nuestro experimento, encontramos que un 12% de los genes 
inducidos por el CtHSR1 se inducen bajo estrés osmótico y térmico (Anexo 8). De 
igual forma, encontramos que 5 de los genes obtenidos en nuestro análisis 
transcriptómico son reprimidos bajo tratamientos de estrés térmico y osmótico, y 1 
solo gen es reprimido bajo los tres tipos de estreses (calor, osmótico y oxidativo), 
mientras que se induce mediante la expresión del gen CtHSR1 (Figura 4.2.41; Anexo 
8).  

Observando la implicación de los genes pertenecientes a la familia WRKY en 
la respuesta mediada a través del factor de transcripción CtHSR1 en arabidopsis, 
quisimos comprobar si la respuesta provocada por la ganancia o pérdida de fu nción de 
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alguno de estos genes (WRKY) tenía similitudes con la respuesta mediada a través del 
CtHSR1. 

A B

Figura 4.2.41. Comparación mediante diagramas de Venn de los genes inducidos, 
obtenidos como resultado del análisis transcriptómico de las líneas que expresan el gen 
CtHSR1 bajo su propio promotor, con los genes inducidos (A) y reprimidos (B), bajo 
tratamiento con calor, osmótico y oxidativo, inducidos mediante los tratamientos 
anteriormente indicados. 

En el artículo publicado por Rainer y colaboradores (2012), realizaron un 
análisis transcriptómico mediante micromatrices de ADN en mutantes de pérdida de 
función del gen WRKY33, en condiciones normales y tras la infección con Botrytis 
cinérea. Así, descubrieron la implicación de este gen en la regulación hormonal y 
metabólica de la respuesta vegetal frente a este patógeno.  

Gracias a este trabajo pudimos observar que en condiciones normales, la 
pérdida de función de WRKY33 provoca la inducción de 784 genes. Tras realizar una 
comparación de estos genes con los 107 inducidos a través del CtHSR1 en arabidopsis, 
comprobamos que el 52% de los genes que se inducen al expresar de forma heteróloga 
el gen CtHSR1 en arabidopsis, se inducen también mediante la perdida de función del 
gen WRKY33 (Figura 4.2.42; Anexo 9).  

Mediante un análisis de los motivos presentes en los promotores de los 107 
genes inducidos por CtHSR1, pudimos comprobar que existe un enriquecimiento en 
el motivo TGAC (caja WRKY) de un 68% en comparación con el 48% presente en el 
genoma de arabidopsis. 
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HSR1 ‐ 107 wrky33 ‐ 784

 

 

 

Figura 4.2.42. Comparación mediante diagrama de Venn de los genes inducidos, obtenidos 
como resultado del análisis transcriptómico de las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su 
propio promotor, con los genes inducidos mediante la perdida de función del gen WRKY33, en 
arabidopsis.  

  

Por último analizamos también mutantes de pérdida de función de WRKY33, 
mediante la medición de diferentes parámetros fotosintéticos. Tal y como observamos 
en la Tabla 4.2.3, el genotipo de pérdida de función del gen WRKY33 posee una 
significativa menor apertura estomática (gS) y una menor tasa de transpiración (E) que 
el control silvestre. 

Tabla 4
estomá

.2.3. Valores de tasa de fijación neta de CO2 (An, μmol m-2 s-1), conductividad
tica (gs, mol m-2 s-1), tasa de transpiración (E, mmol m-2 s-1) y eficiencia cuántica

efectiva
enArab
determ
acuerd
Genoti

del PSII (PhiPS2) en mutantes de perdida de función del gen WRKY33
idopsis thaliana y su control silvestre COL-0. Cada valor es media de 10
inaciones en plantas diferentes ± SE. * indica diferencias significativas (P≤0,05), de
o con la prueba ”t” de Student.
po An gs E PhiPS2

8,6 ± 0,25 0,22 ± 0,01 5,7 ± 0,25 0,227 ± 0,01
6,4 ± 0,2 * 0,19 ± 0,01 * 4,7 ± 0,15 * 0,187 ± 0 *

 COL-0
wrky33

 

De este modo, podemos sugerir que el gen WRKY33 puede estar involucrado 
en la tolerancia frente al estrés abiótico en arabidopsis. Para confirmarlo, harán falta 
más experimentos con tal de elucidar cual puede ser el mecanismo empleado. 
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4.2.12- Rastreo de doble híbrido en levadura para la identificación de 
interactores del factor de transcripción CtHSR1 en arabidopsis 

La proteína CtHSR1 podría ejercer sus efectos en arabidopsis interaccionando 
con otras proteínas de la planta, por lo que se realizó un rastreo de doble híbrido para 
identificar posibles interactores. Para la realización del experimento, en primer lugar se 
procedió a la transformación de la cepa AH109 de levadura con el plásmido pGBKT7, 
conteniendo la secuencia codificante del gen CtHSR1. Algunas de las colonias 
obtenidas, fueron analizadas mediante western blot, para confirmar la correcta 
expresión de nuestra proteína antes de realizar el rastreo. Como se observa en la Figura 
4.2.43, el control del plásmido vacio muestra que el epitopo myc, empleado para la 
visualización de nuestra proteína mediante western blot, migra en el gel de acrilamida 
con un peso molecular en torno a 25kDa. Los clones 1 y 6 muestran una banda en 
torno a 120kDa, mientras que el clon 4 muestra una banda en torno a 35kDa. La 
proteína CtHSR1 posee un peso molecular de 75kDa, que sumado a los 25kDa del 
epitopo formarían una fusión proteica de alrededor de 100kDa. De esta forma, 
podemos deducir que los clones 1 y 6 eran capaces de expresar de forma correcta la 
proteína CtHSR1, cuya banda aparece en torno a los 120kDa, mientras que el clon 4 
estaría expresando una forma truncada de la proteína CtHSR1, o esta proteína estaría 
siendo degradada mediante procesos de regulación post-traduccional. 

Una vez confirmada la correcta expresión del factor de transcripción en la cepa 
AH109 de levadura, procedimos a la preparación de células competentes del clon 1 
para realizar el rastreo, tal y como se describe en el Apartado 3.8.1 de Materiales y 
Métodos. Se rastrearon un total de 200000 colonias, de las cuales solo apareció un 
clon putativo para la interacción proteína-proteína entre el factor CtHSR1 y la 
proteína codificada en la genoteca de arabidopsis.  

La Figura 4.2.44, muestra el crecimiento en medio YPDA (control positivo de 
crecimiento), SD sin aminoácidos (control negativo de crecimiento), SD-2 (medio de 
selección para los plásmidos pGBKT7 y pACT2) y SD-4 (medio de selección de la 
interacción). Como podemos observar, el clon DH41 aislado en el rastreo de doble 
híbrido, es capaz de crecer en medio SD-4 (sin leucina, triptófano, histidina y adenina, 
ya que mediante la interacción proteína-proteína la célula es capaz de sintetizarlos).  
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clon 1 clon 4 clon 6 vacio clon 1 clon 4 clon 6

Anti-myc Tinción Direct Blue 

Figura 4.2.43. Western blot para las colonias de la cepa AH109 que expresan el gen CtHSR1, 
mediante incubación con anticuerpos específicos para el epitopo myc. Se muestra también la 
tinción con Direct Blue, correspondiente con el control de carga. 

Sin embargo, los controles en los que no es posible la interacción no son 
capaces de crecer en SD-4. 

YPDA SDSD‐4SD‐2
T7:VACIO/pACT2:VACIO

KT7:HSR1/pACT2:VACIO

KT7:HSR1/pACT2:DH41

 

pGBK

pGB

pGB

Figura 4.2.44. Ensayo de crecimiento en medio SD sólido selectivo de las líneas control y el clon 
DH41 obtenido mediante el rastreo de doble híbrido  en levadura. SD-2: Medio sólido SD sin 
leucina y triptófano. SD-3: Medio sólido SD sin leucina, triptófano e histidina. SD-4: Medio SD 
sólido sin leucina, triptófano, histidina y adenina.  
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Una vez aislado el clon DH41, procedimos a la extracción de su plásmido para 
secuenciar el fragmento clonado que codifica la proteína capaz de interaccionar con el 
factor CtHSR1. Además, también procedimos con la realización de un ensayo de 
doble híbrido entre el plásmido recuperado, y nuestra construcción pGBKT7-
CtHSR1, para confirmar que la interacción era real y no fruto de la elevada selección 
en el rastreo (lo que se denominan falsos positivos). La secuenciación, reveló que el 
posible interactor con el factor CtHSR1 era la proteína codificada por el gen 
At1g33680, que codifica una proteína de unión a ARN y a ADN de simple cadena. Se 
trata de una proteína de 763 aminoácidos, cuyo peso molecular es de 80 KDa. Según 
la base de datos de SMART (del inglés, Simple Modular Architecture Research Tool; 
http://smart.embl-heidelberg.de/smart/show_motifs.pl) posee dos dominios KH 
capaces de unir moléculas de ARN y ADN de simple cadena, y estrechamente ligado a 
procesos de regulación transcripcional y traduccional (Figura 4.2.45).  

 

 

 

 
Figura 4.2.45. Estructura de los dominios proteicos presentes en la proteína de 763 
aminoácidos codificada por el gen At1g33680 de arabidopsis, según la base de datos de 
PROSITE (http://prosite.expasy.org/).

 

 

El ensayo de doble híbrido dirigido entre el clon DH41 y el factor de 
transcripción CtHSR1, resultó positivo tal y como muestra la Figura 4.2.46. Las 
células transformadas con el plásmido rescatado del DH41 y con el plásmido 
pGBKT7 vacio, fueron incapaces de crecer en medio sin histidina y sin adenina, por lo 
que la activación transcripcional responsable del crecimiento en SD-4 es específica de 
la interacción. Finalmente, aunque no podemos confirmar con total certeza la 
interacción del factor CtHSR1 con la proteína codificada por el gen At1g33680, 
puesto que serían necesarios más ensayos de interacción proteína-proteína in vivo, este 
gen y sus mutantes de pérdida y ganancia de función, son buenos candidatos para el 
estudio de la respuesta frente al estrés hídrico en arabidopsis.  
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Figura 4.2.46. Ensayo de crecimiento en medio sólido, de las líneas control y el clon DH41 
obtenido mediante el rastreo de doble híbrido y el ensayo de doble híbrido dirigido con el clon 
DH41 en levadura. SD-2: Medio sólido SD sin leucina y triptófano. SD-3: Medio sólido SD 
sin leucina, triptófano e histidina. SD-4: Medio SD sólido sin leucina, triptófano, histidina y 
adenina.  
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5.- DISCUSIÓN 

 5.1- El rastreo de mutantes 

Los abordajes de genética directa, mediante el rastreo de colecciones de 
mutantes generadas por inserción de T-DNA, han quedado ampliamente validados 
para el estudio de los componentes genéticos y la asignación de funciones génicas para 
diferentes procesos bioquímicos y de señalización en arabidopsis. El rastreo realizado 
en esta tesis doctoral se ha realizado en el estadio de germinación y establecimiento de 
plántula, ya que esta técnica permite el uso de cientos de miles de semillas en muy 
poco espacio. Esta decisión puede ser criticada, ya que existen claras diferencias en el 
desarrollo vegetal durante la germinación y establecimiento de las plántulas en 
comparación con estadios posteriores, por lo que fenotipos observados en 
germinación, podrían no mantenerse en la planta adulta.  

En nuestro caso, hemos obtenido líneas mutantes que presentan un porcentaje 
de germinación hasta del 80% para la colección de Weigel. Estos resultados pueden ser 
comparados con los obtenidos por Alejandro y colaboradores (2007), donde se emplea 
la misma colección de mutantes, pero se obtienen porcentajes de germinación del 60% 
aproximadamente (porcentaje descrito para el mutante par1-1D). En esta tesis se han 
empleado colecciones de mutantes de pérdida y ganancia de función. Las colecciones 
de pérdida de función poseen algunas limitaciones, como puede ser una mayor 
dificultad en la obtención de mutantes en determinados genes, ya que puede existir 
redundancia génica como se ha observado en los genomas actualmente secuenciados, 
donde existen numerosos genes duplicados. Además, la pérdida de función de genes 
esenciales para el desarrollo vegetal causa letalidad en el embrión, los gametofitos o en 
la planta, por lo que su aislamiento en rastreos es prácticamente imposible. De esta 
forma, las colecciones de mutantes de ganancia de función poseen ventajas al resolver 
algunos de estos problemas. Estas colecciones se obtienen mediante inserción en el T-
DNA de un activador transcripcional, capaz de inducir la transcripción de genes 
cercanos a la inserción. Otra forma de obtener mutantes de ganancia de función, sería 
la inclusión de promotores fuertes en el T-DNA, aunque al poseer caja TATA propia, 
limitaría la inducción al gen más cercano.   
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 El objetivo del rastreo realizado en esta tesis era la identificación de mutantes 
tolerantes a estrés abiótico, y más concretamente al estrés producido por cationes 
tóxicos. Para llevarlo a cabo, se ha empleado la norespermidina, una policatión que 
resulta tóxico a concentraciones muy bajas (<6mM) sin aportar efecto osmótico. Hasta 
el momento, en la mayoría de rastreos realizados en busca de mutantes tolerantes a 
cationes tóxicos se ha empleado NaCl como agente selectivo, pero la elevada 
concentración utilizada de entre 150 y 250mM, resultó en la identificación de genes 
involucrados en la síntesis o señalización del ABA, y no al efecto tóxico del catión Na+ 

(Quesada y col., 2000; González-Guzmán y col., 2002; González-Guzmán y col., 
2004; Ruggiero y col., 2004), por lo que el uso de este policatión, permitirá evitar el 
efecto osmótico generado por las altas concentraciones empleadas. Además, su 
utilización en mutantes del transporte de potasio en levadura, provocó cambios en el 
potencial eléctrico de la membrana plasmática (Forment y col., 2002).  

 En esta tesis doctoral, a diferencia de los rastreos realizados hasta el momento, 
se han empleado numerosas colecciones de mutantes (Somerville y Scheible; Weigel; 
INRA-Versailles y Feldmann), y se han podido aislar un total de 30 mutantes 
tolerantes a la poliamina norespermidina. Este número de mutantes supone un 
0,0027% de individuos seleccionados respecto al total de líneas empleadas (109972 
líneas). Aunque parece un número muy bajo de mutantes, en otros rastreos a gran 
escala realizados para otros objetivos, como por ejemplo el llevado a cabo por Bueso y 
colaboradores (2014), se rastrearon 30000 líneas, y se obtuvieron 3 mutantes 
confirmados, lo que supone un 0,01% sobre el total de líneas empleadas. Este 
resultado bajo es debido a que la mayoría de individuos seleccionados en el rastreo 
primario, no mantuvieron la tolerancia a norespermidina en el rastreo secundario. Esto 
puede ser debido a la mala calidad de las semillas de las colecciones empleadas, o a la 
elevada concentración de norespermidina empleada (entre 5 y 6mM), ya que en el 
rastreo realizado por Alejando y colaboradores (2007), se empleó una concentración de 
norespermidina de 3,2mM. Estos autores rastrearon un total de 16398 líneas 
pertenecientes a la colección de Weigel y aislaron 8 mutantes tolerantes a 
norespermidina de los cuales solo 4 mostraban insercion de T-DNA, con multiples 
inserciones. Finalmente, se identificó el gen QSO2 (quiescina sulfidril oxidasa), 
involucrado en la carga de K+ al xilema, y causando de este modo un aumento de 
potencial de membrana en la interfase simplasto:xilema, lo que provoca una menor 
entrada de cationes tóxicos al xilema y con ello una menor traslocación a la parte aérea. 
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 Como se ha observado, los análisis mediante Southern blot de los mutantes 
seleccionados para cada una de las colecciones empleadas revelan numerosas 
diferencias en cuanto al número de inserciones. Esto puede ser debido al proceso de 
transformación de los distintos fondos genéticos. De esta forma, para las colecciones 
de Somerville y Weigel transformadas con el T-DNA conteniendo un activador 
transcripcional, los 6 mutantes con varias inserciones podrían tener hasta 20 genes 
afectados por esta activación, mientras que para las colecciones de Feldmann e INRA-
Versailles, al tratarse simplemente de disrupción génica mediante inserción del T-
DNA, el número de genes afectados es mucho menor. 

Para la identificación de los genes afectados en nuestra selección de mutantes, 
se deben realizar diversos análisis, como el análisis de cosegregación. Este ensayo 
permite conocer si existe correlación entre el fenotipo de resistencia a norespermidina 
y la inserción de T-DNA presente en el genoma. Para ello se seleccionan, de la 
población F2 del cruce entre el mutante y el control silvestre, plantas resistentes al 
medio MS pH 5,7 suplementado con 4 mM de NE, en un ensayo de aparición de 
cotiledones, se extrae el ADN genómico de cada plántula individualmente y se realiza 
una PCR, para determinar la presencia o ausencia del T-DNA. Si el fenotipo de 
resistencia está ligado a la inserción de T-DNA, cualquier plántula seleccionada por 
tolerar norespermidina presentará el T-DNA. Si el fenotipo se debe a cualquier otra 
mutación, tan sólo un 75% de las plántulas presentaran el T-DNA en su genoma. De 
forma paralela, se realiza un análisis Southern blot para conocer las inserciones de cada 
uno de los cruces realizados y poder relacionarlas con su fenotipo de tolerancia a NE. 

Una vez comprobado, se deberá identificar la región genómica en la que se ha 
insertado en T-DNA, y cuál es el gen o genes afectados, tanto por sobreexpresión o 
por pérdida de función, para determinar el mecanismo celular de tolerancia a NE. La 
técnica del rescate plasmídico válida para todas las colecciones empleadas excepto para 
la colección de INRA-Versailles, consiste en digerir el ADN genómico del mutante 
con una enzima de restricción y circularizar todos los fragmentos, siendo únicamente 
capaz de transformar y replicarse en E. coli el ADN circularizado que presente el 
plásmido pBluescriptKS presente en el T-DNA. Este ADN circularizado contiene la 
región genómica flanqueante a la inserción del T-DNA, que es posible secuenciar 
utilizando cebadores específicos del T-DNA. Sin embargo, para la colección de INRA-
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Versailles esto se logra mediante la TAIL-PCR. Esta técnica se basa principalmente en 
el uso de  tres cebadores específicos, en tres reacciones consecutivas, junto con un 
cebador degenerado el cual posee una temperatura de anillamiento baja.  

Gracias a estas diferencias en las temperaturas de hibridación, se puede 
controlar la frecuencia de amplificación en sitios específicos e inespecíficos, 
amplificando finalmente un fragmento de T-DNA y el fragmento genómico contiguo.  

De este modo, el abordaje realizado para la identificación de nuevas funciones 
génicas mediante el rastreo de colecciones de mutantes, es una opción ampliamente 
validada que permite la atribución de nuevas funciones a proteínas y genes hasta el 
momento desconocidos.  

 

 5.2- Expresión heteróloga del gen CtHSR1 en arabidopsis  

 El abordaje realizado mediante la expresión del gen CtHSR1 en arabidopsis, 
ha permitido dilucidar uno de los posibles mecanismos genéticos mediante el cual las 
plantas de arabidopsis, son capaces de tolerar episodios de sequía. Como se ha 
comentado en la Introducción, este gen fue aislado durante un rastreo de una genoteca 
creada a partir de la cepa NCYC2512 de Candida tropicalis, para la identificación de 
genes de halotolerancia en la levadura Saccharomyces cereviasiae (Ali y col., 2001). Esta 
cepa fue aislada en suelos salinos de Pakistan, en una búsqueda de microorganismos 
halotolerantes realizada durante la elaboración del trabajo publicado por Rodriguez y 
colaboradores (1996).  

 Mediante un análisis in silico pudimos determinar que en arabidopsis existen 
dos posibles genes ortólogos al CtHSR1, ya que poseen elevada homología al dominio 
de unión al ADN del factor de transcripción de candida, y carecen al igual que 
CtHSR1 del dominio de trimerización. Mediante ensayos de germinación y análisis de 
parámetros fotosintéticos, pudimos situar el gen At4g18870 como firme candidato 
ortólogo al gen CtHSR1 en arabidopsis. 

 En esta tesis doctoral también se aportan nuevos datos sobre el patrón de 
expresión tisular del gen de candida, a través de la realización de numerosos ensayos 
histoquímicos GUS realizados en diferentes estadios del desarrollo. Los resultados han 
mostrado un patrón de expresión característico tanto en plántulas de 7 días como en 
plantas adultas en tejido vascular de cotiledones, hojas, hipocotilos, raíces y órganos 
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florales (Figura 4.2.5 y 4.2.6). Además, las puntas de las raíces no mostraban señal 
GUS tras los ensayos, ya que en estas zonas aun no existe tejido vascular diferenciado.  

El gen CtHSR1 se expresa por tanto fundamentalmente en tejido vascular, y 
más concretamente en células del floema, hecho que pudo ser comprobado mediante 
ensayos histoquímicos GUS en secciones transversales de tallo y cortes histológicos de 
hipocotilo (Figura 4.2.7, 4.2.8 y 4.2.9). El análisis bioinformático de la secuencia del 
promotor de candida mediante la aplicación web  
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/ reveló la presencia de 
regiones consenso de motivos implicados en la respuesta frente al estrés térmico como 
el AAAAAATTTC, motivos de unión de proteínas MYB como el TAACTG y motivos 
implicados en defensa y en respuesta frente a estrés como el ATTTTCTTCA. Además, 
según Yanhai y colaboradores (1997), existen motivos específicos de floema como el 
GATA (AnnnGATA), la caja ASL (GCAn(8-15)GCA) y la caja II (CCCC), presentes 
todos ellos en el promotor de 3000 pares de bases del gen CtHSR1. 

 La expresión del gen reportero GUS pudo ser cuantificada mediante ensayos 
de hidrólisis de MUG, sustrato de la beta-glucuronidasa. De esta forma, pudimos 
comprobar que el promotor de 3000 pares de bases del gen CtHSR1, fue capaz de 
inducir la expresión de GUS bajo tratamiento con manitol, lo que implica una posible 
respuesta del promotor de candida frente al estrés osmótico (Figura 4.2.10). 

 También se ha conseguido observar el factor de transcripción de candida 
fusionado a la proteína verde fluorescente. Esta fusión proteica fue localizada en 
núcleos de células epidérmicas de Nicotiana benthamiana, bajo el control del promotor 
constitutivo 35S, y confirmada mediente tinción con DAPI (Figura 4.2.11).  

 

 5.2.1- Tolerancia a la sequía  

La estrategia desarrollada en esta tesis doctoral para la correcta evaluación del 
efecto de la expresión del gen CtHSR1 en la tolerancia al estrés abiótico en arabidopsis, 
fue la expresión de dicho gen bajo diferentes promotores. Se empleó su propia región 
reguladora proveniente de Candida tropicalis de 3000 pares de bases, el promotor del 
gen ubiquitina10 y el promotor constitutivo 35S. Mediante las líneas que expresan el 
gen CtHSR1 bajo el promotor 35S, no se pudo observar tolerancia a NaCl y manitol 
en estadios de germinación, ni tolerancia a la sequía en planta adulta.  
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En las líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo el promotor de ubiquitina 
tampoco se observó tolerancia a NaCl y manitol en estadios de germinación, pero 3 de 
las líneas analizadas mostraron tolerancia a la sequía en planta adulta. Sin embargo, las 
líneas que expresan el gen CtHSR1 bajo su propio promotor presentan tolerancia a 
manitol en estadios de germinación, y tolerancia a la sequía en planta adulta. Por este 
motivo, se decidió continuar con los experimentos sobre las líneas que expresan el gen 
CtHSR1 bajo su propia región reguladora. La expresión de este factor de transcripción 
produce en arabidopsis una mayor tolerancia a la sequía, inducida mediante la 
ausencia de riego durante 14 días (Figura 4.2.13). Como se observa en los datos de 
peso fresco en condiciones control extraídos de estos tratamientos, las plantas que 
expresan en gen CtHSR1 poseen un menor crecimiento que las plantas control 
(reducción del 20%). Esto podría deberse a la activación en condiciones normales de 
sistemas de defensa contra episodios de estrés. De esta forma, la planta ve penalizado 
modestamente su crecimiento, siendo capaz de alcanzar su estado adulto sin 
problemas. Además, esta pequeña reducción en el crecimiento se observa también en 
los datos de peso seco en condiciones control (regadas de forma continuada con 
solución nutritiva). Así, tanto las líneas CtHSR1 como el control silvestre en 
condiciones de riego constante, poseen una cantidad de agua por unidad de peso seco 
de 9,81 y 9,44 respectivamente (gr de H2O/gr peso seco). De igual forma, de los datos 
extraídos de los tratamientos de sequía (Figura 4.2.13), podemos observar que esta 
penalización en el crecimiento permite a las líneas CtHSR1 conservar mejor el 
contenido hídrico vegetal, e incluso continuar con su desarrollo, ya que el peso seco de 
las líneas transgénicas aunque sigue siendo algo menor que la línea silvestre, esta 
diferencia es menor que la observada durante el tratamiento control. Así, en 
condiciones de sequía las líneas transgénicas retienen el doble de cantidad de agua por 
unidad de peso seco que la línea silvestre, siendo de 4,04 para las líneas CtHSR1 y de 
2,35 para la línea control (gr de H2O/gr peso seco). 

 

 5.2.2- Respuesta hormonal   

El ácido abscísico es la principal hormona vegetal involucrada en la 
señalización del estrés abiótico. Por ello, una de nuestras primeras hipótesis para la 
tolerancia a la sequía en las líneas CtHSR1 fue la alteración en la respuesta a esta 
hormona.  

 



Discusión 
 

175 

Tal y como hemos observado en el Apartado 4.2.6, la expresión del gen 
CtHSR1 no posee ningún efecto en estadios de germinación durante tratamientos con 
ABA, ya que tanto nuestras líneas transgénicas como las plantas control, son capaces de 
germinar y desarrollar cotiledones verdes expandidos de forma similar (Figura 4.2.21). 
También, esta respuesta fue probada en estadios más avanzados del desarrollo, y tal y 
como muestra la Figura 4.2.22 ambos genotipos (línea silvestre y líneas CtHSR1) 
mostraban la misma inhibición mediada por ABA durante su desarrollo.  

 Mediante el servicio de medición de hormonas del IBMCP nos dispusimos a 
medir en nuestras líneas sobreexpresoras del gen CtHSR1 y en la línea silvestre COL-0 
el contenido total en ácido abscísico, ácido jasmónico y ácido indolacético. Como se 
observa en las Figuras 4.2.25 y como cabía esperar según la respuesta observada en 
estadios de germinación y desarrollo, no aparecieron diferencias significativas en el 
contenido total de ácido abscísico en las líneas CtHSR1 respecto a su control silvestre. 
Sin embargo, existe una mayor acumulación en ácido indolacético y ácido jasmónico 
en las líneas transgénicas CtHSR1 respecto al control (Figuras 4.2.26 y 4.2.27). 

El ácido jasmónico o jasmonato es una hormona lipídica derivada de las 
oxilipinas, que es necesaria para la regulación de numerosos procesos fisiológicos del 
crecimiento vegetal, desarrollo y defensa frente a condiciones adversas, como el ataque 
de patógenos, daño mecánico, exposición al ozono y déficit hídrico (Devoto y col., 
2005; Browse y Howe, 2008). En experimentos de micromatrices de ADN realizados 
por diferentes autores, se han identificado los factores de transcripción MYC2 y 
MYB2, como inductores de la expresión de genes de respuesta a ácido abscísico y ácido 
jasmónico. Así, se obtuvieron plantas sobreexpresoras de estos factores de 
transcripción, y los resultados mostraron que eran tolerantes frente al estrés osmótico 
(Abebe y col., 2003; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Además, el factor de 
transcripción RD26 parece inducirse en respuesta a sequía, salinidad, ABA y 
jasmónico, por lo que muchos genes de respuesta a esta hormona lipídica son dianas 
directas de este factor de transcripción (Fujita y col., 2004). Por lo tanto, es interesante 
destacar que la acumulación de ácido jasmónico podría mediar en la respuesta de las 
líneas CtHSR1 frente al estrés hídrico (Figura 5.1). 

Por último, diferentes grupos de investigación han demostrado que el ácido 
indolacético, otra hormona vegetal involucrada en el desarrollo vegetal, es capaz de 
inducir la expresión de genes de degradación de acido jasmónico. Además, la 
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señalización por ácido jasmónico participa en la regulación de la homeostasis de 
auxinas, induciendo su expresión (Grunewald y col., 2009). Puesto que las auxinas son 
pequeñas moléculas nucleares de vida corta, que dimerizan con factores de 
transcripción de respuesta a auxinas, la degradación de éstas por el proteasoma 
promueve la acción de dichos factores de transcripción en la inducción de genes 
(Ulmasov y col., 1999). Así, el mayor contenido en ácido indolacético observado en las 
líneas CtHSR1 puede ser provocado por la acumulación de jasmonatos, permitiendo a 
su vez la activación de genes de degradación de esta hormona vegetal. 
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Figura 5.1. Vías de señalización mediadas a través de ácido jasmónico y ácido abscísico. 
Extraido y adaptado de Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007 

 
 5.2.3- Apertura estómatica 

 La respuesta a ácido abscísico de las líneas que expresan el factor CtHSR1 
también fue probada mediante el cierre estomático. Como se ha observado en la 
Figura  4.2.23, el cierre estomático mediado por ABA fue muy similar en las líneas 
transgénicas y en su control silvestre. Sin embargo, se observó que en condiciones 
normales las líneas CtHSR1 mostraban una menor apertura estomática que su control 
silvestre, aproximadamente del 13,5% medida como la relación entre la anchura de la 
apertura del ostiolo dividido por la longitud del mismo.   

Esta menor apertura también fue observada en unas mediciones de diferentes 
parámetros fotosintéticos con el aparato LICOR LI6400 (Tabla 4.2.2), por lo que 
podría ser uno de los mecanismos en la tolerancia frente al estrés hídrico mediados a 
través del gen CtHSR1, ya que no existen diferencias significativas entre la densidad 
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estomática y el tamaño medio por estoma en las líneas que expresan el transgén y la 
línea control. Este misma respuesta se ha observado en mutantes de pérdida de función 
del gen AtCPK23, y mutantes de sobreexpresión de los genes AtNCED3 y VfPIP1, que 
resultaron en una menor apertura estomática y una mayor tolerancia al estrés hídrico 
(Iuchi y col., 2001; Shu-Ying y Wei-Hua, 2007; Xiang-Huan y col., 2008).  

 El cierre estomático es uno de los procesos más importantes para la 
conservación del contenido hídrico vegetal, ya que una menor apertura estomática 
asegura una menor tasa de transpiración. Este proceso, es controlado hormonalmente a 
través del ABA y los jasmonatos, que como hemos visto son hormonas capaces de 
inducir la producción de especies reactivas de oxígeno, mediando así la entrada de 
calcio y la salida de aniones en las células guarda, provocando el cierre del ostiolo 
(Suhita y col., 2004; Torres y Dangl, 2005; Zhang y col., 2006; Munemasa y col., 
2007).   

 Por lo tanto, parece ser que la menor apertura estomática en las plantas que 
expresan el gen CtHSR1 respecto a la línea control, es mediada a través de la 
señalización por ácido jasmónico, hormona inducida mediante el factor de 
transcripción de Candida tropicalis. 

 

 5.2.4- Balance hídrico y ajuste osmótico 

En condiciones de sequía, donde la disponibilidad de agua es escasa, mantener 
el balance hídrico es indispensable para garantizar la supervivencia. Este balance viene 
dado por múltiples variables como son el potencial hídrico, el potencial osmótico y el 
contenido hídrico relativo. Durante la realización de esta tesis, se realizaron medidas 
de estos tres parámetros hídricos para las líneas transgénicas que expresan el factor 
CtHSR1 y su control silvestre. El único parámetro diferencial entre ambos genotipos 
fue el potencial osmótico, que fue un 5% superior en las líneas CtHSR1 respecto a su 
control silvestre.  

Este aumento en el potencial osmótico, sugería la acumulación de alguna 
molécula osmóticamente activa producida en respuesta a la expresión del factor de 
transcripción de candida. Una de las moléculas que se acumula en situaciones 
moderadas de falta de agua es la prolina, mientras que en situaciones extremas son 
azúcares. La prolina, además de acumularse ante situaciones de estrés hídrico también 

 



Félix Martínez Macías 
 

178 

se acumula en situaciones de estrés salino actuando como osmoprotector (Zhu, 2002). 
Así, observamos que la concentración total de prolina en las líneas que expresan el gen 
CtHSR1 es de 1,4 a 1,8 veces superiores a las de su control silvestre en condiciones 
normales (Figura 4.2.32), acumulándose en mayor cantidad en situaciones de estrés 
hídrico, entre 1,3 y 2,6 veces el valor de su control (Figura 4.2.33). Sin embargo, no se 
observaron diferencias en las concentraciones de azúcares totales medidos por HPLC 
(Figura 4.2.31).  

Utilizando la técnica de PCR cuantitativa a tiempo real, se pudo confirmar la 
inducción de los genes de síntesis de prolina P5CS1 y P5CR (Figura 4.2.34 y 4.2.35). 
En la literatura se indica que altas concentraciones de prolina de forma permanente se 
han relacionado con una posible fuente de toxicidad celular (Deuschle y col., 2001; 
Nanjo y col., 2003), hecho que puede explicar también el menor desarrollo en 
condiciones normales observado en los ensayos de sequía, en las plantas que expresan 
el gen CtHSR1.  

En numerosos trabajos ha sido demostrado la implicación de este aminoácido 
en la tolerancia frente al estrés abiótico (Kishor y col., 1995; Nanjo y col., 1999a y b; 
Nuccio y col., 1999; Rontein y col., 2002; Ludmila y col., 2014). El aumento en 
prolina producido por la expresión del factor de transcripción CtHSR1 podría ser uno 
de los mecanismos que favorecen la tolerancia a la sequía en estas líneas transgénicas. 

 

 5.2.5- Respuesta transcripcional  

El análisis transcripcional realizado en esta tesis doctoral, determinó que 107 
genes de A. thaliana están inducidos de forma significativa bajo la expresión del factor 
de transcripción CtHSR1.  Si bien la mayoría de genes diferencialmente expresados 
están involucrados en procesos del ciclo celular, la transcripción y la biogénesis de los 
componentes celulares, aparecen numerosos genes involucrados en el rescate celular, 
defensa y virulencia, así como en la interacción con el medio ambiente (Figura 4.2.36).  

En estas categorías sobrerrepresentadas, aparecen genes como el BT2, bZIP1, 
CML24, ERD15, ERF2, ERF5, ERF11, JAZ7, LOX4, MYB96, NTL6, ORA47, RAV1, 
RAV2, RD26, SEN1, SYP122, WRKY 22, WRKY40, WRKY70 y ZAT10. Muchos de 
estos genes están involucrados en las señalización de diferentes tipos de estrés, como es 
el caso del gen BT2  que aparece como regulador positivo de la tolerancia a ABA en 
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germinación (Mandadi y col., 2009). El gen bZIP1, en el artículo publicado por Sun y 
colaboradores (2012), aparece como regulador positivo de la tolerancia al estrés hídrico 
y salino, confirmado mediante mutantes de pérdida de función y sobreexpresión. Por 
otro lado, el gen CML24 encargado de la unión a iones Ca+2, está involucrado en la 
respuesta celular a ABA y se expresa en estomas, por lo que podría mediar el cierre 
estomático en condiciones de estrés (Delk y col., 2005). Muchos de los factores de 
transcripción de la familia ERF, además de estar involucrados en la señalización del 
etileno, como es el caso de ERF1 implicado en la represión de la síntesis de esta 
hormona (Li y col., 2011), también aparecen como reguladores positivos de genes de 
respuesta a ácido jasmónico y etileno en la defensa frente a la infección por Botrytis 
cinerea, como es el caso del gen ERF5 y ERF6 (Moffat y col., 2012), genes que 
también se encargan de controlar el crecimiento de las hojas en situaciones de estrés 
hídrico, frenando su desarrollo (Marieke y col., 2013). Como hemos visto en los 
resultados de esta tesis doctoral, uno de los posibles mecanismos que emplea el gen 
CtHSR1 para inducir la tolerancia frente al estrés hídrico puede ser la síntesis de ácido 
jasmónico para inducir el cierre estomático. En este sentido, en nuestro análisis 
transcriptómico han aparecido genes involucrados en la síntesis y degradación de esta 
hormona, como son el gen LOX4 y el gen JAZ7. De esta forma, y como ha sido 
demostrado mediante la cuantificación de esta hormona (Figura 4.2.26), la activación 
en la síntesis de jasmonatos induciría a su vez la expresión de genes de degradación, 
para que una vez la situación de estrés cese, la célula pueda alcanzar con mayor rapidez 
su homeostasis. Por último, la inducción de genes como ERD15, MYB96, RD26, 
RAV1 y RAV2 que aparecen como genes de respuesta a la sequía (Kiyosue y col., 1994; 
Seo y Park, 2011; Aalto y col., 2012; Hickman y col., 2013; Kim y col., 2012; Guo y 
col., 2013; Mittal y col., 2014), podrían explicar la respuesta mediada a través del gen 
CtHSR1 en la tolerancia observada frente a este tipo de estrés.  

Dado que este es el único estudio de la variación en la expresión génica 
producido por este factor de transcripción de origen fúngico en células vegetales, se ha 
comparado también con los resultados obtenidos con diferentes tratamientos que 
inducen estrés. Cabe destacar entre los tratamientos comparados, los resultados 
obtenidos con la respuesta transcripcional mediada a través del estrés osmótico y por 
choque térmico. En la comparación realizada entre los 2878 genes inducidos mediante 
estrés osmótico y los 107 genes inducidos por CtHSR1, podemos observar que el 40% 
de los genes inducidos mediante la expresión del factor de transcripción CtHSR1 se 
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inducen también mediante tratamiento con manitol a una concentración de 300mM 
durante 3 horas. Entre estos genes expresados de forma similar en ambos supuestos, se 
encuentran genes como los anteriormente citados bZIP1, ERF2, ERF5, ERF11, JAZ7, 
MYB96, RD26, SYP122, WRKY40 y ZAT10 y otros como el BCB, CML38, CNI1, 
CCL, CAF1a, DIC2, FBS1, NHL3, HSPRO2, SRC2, TEM1, CAL4 y TPS11. Por lo 
tanto, parece que la expresión del gen CtHSR1 provoca una respuesta muy similar a la 
provocada por el tratamiento con manitol, proporcionando así la tolerancia a la sequía 
observada en nuestras plantas transgénicas.  

Por otro lado, en la comparación realizada entre los 3349 genes inducidos 
mediante el tratamiento con elevadas temperaturas y los 107 genes inducidos por el 
CtHSR1, podemos observar que el 20% de los genes inducidos mediante la expresión 
del factor de transcripción CtHSR1 se inducen también mediante tratamiento por 
calor, a una temperatura de 38ºC durante 3 horas. Entre los genes inducidos por calor, 
también se encuentran los genes anteriormente citados bZIP1, JAZ7, MYB96, RD26, 
y ZAT10 y otros como el CML24, FBS1, NHL3, HSPRO2, SRC2, y TPS11. Como se 
puede observar, existe cierta similitud entre los genes inducidos mediante la expresión 
del gen CtHSR1 y mediante los tratamientos por estrés osmótico y por calor, y es que 
el 60% de los genes inducidos bajo tratamiento térmico y mediante CtHSR1, se 
inducen también por estrés osmótico. Entre estos genes podemos encontrar una 
proteína LEA (At2g27080), el gen bZIP1, FBS1, JAZ7, MYB96, HSPRO2, RD26, 
SRC2, TPS11 y ZAT10, entre otros.  

Cabe destacar en este punto la homología observada en la respuesta 
transcripcional mediada a través de la pérdida de función del gen WRKY33 con la 
respuesta mediada por el gen CtHSR1. Este elevado solapamiento de más del 50%, 
indica la posible implicación del factor de transcripción WRKY33 en la respuesta 
frente al estrés abiótico en arabidopsis (Figura 4.2.42). 

 

 5.2.6- Modelo para la tolerancia a la sequía mediada por el gen CtHSR1  

 Como hemos visto hasta el momento, la expresión del factor de transcripción 
CtHSR1 bajo el control de su propia región reguladora de 3000 pares de bases, es 
capaz de conferir tolerancia a la sequía en planta adulta en ensayos de invernadero, y 
tolerancia a manitol y NaCl en ensayos de germinación in vitro en arabidopsis. Estos 
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caracteres pueden ser debidos a diversos factores, que como hemos ido viendo, 
permitirían a nuestras plantas tolerar mejor los episodios de escasez hídrica.  

Considerando los resultados del análisis transcriptómico, la expresión del gen 
CtHSR1 tal y como hemos visto activa numerosos genes de inducción de la 
transcripción y de respuesta a estrés, por lo que es posible que diferentes mecanismos 
sean capaces de aumentar la tolerancia al estrés abiótico en arabidopsis, mediada por la 
expresión del factor de transcripción de Candida tropicalis. 

 Ha quedado demostrado que el ácido jasmónico, hormona vegetal cuya 
síntesis se ve aumentada mediante la expresión del gen CtHSR1 en condiciones 
normales (Figura 4.2.26), es capaz de mediar el cierre estomático a través de la 
producción de especies reactivas de oxígeno (Munemasa y col., 2007). Mediante el 
análisis transcriptómico utilizando micromatrices de ADN, se ha observado la 
inducción del gen LOX4 respecto a la línea control, lo que estaría provocando la 
acumulación de jasmonatos. Además, los genes de síntesis de ácido jasmónico 
pertenecientes a la familia LOX (a excepción de LOX1) se ven inducidos bajo esta 
misma hormona, según los datos disponibles en “Arabidopsis eFP Browser”, y en el 
caso del gen LOX6, su expresión se sitúa principalmente en células guarda, por lo que 
puede ser el encargado de mediar el cierre estomático a través del ácido jasmónico. 
Aunque también aparezca inducido el gen de degradación JAZ7, es lógico pensar que 
la célula ha puesto en marcha mecanismos de degradación que le permitan frenar la 
respuesta una vez el estrés haya cesado. Si miramos las mismas bases de datos de 
expresión, podemos comprobar que este gen de degradación JAZ7 se induce solo por 
ácido jasmónico, y su expresión se localiza principalmente en estomas.  

  Hemos podido confirmar también el aumento en la producción de 
osmolitos compatibles, en este caso la prolina. Esta acumulación deriva en un mejor 
ajuste osmótico que permite a las líneas CtHSR1 mantener el contenido hídrico 
vegetal ante situaciones de estrés por sequía. El gen que se ve inducido en mayor 
medida es el gen de síntesis P5CS1, y si miramos los datos de expresión disponibles en 
la base de datos “Arabidopsis eFP Browser”, observamos que este gen se ve 
fuertemente inducido en condiciones de estrés osmótico. Por lo tanto, es posible que la 
inducción observada en nuestras líneas CtHSR1 en condiciones normales, les permita 
una mejor adaptación en situaciones de estrés en comparación con las líneas control. 
Además, según el artículo publicado por Mei-Chun y colaboradores (2013), parece 
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que la familia de factores de transcripción ERF pueden provocar cambios en la 
expresión de genes como el P5CS1, por lo que puede ser que los ERFs inducidos por el 
CtHSR1 sean los responsables del ajuste osmótico observado en las plantas 
transgénicas.  
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Figura 5.2. Mecanismo de acción propuesto para la tolerancia a la sequía mediada por  
CtHSR1. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSIONES 

 

 



 

 



Conclusiones 
 

183 

6- CONCLUSIONES 

 6.1- Genética directa 

1. Mediante el uso de la NE  como agente de selección en rastreos de mutantes 
para la identificación de genes involucrados en la tolerancia a cationes tóxicos, 
se han podido obtener 9 mutantes de las colecciones de activación 
transcripcional de los doctores C. Somerville y W. Scheible, y del doctor D. 
Weigel. De las colecciones de pérdida de función cedidas por los doctores G. 
Pelletier y K. Feldmann, se obtuvieron 21 mutantes tolerantes a NE.  
 

2. En el caso de las líneas rastreadas de la colección de los doctores S. Yokoi, H. 
Koiwa y R. Bressan, no se ha logrado aislar ningún mutante tolerante a NE, 
posiblemente por la baja cantidad de líneas utilizadas.  
 

3. Los candidatos seleccionados han sido caracterizados parcialmente y tienen 
diferente grado de heterocigosidad y número de inserciones de T-DNA, por 
lo que será necesario continuar con esta caracterización para determinar los 
genes implicados y los mecanismos que regulan la tolerancia a estrés abiótico 
en A. thaliana. 
 

 6.2- Expresión del factor CtHSR1 en arabidopsis 

4. Estudios previos permitieron identificar en el laboratorio el gen CtHSR1 que 
confería resistencia a NaCl en levadura. Nuestros estudios in silico del factor 
de transcripción CtHSR1 muestran que posee solamente un sitio de unión al 
ADN, con elevada homología a los HSFs. Este único dominio ha permitido 
identificar la proteína codificada por el gen At4g18870 cuyos mutantes de 
pérdida de función parecen ser más tolerantes a la germinación inhibida por 
NaCl y manitol, además de tener una menor apertura estomática y  tasa de 
transpiración. Por lo tanto, podemos sugerir a la proteína codificada por el 
gen At4g18870 como posible ortóloga de CtHSR1 en arabidopsis. 
 
 
 

 



Félix Martínez Macías 

 
5. Mediante el estudio de la actividad del promotor del gen CtHSR1 se ha 

podido demostrar la funcionalidad de este promotor fúngico en plantas. La 
localización de la enzima β-glucuronidasa expresada bajo este promotor es 
ubicua pero siempre asociada al tejido vascular, más concretamente en las 
células del floema. Además, este promotor es capaz de inducir 
significativamente, aunque de forma modesta, la expresión de la enzima β-
glucuronidasa bajo tratamiento con manitol. 
 

6. La caracterización fenotípica de las plantas transgénicas sobreexpresoras del 
CtHSR1, mostró que la proteína expresada bajo el promotor fúngico era la 
única capaz de conferir tolerancia durante la germinación inhibida por NaCl y 
manitol, y durante ensayos de sequía en planta adulta. 
 

7. El estudio del balance hormonal de las plantas transgénicas, que expresan el 
gen CtHSR1 bajo su propio promotor, indicó que dicha sobreexpresión causa 
un aumento en la concentración de ácido jasmónico, que podría ser el 
responsable del mayor cierre estomático observado. Además, el análisis 
transcripcional de estas plantas reveló la inducción del gen LOX4, responsable 
de la síntesis de jasmonatos.  
 

8. El estudio del balance hídrico de las plantas transgénicas, que expresan el gen 
CtHSR1 bajo su propio promotor, reveló un mayor potencial osmótico dado 
principalmente por una mayor acumulación de prolina. Por otro lado, el 
análisis transcripcional reveló la inducción de varios miembros de la familia de 
factores de transcripción ERF, relacionados con la activación de genes de 
síntesis de prolina. Mediante qRT-PCR se comprobó la inducción de los 
genes P5CS1 y P5CR, responsables de la acumulación de este osmoprotector. 
 

9. Otro resultado del análisis transcriptómico relacionado con los promotores de 
los 107 genes inducidos por el gen CtHSR1, reveló un enriquecimiento del 
motivo TGAC presente en la caja WRKY de un 15% respecto al genoma de 
arabidopsis. Además, la respuesta transcripcional mediada por CtHSR1 posee 
un 52% de solapamiento con la respuesta transcripcional mediada por la 
pérdida de función del gen WRKY33, por lo que serán necesarios más 
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experimentos para relacionar la implicación de esta familia de factores de 
transcripción en el mecanismo de acción de CtHSR1. 
 

10. Por último, mediante un ensayo de doble híbrido se pudo identificar un 
posible interactor del factor de transcripción CtHSR1, codificado por el gen 
no caracterizado At1g33680. Mediante análisis in silico se observó que posee 
dos dominios “KH”,  capaces de unir moléculas de ARN y ADN de simple 
cadena, y estrechamente ligado a procesos de regulación transcripcional y 
traduccional. En futuros experimentos de interacción in vivo podremos 
determinar si se trata de un interactor real del factor CtHSR1 en la respuesta 
frente al estrés abiótico. 
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8.- ANEXOS 

Anexo 1: Secuencia de los cebadores empleados  

Cebadores empleados en el genotipado de los mutantes SALK 
At4g19630 RP-Rv aatcataactcgcacgacgac 
At4g19630 LP-Fw ttgccaataacttagttgccg 
At4g18870 RP-Rv tgcaaaattcttgtggattcc 
At4g18870 LP-Fw tgttgggatccatctttatgc 
LBb1  gcgtggaccgcttgctgcaact 
LBb1.3  attttgccgatttcggaac 
LBa1 tggttcacgtagtgggccatcg 
Cebadores empleados en el genotipado del mutante GABI_324B11 
At2g38470 LP-Fw tccgttcaacgtttgagagtc 
At2g38470 RP-Rv gtttggctccattgttctgac 
o8474 ataataacgctgcggacatctacatttt 
Cebadores empleados en análisis de expresión mediante qRT-PCR 
HSR1 RT Rv+1945 cactggcgtttccattcatagg 
HSR1 RT Fw+859 gcaccgccagttccatctgg 
At5g62530 P5CDH Rv tgggatcgtttgaaacaaca 
At5g62530 P5CDH Fw ggtggcaaggaattgaagaa 
At5g38710 PDH2 Rv cagaggacttaagccggaga 
At5g38710 PDH2 Fw aaaccgtcgaagctgctaaa 
At3g30775 PDH1 Rv gttaacggttccggttctga 
At3g30775 PDH1 Fw accattgaagctgccaaatc 
At5g14800 P5CR Rv gcagcaacaactgcattcat 
At5g14800 P5CR Fw tggaggagtagctgctggtt 
At3g55610 P5CS2 Rv cacaagccttcccatcaagt 
At3g55610 P5CS2 Fw cgttaagcgtatcgtcgtca 
At2g39800 P5CS1 Rv ttacccccaacagtctctgg 
At2g39800 P5CS1 Fw gtttttgaatcccgacctga 
At2g41430 ERD15 RV+289 actcagcagcatcagtgtca 
At2g41430 ERD15 FW+53 ttattccggcagctgtacga 
At4g35770 SEN1 RV+481 tgaagccagcagtgagaaga 
At4g35770 SEN1 FW+275 ggacaccagacgaattcagc 
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At5g07100 WRKY26 RV+594 accgtctccattactgctgt 
At5g07100 WRKY26 FW+397 agcgaaaacccgaggagtta 
Cebadores empleados en análisis de expresión mediante qRT-PCR 
At1g80840 WRKY40 RV+621 cgatggcattggatggttgt 
At1g80840 WRKY40 FW+412 gcttctgacactaccctcgt 
At3g47340 DIN6 RV+799 gcaaaaggaatggagctgag 
At3g47340 DIN6 FW+604 tcaacgccttatgagcctct 
At5g49450 BZIP1 RV+429 aaggacgccattggttgtag 
At5g49450 BZIP1 FW+235 tcggagaagatttggctctc 
At4g36040 J11 RV+479 cactgatcggtttcccagtt 
At4g36040 J11 FW+244 aaatcggcttaccggagatt 
Cebadores empleados en la clonación del gen CtHSR1 o su región reguladora 
HSR1 CDS RvHistKpnI ggggtaccctagtggtggtggtggtggtgattttcttctt 

tttcaatagtaactatcc 
HSR1 CDS FwBamHI cgggatccatgagtaagaaaagcaacagtacc 
HSR1 CDS Rv+stop ctaattttcttctttttcaatagtaactatcc 
HSR1 CDS Rv-stop attttcttctttttcaatagtaactatcc 
HSR1 CDS Fw+1 atgagtaagaaaagcaacagtacc 
HSR1 promotor Fw -1381 caactcctcctcggctatacc 
HSR1 promotor Fw -168 ttccccttattctccgatttt 
HSR1 promotor Rv -1783 tttggtggagtttattattccaa 
HSR1 promotor Rv-NcoI catgccatggttcttttttgcaatcttggga 
HSR1 promotor Fw-BamHI cgggatccttcattctttaatatttaacccaattg 
Cebadores empleados en las sondas de hibridación del southern blot 
Kanamicina Fw+80 agacaatcggctgctctgat 
Kanamicina Rv+255 agtgacaacgtcgagcacag 
T-NOS Rv+471  ccgagaagggctttttcttt 
T-NOS Fw+27 aacgtgggtagcaccaaaac 
BAR Fw ccaccgaggcggacatgc 
BAR Rv gctgaagtccagctgccagaaac 
LB pGKB5 Fw+6875 cggactccagggcgtgtgc 
LB pGKB5 Rv+7363 cagttcatcgatcaaatcggc 
GUS Fw+1 atgttacgtcctgtagaaacccc 
GUS Rv+547  acggtgatatcgtccaccca 
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Cebadores empleados como controles endógenos 
At1g13320 Fw 
At1g13320 Rv 

 

At5g55840 Fw 
At5g55840 Rv 

acctgcggtaataactgcatcta 
ccgaacatcaacatctgggtc 
gatgatattgcagtttgtcaccgt 
cactgtcttgcttgtcttgttctg 
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Anexo 2: Ensayo de germinación para los mutantes SALK_070620 para 
el gen At4g19630 y SALK_035324 para el gen At4g18870 
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Análisis de aparición de cotiledones verdes tras la germinación en MS + 125mM de NaCl para 
las líneas SALK_070620 y SALK_035324. Cada valor representa la media de 4 determinaciones. * 
indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la prueba ”t” de Student. 
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Análisis de aparición de cotiledones verdes tras la germinación en MS + 250mM de manitol 
para las líneas líneas SALK_070620 y SALK_035324. Cada valor representa la media de 4 
determinaciones. * indica diferencias significativas (P≤0,05) respecto a su control, de acuerdo con la 
prueba ”t” de Student. 
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Anexo 3: Análisis de parámetros fotosintéticos para los mutantes 
SALK_070620 para el gen At4g19630 y SALK_035324 para el gen At4g18870 

Valores de tasa de fijación neta de CO2 (An, μmol m-2 s-1), conductividad estomática (gs, mol m-2 s-

1), tasa de transpiración (E, mmol m-2 s-1) y eficiencia cuántica efectiva del PSII (PhiPS2) en
mutantes de perdida de función del los genes At4g18870 y At4019630, y su control silvestre COL-
0 en arabidopsis. Cada valor es media de 10 determinaciones en plantas diferentes ± SE. * indica
diferencias significativas (P≤0,05), de acuerdo con la prueba ”t” de Student.

Genotipo An gs E PhiPS2
COL-0 8,6 ± 0,25 0,22 ± 0,01 5,7 ± 0,25 0,227 ± 0,01
At4g18870 7,772 ± 0,2 * 0,162 ± 0,01 * 4,353 ± 0,19 * 0,203 ± 0,01 *
At4g19630 8,427 ± 0,29 0,2364 ± 0,01 5,798 ± 0,19 0,2424 ± 0,01
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Anexo 4: Tabla con los genes 107 inducidos, resultado del análisis 
transcripcional mediante micromatrices de ADN para las líneas que expresan el 
gen CtHSR1 bajo su propia región reguladora. 

Genes Inducción Descripción 
At3g48360 2,01 BT2 - Componente esencial en la activación de la 

telomerasa, redundante con BT1 y BT3 en el desarrollo 
del gametofito femenino 

At1g80840 1,74 WRKY40 - Factor de transcripción de la familia WRKY 
At4g24570 1,36 DIC2 - Transportador mitocondrial de dicarboxilato 
At1g02660 1,27 Alfa/beta Hidrolasa 
At1g80440 1,23 Galactosa oxidasa 
At2g40000 1,23 Ortólogo del gen de remolacha HSPRO2 que confiere 

resistencia a nematodos 
At5g22920 1,21 RZPF34 - Proteína de dedo de zinc 
At4g15210 1,17 BAM5 - Beta-amilasa inducible por azucares 
At4g35770 1,13 SEN1 - Asociado a senescencia 
At4g36850 1,12 Miembro de la superfamilia PQ-Loop 
At4g10910 1,12 Desconocido 
At3g47340 1,10 DIN6 - Asparagina sintetasa dependiente de glutamina, 

que se induce durante la senescencia 
At2g18700 1,07 TPS11 - Trehalosa fosfatasa/sintasa 11 
At1g76650 1,06 CML38 - Proteína con dominio calmodulina que une 

calcio 

At3g15450 1,05 
Proteína inducible por aluminio con dominio  YGL y 
LRDR 

At5g11070 1,02 Desconocido 
At1g66090 1,01 TIR-NBS - Resistencia a patógenos 
At3g44260 1,00 CAF1a - Deadenilación del ARN y defensa 
At5g49450 1,00 bZIP1 - Factor de transcripción que actúa como 

regulador positivo de la tolerancia a la salinidad y la 
At2g15890 0,92 MEE14 - Defensa frente a hongos 
At5g20230 0,91 SAG14 - Asociado a senescencia 
At2g41100 0,91 CAL4 - Proteína con dominio calmodulina que une 

calcio 
At1g73540 0,90 NUDT21 - Hidrolasa nudix 
At4g36500 0,90 Desconocido 
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Genes Inducción Descripción 
At3g62550 0,89 Alfa Hidrolasa 
At5g37770 0,88 CML24 - Proteína con dominio calmodulina que une 

calcio 
At3g56400 0,87 WRKY70 - Factor de transcripción de la familia WRKY 
At1g66160 0,87 CMPG1 - Proteína ubicuitina ligasa 
At1g27730 0,86 ZAT10 - Confiere tolerancia a sal, y actúa como represor 

transcripcional 
At1g68840 0,85 EDF2 - Factor de transcripción de respuesta a etileno 
At3g10020 0,84 Desconocido 
At1g49130 0,83 Proteína de dedo de zinc 
At2g44130 0,83 Galactosa oxidasa 
At3g26740 0,82 CCL - Transporte de iones 
At4g32480 0,81 DUF506 - Desconocida 
At4g37610 0,81 BT5 - Respuesta a estrés 
At1g57990 0,81 PUP18 - Relacionada con el transporte de purina 
At1g55450 0,81 Metiltransferasa 
At2g25735 0,81 Desconocido 
At3g49790 0,81 Proteína que une ATP 
At1g13260 0,81 EDF4 - Factor de transcripción de respuesta a etileno 
At3g46600 0,80 Factor de transcripción de la familia GRAS 
At4g36040 0,79 J11 - Chaperona de repuesta a estrés 
At3g04640 0,78 Proteína rica en glicina 
At1g28370 0,78 ERF11 - Factor de transcripción de la familia ERF 
At5g45830 0,78 DOG1 - Involucrado en el control de la dormancia 
At1g19380 0,77 Desconocido 
At1g80920 0,77 TOC12 - Proteína presente en el cloroplasto 
At5g19120 0,76 Aspartil proteasa 
At5g06320 0,76 NHL3 - Respuesta a estrés 
At5g62470 0,75 MYB96 - Factor de transcripción de la familia MYB 
At4g27450 0,73 Proteína inducible por aluminio con dominio  YGL y 

LRDR 
At2g25900 0,73 CTH - Proteína de dedos de zinc 
At2g26530 0,73 AR781 - Desconocida 
At2g32150 0,73 HAD - Hidrolasa de tipo haloácido dehalogenasa 
At2g27830 0,73 Desconocido 
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Genes  Inducción Descripción 
At5g63160 0,73 BT1 - Respuesta a estrés 
At1g19020 0,72 Desconocido 
At2g15960 0,71 Desconocido 
At1g18300 0,71 NUDT4 - Hidrolasa nudix 
At5g65207 0,71 Desconocido 
At1g78460 0,70 Proteína de la familia SOUL 
At2g23810 0,70 TET8 - Tetraspanina  
At5g60680 0,70 Desconocido 
At2g41430 0,70 ERD15 - Respuesta a la deshidratación 
At1g09070 0,70 SRC2 - Transporte a vacuola desde el ER 
At4g24380 0,70 Síntesis de ácido fólico y derivados 
At5g43620 0,69 Complejo de escisión del Pre-mARN 
At3g49530 0,68 NAC062 - Factor de transcripción de la familia NAC 
At3g15630 0,68 Desconocido 
At1g72900 0,68 TIR - Resistencia a patógenos 
At1g72520 0,67 LOX4 - Síntesis de ácido jasmónico 
At2g28500 0,67 LBD11 - Factor de transcripción 
At1g49500 0,66 Desconocido 
At2g41640 0,66 Glicosiltransferasa 
At2g17036 0,65 DUF295 - Desconocida 
At1g28330 0,65 DRM1 - Proteína asociada  con la dormancia 
At5g50450 0,65 Proteína de dedo de zinc MYND con dominio HCP 
At2g27080 0,65 LEA - Tolerancia a la desecación 
At3g43280 0,65 Desconocido 
At5g16370 0,65 AAE5 - Sintetasa/ligasa dependiente de AMP 
At4g27410 0,65 RD26 - Factor de transcripción de la familia NAC de 

respuesta a la deshidratación 
At5g47220 0,64 ERF2 - Factor de transcripción de la familia ERF 
At1g72910 0,64 TIR - Resistencia a patógenos 
At4g29780 0,64 Desconocido 

At3g44900 0,64 CHX4 - Antiportador Na+/H+ 
At2g29670 0,64 Proteína de la familia TPR 
At1g04770 0,64 Proteína de la familia TPR 
At2g34600 0,63 JAZ7 - Degradación del ácido jasmónico 
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Genes Inducción Descripción 
At1g61340 0,63 FBS1 - Proteína de respuesta a estrés 
At1g25560 0,63 EDF1 - Factor de transcripción de respuesta a etileno 
At2g17450 0,63 RHA3A - Proteína de dedos de zinc 
At1g74930 0,63 ORA47 - Factor de transcripción de la familia DREB 
At3g47160 0,63 Proteína con dominio RING/U 
At1g32920 0,62 Desconocido 
At5g51190 0,62 ERF105 - Factor de transcripción de la familia ERF 
At5g27420 0,62 CNI1 - Proteína ubicuitina ligasa en respuesta a 

carbón/nitrógeno 
At4g05070 0,62 Proteína de respuesta a daño celular 
At1g27290 0,62 Desconocido 
At3g61060 0,62 Proteína del floema de respuesta a daño 
At1g76600 0,61 Desconocido 
At5g47230 0,61 ERF5 - Factor de transcripción de la familia ERF 
At5g56100 0,61 Proteína rica en glicina 
At4g01250 0,61 WRKY22 - Factor de transcripción de la familia WRKY 
At1g12780 0,60 UGE1 - Epimerasa UDP-glucosa 
At3g62070 0,60 Desconocido 
At3g52400 0,60 SYP122 - Regulador negativo de repuesta a defensa 
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Anexo 5: Comparación entre la respuesta transcripcional mediada a 
través de la expresión del gen CtHSR1 en arabidopsis, y mediante la respuesta 
provocada por el tratamiento con manitol 300mM durante 3 horas. 

Tabla con los 43 genes inducidos mediante la sobreexpresión del factor CtHSR1 y 
mediante tratamiento con manitol 300mM durante 3 horas. 

Genes Inducción Descripción 
At3g48360 2,01 BT2 - Componente esencial en la activación de la 

telomerasa, redundante con BT1 y BT3 en el desarrollo 
del gametofito femenino 

At1g80840 1,74 
WRKY40 - Factor de transcripción de la familia 
WRKY 

At4g24570 1,36 DIC2 - Transportador mitocondrial de dicarboxilato 
At1g02660 1,27 Alfa/beta Hidrolasa 
At1g80440 1,23 Galactosa oxidasa 
At2g40000 1,23 Ortólogo del gen de remolacha HSPRO2 que confiere 

resistencia a nematodos 
At4g15210 1,17 BAM5 - Beta-amilasa inducible por azucares 
At4g35770 1,13 SEN1 - Asociado a senescencia 
At2g18700 1,07 TPS11 - Trehalosa fosfatasa/sintasa 11 

At1g76650 1,06 
CML38 - Proteína con dominio calmodulina que une 
calcio 

At3g44260 1,00 CAF1a - Deadenilación del ARN y defensa 
At5g49450 1,00 bZIP1 - Factor de transcripción que actúa como 

regulador positivo de la tolerancia a la salinidad y la 
sequía 

At5g20230 0,91 SAG14 - Asociado a senescencia 

At2g41100 0,91 
CAL4 - Proteína con dominio calmodulina que une 
calcio 

At4g36500 0,90 Desconocido 
At1g66160 0,87 CMPG1 - Proteína ubicuitina ligasa 
At1g27730 0,86 ZAT10 - Confiere tolerancia a sal, y actúa como 

represor transcripcional 
At3g10020 0,84 Desconocido 
At3g26740 0,82 CCL - Transporte de iones 
At1g55450 0,81 Metiltransferasa 
At3g04640 0,78 Proteína rica en glicina 
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Genes Inducción Descripción 
At1g28370 0,78 ERF11 - Factor de transcripción de la familia ERF 
At1g19380 0,77 Desconocido 
At5g06320 0,76 NHL3 - Respuesta a estrés 
At5g62470 0,75 MYB96 - Factor de transcripción de la familia MYB 
At2g27830 0,73 Desconocido 
At1g19020 0,72 Desconocido 
At2g15960 0,71 Desconocido 
At5g60680 0,70 Desconocido 
At1g09070 0,70 SRC2 - Transporte a vacuola desde el ER 
At1g72900 0,68 TIR - Resistencia a patógenos 
At1g72520 0,67 LOX4 - Síntesis de ácido jasmónico 
At2g27080 0,65 LEA - Tolerancia a la desecación 
At4g27410 0,65 RD26 - Factor de transcripción de la familia NAC de 

respuesta a la deshidratación 
At5g47220 0,64 ERF2 - Factor de transcripción de la familia ERF 
At2g29670 0,64 Proteína de la familia TPR 

At2g34600 0,63 
JAZ7 - Involucrado en la degradación del ácido 
jasmónico 

At1g61340 0,63 FBS1 - Proteína de respuesta a estrés 
At1g25560 0,63 EDF1 - Factor de transcripción de respuesta a etileno 
At5g51190 0,62 ERF105 - Factor de transcripción de la familia ERF 
At5g27420 0,62 CNI1 - Proteína ubicuitina ligasa en respuesta a 

carbón/nitrógeno 
At5g47230 0,61 ERF5 - Factor de transcripción de la familia ERF 
At3g52400 0,60 SYP122 - Regulador negativo de repuesta a defensa 
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Continuación del Anexo 5 

Tabla con los 16 genes inducidos mediante la sobreexpresión del factor CtHSR1 y 
reprimidos mediante tratamiento con manitol 300mM durante 3 horas. 

Genes Inducción Descripción 
At3g48360 2,01 BT2 - Componente esencial en la activación de la 

telomerasa, redundante con BT1 y BT3 en el desarrollo 
del gametofito femenino 

At5g22920 1,21 RZPF34 - Proteína de dedo de zinc 
At4g15210 1,17 BAM5 - Beta-amilasa inducible por azucares 
At4g35770 1,13 SEN1 - Asociado a senescencia 
At3g47340 1,10 DIN6 - Asparagina sintetasa dependiente de glutamina, 

que se induce durante la senescencia 

At3g15450 1,05 
Proteína inducible por aluminio con dominio  YGL y 
LRDR 

At2g15890 0,92 MEE14 - Defensa frente a hongos 
At1g68840 0,85 EDF2 - Factor de transcripción de respuesta a etileno 
At3g10020 0,84 Desconocido 
At5g19120 0,76 Aspartil proteasa 
At4g27450 0,73 Proteína inducible por aluminio con dominio  YGL y 

LRDR 
At2g25900 0,73 CTH - Proteína de dedos de zinc 
At3g15630 0,68 Desconocido 
At1g72520 0,67 LOX4 - Síntesis de ácido jasmónico 
At1g28330 0,65 DRM1 - Proteína asociada  con la dormancia 
At1g12780 0,60 UGE1 - Epimerasa UDP-glucosa 
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Anexo 6: Comparación entre la respuesta transcripcional mediada a 
través de la expresión del gen CtHSR1 en arabidopsis, y mediante la respuesta 
provocada por el tratamiento con metil viológeno 10μM durante 3 horas. 

Tabla con el único gen inducido mediante la sobreexpresión del factor CtHSR1 y 
mediante tratamiento con metil viológeno 10μM durante 3 horas. 

Genes Inducción Descripción 
At2g15960 0,71 Desconocido 

 

Tabla con los 4 genes inducidos mediante la sobreexpresión del factor CtHSR1 y 
reprimidos mediante tratamiento con metil viológeno 10μM durante 3 horas. 

Genes Inducción Descripción 
At4g15210 1,17 BAM5 - Beta-amilasa inducible por azucares 
At5g20230 0,91 SAG14 - Asociado a senescencia 
At1g19380 0,77 Desconocido 
At1g19020 0,72 Desconocido 
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Anexo 7: Comparación entre la respuesta transcripcional mediada a 
través de la expresión del gen CtHSR1 en arabidopsis, y mediante la respuesta 
provocada por el tratamiento por calor a 38ºC durante 3 horas. 

Tabla con los 22 genes inducidos mediante la sobreexpresión del factor CtHSR1 y 
mediante tratamiento por calor a 38ºC durante 3 horas. 

Genes Inducción Descripción 
At2g40000 1,23 Ortólogo del gen de remolacha HSPRO2 que confiere 

resistencia a nematodos 
At2g18700 1,07 TPS11 - Trehalosa fosfatasa/sintasa 11 
At1g66090 1,01 TIR-NBS - Resistencia a patógenos 
At5g49450 1,00 bZIP1 - Factor de transcripción que actúa como regulador 

positivo de la tolerancia a la salinidad y la sequía 
At3g62550 0,89 Alfa Hidrolasa 
At5g37770 0,88 CML24 - Proteína con dominio calmodulina que une 

calcio 
At1g27730 0,86 ZAT10 - Confiere tolerancia a sal, y actúa como represor 

transcripcional 
At3g10020 0,84 Desconocido 
At3g49790 0,81 Proteína que une ATP 
At5g62470 0,75 MYB96 - Factor de transcripción de la familia MYB 
At4g27450 0,73 Proteína inducible por aluminio con dominio  YGL y 

LRDR 
At1g19020 0,72 Desconocido 
At1g09070 0,70 SRC2 - Transporte a vacuola desde el ER 
At2g27080 0,65 LEA - Tolerancia a la desecación 
At4g27410 0,65 RD26 - Factor de transcripción de la familia NAC de 

respuesta a la deshidratación 
At2g29670 0,64 Proteína de la familia TPR 
At1g04770 0,64 Proteína de la familia TPR 
At2g34600 0,63 JAZ7 - Involucrado en la degradación del ácido jasmónico 
At1g61340 0,63 FBS1 - Proteína de respuesta a estrés 
At3g47160 0,63 Proteína con dominio RING/U 
At1g32920 0,62 Desconocido 
At4g05070 0,62 Proteína de respuesta a daño celular 
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Continuación del Anexo 7 

Tabla con los 20 genes inducidos mediante la sobreexpresión del factor CtHSR1 y 
reprimidos mediante tratamiento por calor a 38ºC durante 3 horas. 

Genes Inducción Descripción 
At1g80840 1,74 WRKY40 - Factor de transcripción de la familia WRKY 
At5g22920 1,21 RZPF34 - Proteína de dedo de zinc 
At4g15210 1,17 BAM5 - Beta-amilasa inducible por azucares 
At4g35770 1,13 SEN1 - Asociado a senescencia 
At3g47340 1,10 DIN6 - Asparagina sintetasa dependiente de glutamina, 

que se induce durante la senescencia 
At1g76650 1,06 CML38 - Proteína con dominio calmodulina que une 

calcio 
At3g15450 1,05 Proteína inducible por aluminio con dominio  YGL y 

LRDR 
At4g36500 0,90 Desconocido 
At3g62550 0,89 Alfa Hidrolasa 
At1g66160 0,87 CMPG1 - Proteína ubicuitina ligasa 
At1g55450 0,81 Metiltransferasa 
At2g25735 0,81 Desconocido 
At5g45830 0,78 DOG1 - Involucrado en el control de la dormancia 
At1g19380 0,77 Desconocido 
At2g15960 0,71 Desconocido 
At1g78460 0,70 Proteína de la familia SOUL 
At3g15630 0,68 Desconocido 
At1g72900 0,68 TIR - Resistencia a patógenos 
At1g04770 0,64 Proteína de la familia TPR 
At3g61060 0,62 Proteína del floema de respuesta a daño 

 

 

 

 

 

225 
 



Félix Martínez Macías 

Anexo 8: Comparación entre la respuesta transcripcional mediada a 
través de la expresión del gen CtHSR1 en arabidopsis, y mediante la respuesta 
provocada por el tratamiento con manitol 300mM, metil viológeno 10μM, y por 
calor a 38ºC durante 3 horas. 

Tabla con los 13 genes inducidos mediante la sobreexpresión del factor CtHSR1 y 
mediante tratamiento con manitol 300mM y calor a 38ºC durante 3 horas. 

Genes Inducción Descripción 
At2g40000 1,23 Ortólogo del gen de remolacha HSPRO2 que confiere 

resistencia a nematodos 
At2g18700 1,07 TPS11 - Trehalosa fosfatasa/sintasa 11 
At5g49450 1,00 bZIP1 - Factor de transcripción que actúa como 

regulador positivo de la tolerancia a la salinidad y la 
sequía 

At1g27730 0,86 ZAT10 - Confiere tolerancia a sal, y actúa como represor 
transcripcional 

At3g10020 0,84 Desconocido 
At5g62470 0,75 MYB96 - Factor de transcripción de la familia MYB 
At1g19020 0,72 Desconocido 
At1g09070 0,70 SRC2 - Transporte a vacuola desde el ER 
At2g27080 0,65 LEA - Tolerancia a la desecación 
At4g27410 0,65 RD26 - Factor de transcripción de la familia NAC de 

respuesta a la deshidratación 
At2g29670 0,64 Proteína de la familia TPR 
At2g34600 0,63 JAZ7 - Involucrado en la degradación del ácido jasmónico 
At1g61340 0,63 FBS1 - Proteína de respuesta a estrés 
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Continuación del Anexo 8 

Tabla con los 5 genes inducidos mediante la sobreexpresión del factor CtHSR1 y 
reprimidos mediante tratamiento con manitol 300mM y calor a 38ºC durante 3 horas. 

Genes Inducción Descripción 
At3g15450 1,05 Proteína inducible por aluminio con dominio  YGL y 

LRDR 
At3g15630 0,68 Desconocido 
At3g47340 1,10 DIN6 - Asparagina sintetasa dependiente de glutamina, 

que se induce durante la senescencia 
At4g35770 1,13 SEN1 - Asociado a senescencia 
At5g22920 1,21 RZPF34 - Proteína de dedo de zinc 

 

Tabla con el único gen inducido mediante la sobreexpresión del factor CtHSR1 y 
reprimidos mediante tratamiento con manitol 300mM, con metil viológeno 10μM y 
calor a 38ºC durante 3 horas. 

Genes Inducción Descripción 
At4g15210 1,17 BAM5 - Beta-amilasa inducible por azucares 
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Anexo 9: Comparación entre la respuesta transcripcional mediada a 
través de la expresión del gen CtHSR1 en arabidopsis, y la respuesta 
transcripcional mediada a través de la perdida de función del gen WRKY33 en 
arabidopsis.  

Genes Inducción Descripción 
At3g48360 2,01 BT2 - Componente esencial en la activación de la 

telomerasa, redundante con BT1 y BT3 en el desarrollo 
del gametofito femenino 

At1g80840 1,74 WRKY40 - Factor de transcripción de la familia WRKY 
At4g24570 1,36 DIC2 - Transportador mitocondrial de dicarboxilato 
At1g80440 1,23 Galactosa oxidasa 
At2g40000 1,23 Ortólogo del gen de remolacha HSPRO2 que confiere 

resistencia a nematodos 
At3g47340 1,10 DIN6 - Asparagina sintetasa dependiente de glutamina, 

que se induce durante la senescencia 
At1g76650 1,06 CML38 - Proteína con dominio calmodulina que une 

calcio 
At1g66090 1,01 TIR-NBS - Resistencia a patógenos 
At3g44260 1,00 CAF1a - Deadenilación del ARN y defensa 
At5g49450 1,00 bZIP1 - Factor de transcripción que actúa como 

regulador positivo de la tolerancia a la salinidad y la 
sequía 

At2g15890 0,92 MEE14 - Defensa frente a hongos 
At5g20230 0,91 SAG14 - Asociado a senescencia 
At1g73540 0,90 NUDT21 - Hidrolasa nudix 
At4g36500 0,90 Desconocido 
At3g62550 0,89 Alfa Hidrolasa 
At5g37770 0,88 CML24 - Proteína con dominio calmodulina que une 

calcio 
At3g56400 0,87 WRKY70 - Factor de transcripción de la familia WRKY 
At1g66160 0,87 CMPG1 - Proteína ubicuitina ligasa 
At1g27730 0,86 ZAT10 - Confiere tolerancia a sal, y actúa como represor 

transcripcional 
At3g10020 0,84 Desconocido 
At4g37610 0,81 BT5 - Respuesta a estrés 
At1g57990 0,81 PUP18 - Relacionada con el transporte de purina 
At1g55450 0,81 Metiltransferasa 
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Genes Inducción Descripción 
At2g25735 0,81 Desconocido 
At3g49790 0,81 Proteína que une ATP 
At1g13260 0,81 EDF4 - Factor de transcripción de respuesta a etileno 
At3g46600 0,80 Factor de transcripción de la familia GRAS 
At3g04640 0,78 Proteína rica en glicina 
At1g28370 0,78 ERF11 - Factor de transcripción de la familia ERF 
At5g45830 0,78 DOG1 - Involucrado en el control de la dormancia 
At1g19380 0,77 Desconocido 
At5g06320 0,76 NHL3 - Respuesta a estrés 
At2g26530 0,73 AR781 - Desconocida 
At2g27830 0,73 Desconocido 
At2g23810 0,70 TET8 - Tetraspanina  
At5g60680 0,70 Desconocido 
At3g15630 0,68 Desconocido 
At1g72900 0,68 TIR - Resistencia a patógenos 
At1g49500 0,66 Desconocido 
At2g41640 0,66 Glicosiltransferasa 
At2g27080 0,65 LEA - Tolerancia a la desecación 
At5g16370 0,65 AAE5 - Sintetasa/ligasa dependiente de AMP 
At5g47220 0,64 ERF2 - Factor de transcripción de la familia ERF 
At4g29780 0,64 Desconocido 
At1g25560 0,63 EDF1 - Factor de transcripción de respuesta a etileno 
At2g17450 0,63 RHA3A - Proteína de dedos de zinc 
At3g47160 0,63 Proteína con dominio RING/U 
At1g32920 0,62 Desconocido 
At5g51190 0,62 ERF105 - Factor de transcripción de la familia ERF 
At5g27420 0,62 CNI1 - Proteína ubicuitina ligasa en respuesta a 

carbón/nitrógeno 
At1g27290 0,62 Desconocido 
At3g61060 0,62 Proteína del floema de respuesta a daño 
At1g76600 0,61 Desconocido 
At5g47230 0,61 ERF5 - Factor de transcripción de la familia ERF 
At5g56100 0,61 Proteína rica en glicina 
At3g52400 0,60 SYP122 - Regulador negativo de repuesta a defensa 
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