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RESUMEN






Las tiorredoxinas (TRXSs) son proteinas de bajo peso molecular (en torno a los 12-14
kDa), presentes tanto en animales como en vegetales, bacterias y levaduras, que tienen
un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis redox celular. Estas
enzimas se caracterizan por presentar un sitio activo conservado (WCGCP) compuesto
por dos residuos de cisteina (C; Cys), a través del cual regulan la estructura y funcion de
sus proteinas diana especificas mediante reduccion de residuos de Cys oxidados en
puentes disulfuro. Las diferentes isoformas de las TRXs pueden encontrase en distintos
compartimentos celulares. Concretamente, la TRXol, objeto de estudio de esta Tesis
Doctoral, presenta una localizacion dual, hallandose tanto en mitocondrias como en

nucleo.

La presente Tesis Doctoral, utilizando como modelos de estudio suspensiones de
celulas de tabaco BY-2 (TBY-2, Tobacco Bright Yellow-2), plantas de Arabidopsis
thaliana L. ecotipo Columbia (A. thaliana Col-0) y plantas de guisante (Pisum sativum
L. cv. Bonneville), analiza la implicacion de la proteina redox TRXo1 en la regulacion
de nuevas dianas proteicas como son la proteina ATG4 (Autophagy related protein 4),
clave en el proceso de autofagia celular, asi como el receptor de la fitohormona ABA,
PYR1 (Pyrabactin Resistance 1). Ademas, se estudia la participacion de AtTRXol en
procesos de persulfuracion proteica, modificacion postraduccional sobre residuos de
Cys, en plantas mutantes knock out (KO) y sobreexpresantes (OEX) Attrxol crecidas
bajo condiciones de estrés salino. Por otro lado, se han obtenido dobles mutantes de
Tiorredoxina Reductasa B (NTRB) y de TRXol Psntrb/trxol por la técnica de
silenciamiento génico inducido por virus (VIGS) y de Attrxol/ntrb por cruzamiento de

mutantes sencillos.
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INTRODUCCION

1. Estrés abidtico en plantas

El hecho de ser sésiles no supone una maldicion para las plantas, sino que les abre la
puerta a la oportunidad de utilizar todos los aspectos de cada uno de los recursos
celulares que tienen a su disposicion para adaptarse a los cambios externos que puedan
suponer un estrés. Dicho estrés se clasifica como abidtico cuando es generado por
condiciones de crecimiento ambientales adversas (cambios en luz, temperatura,
humedad, sequia, contaminantes en suelo y agua, salinidad...), o estrés bidtico, si es
producido por agentes biolégicos como bacterias, virus, insectos, patdgenos... Ambos
tipos de estrés generan pérdidas muy importantes (mas de 80% en algunos casos) en las
cosechas y por tanto, uno de los retos actuales planteados en investigacion es el de tratar
de comprender los mecanismos implicados en la respuesta a estrés en las plantas, a fin
de poder optimizar la misma y aumentar la resistencia. Todo ello resulta fundamental en
un contexto como el actual de cambio climéatico global y aumento de poblacion

demandante de alimentos seguros y de calidad.

1.1. Homeostasis de ROS

El hecho de vivir en un ambiente aerébico condiciona a los seres vivos a someterse a
la quimica de los componentes del aire, principalmente, al oxigeno (O;) y otros gases

como el sulfuro de hidrégeno (H.,S), que son objeto de estudio en esta Tesis Doctoral.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés, Reactive Oxygen Species), se
consideran productos inevitables del metabolismo aerébico. EI oxigeno contiene dos
electrones no apareados y puede sufrir reduccién monovalente generando especies como
el anién superdxido (O;7), el peroxido de hidrégeno (H20,) y el radical hidroxilo (HO"),

que se generan tras la reduccién con uno, dos y tres electrones, respectivamente (Fig. 1).

-11 -



INTRODUCCION

Especies reactivas de oxigeno
(ROS)

0:

Reaccionan con:

Lipidos Reaccién F7-33* cu
o Oxido nitri e3*, Cu
Oxido nitrico (NO) Superéxido Iy de Fenton A
* Aminodcidos (W, M, H) V A
ZH\} e- 4 &
Fe2+l Cu2+ y
= Proteinas (tioles) . ~ ‘\\ e
. ADN } Peréxido de hidrégeno\

—

]
Lipidos v/
Prateinas (tioles) -

= ADN Hidroxilo
H-}-e-

H,0
Figura 1. Produccion de ROS durante la reducciéon del oxigeno a agua. La reduccion
univalente de oxigeno da lugar a especies reactivas de oxigeno (ROS) como superéxido,

peréxido de hidrégeno e hidroxilo. Estas ROS son capaces de reaccionar con todo tipo de
macromoléculas generando productos oxidados.

Interesantemente, las ROS tienen una accion dual: inicialmente se las consideraba
unicamente como dafiinas por su capacidad oxidante sobre todo tipo de macromoléculas
como lipidos, proteinas y ADN, conduciendo, en el peor de los casos, a la muerte
celular, bien por una sobreproduccion o por una insuficiencia de defensas antioxidantes
enddgenas. Por otro lado, cada vez hay mas evidencias de su accién beneficiosa
afectando al estado redox celular con una implicacion en las cascadas de sefializacion
que permiten inducir una respuesta de adaptaciéon (Mhamdi y Van Breusegem, 2018;
Marti y col., 2020). Como moléculas sefializadoras, las ROS tienen una especial
importancia durante procesos fisiologicos y de desarrollo en las plantas muy diversos,
que incluyen entre otros a germinacion, crecimiento, floracion, senescencia... asi como
en la respuesta a estrés, que finalmente desemboca en una regulacién de la transcripcion
génica (Foyer y col., 2017). Esta respuesta va a permitir la adaptacion/aclimatacion o no
(muerte celular) a la situacion que desencadend la generacion de ROS (Waszczak y col.,
2018; Considine y Foyer, 2021), algo determinante no solo durante el desarrollo en
condiciones normales, sino sobre todo en situaciones de estrés donde la produccion de
ROS puede aumentar considerablemente (Fig. 2) (Sevilla y col., 2015a; Foyer y Noctor,
2016; Locato y col., 2018).

-12 -



INTRODUCCION

Desarrollo y fisiologia
de la planta

.

Metabolismo celular

Figura 2. Efecto del estrés abidtico en plantas. Las diferentes condiciones de estrés abiotico
son reconocidas por sensores celulares que producen sefiales que en Gltima instancia modifican
la expresion génica generando cambios en el metabolismo que alteran el desarrollo y la
fisiologia de la planta. Segun la intensidad del estrés y de la capacidad de respuesta, las plantas
se aclimatan y resisten al estrés, o no se aclimatan y mueren.

Existe una compartimentacion celular tanto de la generacion de ROS (esquematizada
en la Fig. 3), como de los sistemas de regulacién y eliminacion de los mismos, que
incluye a los sistemas de reduccion-oxidacion (redox) tiorredoxina/ glutarredoxina/
peroxirredoxina/ sulfirredoxina (TRX/GRX/PRX/SRX), y a los antioxidantes celulares,
como los componentes enzimaticos y no enzimaticos del ciclo ascorbato-glutation
(ASC-GSH), las enzimas superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), peroxidasa
(PX), glutation peroxidasa (GPX)... entre otros (esquematizados en la Fig. 4).
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Figura 3. Sistemas de generacidn de ROS en plantas. Las ROS se generan en los diferentes
compartimentos celulares, bien por los electrones derivados de cadenas de transporte
fotosintéticas (Fotosistemas PS) o respiratorias, o bien por la accion de enzimas como
superdxido dismutasa (SOD), xantina oxidasa (XOD), 6xido nitrico sintasa (NOS), aminoxidasa
(AO), NADPH oxidasa... Algunas de estas ROS reaccionan con especies reactivas del
nitrogeno, como el NO, y otras como el H,0O, difunden entre los compartimentos.
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En mitocondrias y nucleo, los dos compartimentos mas interesantes para el
desarrollo de esta Tesis Doctoral, las ROS se generan, en el caso mitocondrial, a nivel
de la cadena respiratoria por el escape de electrones al oxigeno, concretamente a nivel
de los complejos I, Il y Il cuando estan sobrereducidos, asi como a nivel de la
ubiquinona (Hernandez y col., 1993; Turrens, 2003; Schwarzlénder y col., 2009). El O~
generado es dismutado por la Mn-superéxido dismutasa (SOD) que lo transforma en
H.0, (Sevilla y col., 1982) Fig. 3). Este peroxido puede generar OH" o0 ser controlado
por los componentes del ciclo ascorbato (ASC) glutation (GSH) y peroxirredoxina
(PRXIIF)/tiorredoxina (TRXol1), que se localizan en este organulo (Jiménez y col.,
1997, 1998; Barranco-Medina y col., 2007; Fernandez-Garcia y col., 2009; Marti y col.,
2009). Ademas, es importante considerar a la proteina oxidasa alternativa (AOX), que
acepta los electrones de la ubiquinona, ya que evita la sobrerreduccion de la cadena de
transporte en los complejos | y 11, siendo importante para amortiguar la formacion de
ROS cuando la via citocromica esté dafiada (Millar y col., 2011) (Fig. 4).
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Figura 4. Sistemas de control de ROS en plantas. Los distintos compartimentos celulares
contienen sistemas de reduccion-oxidacion como la tiorredoxina (TRX), peroxirredoxina
(PRX), sulfirredoxina (SRX), glutarredoxina (GRX) y nucleorredoxina (NRX), que colaboran
en el control de ROS con el sistema antioxidante compuesto entre otros por a-tocoferol,
ascorbato (ASC), glutation (GSH) y las enzimas catalasa (CAT), superéxido dismutasa (SOD),
ascorbato  peroxidasa (APX), peroxidasa (PX), glutation peroxidasa (GPX),
monodeshidroascorbato reductasa (MDHA), deshidroascorbato reductasa (DHAR), glutation
reductasa (GR) y oxidasa alternativa (AOX).

En nacleo, la informacion sobre la generacion de ROS es muy limitada, y se cree que
éstos difunden a través de la membrana nuclear o a través de poros nucleares; aunque,
se ha sefialado la produccién de H,0, inducida por el incremento de calcio generado por
tratamientos de cultivos celulares de tabaco BY-2 con criptogeina, una proteina elicitina
producida por un hongo patdégeno (Ashtamker y col., 2007) (Fig. 3). Por otro lado, se ha
descrito la presencia en nlcleo de TRX/GRX/PRX/NTR y nucleorredoxina (NRX)
junto a los antioxidantes ASC, GSH y glutation reductasa (GR) (Fig. 4).

Ante este escenario de produccion y eliminacion de ROS en los distintos
compartimentos celulares, una situacion controlada y equilibrada podra permitir una
adecuada sefializacion necesaria, bien para el desarrollo normal de la planta, o bien para
una respuesta eficiente que conduzca a la adaptacion en el caso de una situacion de
estrés. Todo ello coloca a los sistemas antioxidantes junto a los sistemas redox, y dentro
de ellos, a la proteina TRX, objeto de estudio en esta Tesis Doctoral, en una posicién
clave en los procesos de sefializacion celular inducidos por las especies reactivas de

oxigeno (Fig. 5).
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Figura 5. Control de la respuesta de plantas a estreses biéticos y abioticos. Los sistemas de
reduccién-oxidacion (redox) junto a los sistemas antioxidantes controlan la homeostasis de ROS
en respuesta a la generacion inducida por diferentes estreses abioticos y bidticos. Del equilibrio
entre sistemas de generacion y eliminacién de ROS surge la respuesta que desembocara en una
adaptacion o muerte celular.

1.2. Homeostasis de H,S

De forma similar a las ROS, un nuevo actor en la sefalizacion celular tanto en
sistemas animales como vegetales y en las modificaciones postraduccionales de
proteinas es el sulfuro de hidrégeno (H.S), un gas inflamable volatil considerado como
un contaminante atmosférico (Filipovic y Jovanovi¢, 2017). En plantas, se ha
comprobado que el H,S esta implicado en multiples procesos que incluyen respuesta
frente a patdgenos y a estreses abioticos, regulacion de la fotosintesis, cierre estomatico,
germinacion o autofagia (Aroca y col., 2020; Laureano-Marin y col., 2020; Zhou y col.,
2020; Aroca y col., 2021a). Interesantemente, este gas esta recibiendo especial atencion
debido, entre otras cosas, a que cuando es suministrado de forma exdgena, tiene un
efecto positivo en la adaptacion de las plantas al estrés (Zhang y col., 2009; Jin y col.,
2017; Aroca y col., 2018), aungue el mecanismo por el que lo hace aln se desconoce.
En los sistemas vegetales, el H,S se genera principalmente en los cloroplastos a través
de la via fotosintética de asimilacion de sulfato (Garcia y col., 2015) por la enzima
sulfito reductasa (SIR) a expensas de ferredoxina (Fd). El sulfuro de hidrégeno es
ademas generado como un producto del metabolismo tanto biosintético como de

eliminacién de cisteina (C; Cys) en diferentes compartimentos celulares (Fig. 6). Asi,
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durante la sintesis de Cys, el H,S se produce a partir de o-acetilserina (OAS) que
incorpora sulfuro por accion de la enzima O-acetil-serina(tiol)liasa (OASTL) con 9
isoformas en Arabidopsis thaliana L. localizadas en citoplasma, cloroplastos y
mitocondrias (revisado por Choudhari y col.,, 2022), y aunque algunos autores
propusieron en un inicio a la mitocondria, mas que al cloroplasto o citoplasma, como la
principal via de sintesis de cisteina en A. thaliana (Heeg y col., 2008), se ha
comprobado que la mayoria se sintetiza en el citoplasma (Garcia y col., 2015). OASTL
ademas es capaz de eliminar H,S incorporandolo a OAS generando Cys (Filipovic y
Jovanovi¢, 2017). También, en estos tres compartimentos celulares las enzimas
desulfhidrasas (DES1 6 L/D-CDES, miembro de la familia de O-acetil-serina(tiol)liasa,
OASTL)) descomponen D/L-cisteina en H,S, piruvato (CH;COCOOH) y amonio (NHz)
(Alvarez y col., 2012; Pantaleno y col., 2020). Por ultimo, en mitocondrias, la enzima
cianoalanina sintasa C1 (CAS-C1) genera H,S asi como ciertas cisteina desulfurasas
(similares a proteinas S de fijacion de nitrogeno NIFS) también presentes en

cloroplastos.

Citoplasma Mitocondria
Amonio + e
piruyato H s @
L/D-cisteina.,é._ 2 o

=)

Cloroplasto

6|D H,S Aanina @
Sulfato——> Sulfite. ——» * 2 - W Cisteina
Fdrg"[:dox Amonio_+ L-CDES
piruvato —

Consm >

Sulfato ...

Figura 6. Rutas de generacidn y eliminacion de H,S en plantas. L-cisteina desulfhidrasa 1
(DES1 6 L/D CDES, miembro de la familia de O-acetil-Ser(tiol)liasa, OASTL) en citoplasma
genera H,S, amonio y piruvato a partir de L/D-cisteina. En cloroplastos, se reduce sulfato a
sulfito y éste genera H,S por la enzima sulfito reductasa (SIR) a expensas de ferredoxina (Fd);
también a partir de Cys se produce H,S y alanina por Cys desulfurasas (similares a proteinas S
de fijacion de nitrégeno NIFS). Estas desulfurasas NIFS junto a B-cianoalanina sintasa (CAS)
que utiliza Cys y cianuro, son las responsables de generacion de H,S en mitocondrias. OASTL
también cataliza la reaccion reversa de eliminacion de H,S generando Cys en los distintos
compartimentos. Modificada de Pantaleno y col. (2021) y Choudhari y col. (2022).
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2. Estrés oxidativo: modificaciones postraduccionales por ROS y H,S

Las especies reactivas de oxigeno, nitrogeno y azufre provocan cambios
conformacionales en proteinas que se denominan de forma genérica modificaciones
postraduccionales  (PTMs; del inglés, Post-Traductional Modifications).
Concretamente, las ROS generadas como subproductos del metabolismo celular
producen modificaciones oxidativas reversibles en las proteinas alterando su actividad o
aumentando su susceptibilidad a la agregacion y a la degradacion (Sevilla y col.,
2015a). Muchos de los actores clave implicados en la defensa contra el estrés oxidativo
son proteinas sensibles al estado redox celular que contienen cisteina (C; Cys),
metionina (M; Met) o histidina (H; His) en su secuencia de aminoacidos o metales en
sus centros activos. El estado redox de estos residuos esta directamente implicado en la
estructura y funcionalidad de la proteina (Couturier y col., 2013). La cisteina es uno de
los aminoécidos mejor conservados en las proteinas, aunque solo representa el 2% del
contenido de aminodcidos en las células (Lindahl y col., 2011). Los residuos de Cys
desempefian funciones importantes en la célula ya que juegan papeles estructurales
como ligandos metélicos y porque son susceptibles a varias modificaciones
postraduccionales (Sevilla y col., 2015a). EI H,0, es la especie mas relevante en la
mediacion de reacciones oxidativas debido a su reactividad con la Cys, su prolongada
vida media en comparacion con otras ROS y su capacidad de difusion a través de las
membranas. Estas modificaciones postraduccionales en el caso de que se produzcan
sobre cisteinas incluyen: la S-oxidacion, la S-glutationilacion, la S-nitrosilacion y la S-
persulfuracién. Durante la sefializacion redox, el H,O; oxida el anion tiolato (Cys-S°) de
los residuos Cys de las proteinas a la forma sulfénica (Cys-SOH) (Fig. 7). Esta forma
oxidada puede reaccionar con otro tiolato para formar un enlace disulfuro (-S-S-) intra o
intermolecular. Se estima que la forma sulfénica se produce en el rango nanomolar de
H.0O,, mientras que niveles superiores oxidan los tiolatos a una especie sulfinica (Cys-
SO,H) o sulfénica (Cys-SOzH), que puede ser irreversible. Precisamente, la
reversibilidad del proceso puede servir como mecanismo de transduccion de sefales,
asegurando una sefializacion transitoria y evitando la sobreoxidacion irreversible de los
grupos tidlicos (Brandes y col., 2009; Sevilla y col., 2015a). Por ello, los niveles de
H,O, estdn estrechamente controlados por sistemas antioxidantes para evitar la

sobreoxidacion de las proteinas funcionales. En este sentido, enzimas como la catalasa,
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multiples peroxidasas con Cys en sus centros activos, incluyendo la peroxirredoxina
(PRX) o la glutatién peroxidasa (GPX), asi como enzimas componentes del ciclo
ascorbato-glutation (ASC-GSH), ejercen un control importante de los niveles celulares
de H,O, (Gémez y col., 2004; Pavet y col., 2005; Dietz, 2011; Foyer y Noctor, 2016;
Lazaro y col., 2013).

S-S

Disulfuro ?

HO-S T ; S

| Disulfuro
~ ¥ |
\

S S-OH S-O,H S-O;H
SE— > —_— &
HZOZ HZOZ HZOZ
Tiolato Tiol sulfénico Tiol sulfinico Tiol sulfénico

Figura 7. Estados de oxidacion de residuos de cisteina. Los tioles (-SH) pueden sufrir
sucesivas oxidaciones por H,O, generando grupos sulfénicos (-SOH), sulfinicos (-SO;H) y
sulfonicos (-SOsH), o bien los grupos sulfénicos pueden reaccionar con otros tioles y formar

puentes disulfuro (-S-S-) intra- o inter-moleculares. Modificada de Sevilla y col. (2015a).

La modificacion S-glutationilacién se produce cuando la Cys-SOH reacciona con
tioles de bajo peso molecular como el glutation reducido (GSH; tripéptido Glu-Cys-
Gly) generando un tiol glutationilado, o bien con nitrosoglutation (GSNO) generando
un nitrosotiol (Fig. 8) (Castillo y col., 2015). Puede ocurrir por formacion espontanea de
enlaces disulfuro entre la forma sulfénica de la cisteina y el GSH o una forma tiolato
derivada de una cisteina reducida con el glutation oxidado (GSSG), siendo la extension
de las reacciones dependiente de la relacion GSH/GSSG en los compartimentos
celulares. La S-glutationilacion puede considerarse como un mecanismo de defensa
contra la sobreoxidacion de residuos de cisteina durante el estrés oxidativo que
disminuye la relacion GSH/GSSG, por ejemplo, en organulos como la mitocondria
(Zechmann, 2014; Sevilla y col., 2015a). Tras la glutationilacién, se pueden formar
enlaces disulfuro con otro tiol proteico y ambas formas pueden ser revertidas por GSH,
glutarredoxina (GRX) o tiorredoxina (TRX) como se ha descrito en sistemas animales
(Beer y col., 2004; Subramani y col., 2016).
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Figura 8. Estados de S-glutationilacion y S-nitrosilacion de residuos de cisteina. Los
tiolatos de Cys (Cys-S’) pueden sufrir modificacién por GSH, GSSG 6 GSNO provocando S-

glutationilacion (Cys-S-SG) o S-nitrosilacion (Cys-S-NO). Modificada de Sevillay col. (2015a).

La modificacion S-persulfuracion se produce por reaccién del H,S sobre Cys, si bien

éste no reacciona espontaneamente con grupos tioles reducidos sino con el oxidado

sulfénico (Sevilla y col., 2015a; Wang y col., 2018; Huang y col., 2019) (Fig. 9). Estas

formas persulfuradas son muy sensibles a ROS pudiendo oxidarse a su vez a los &cidos
pertiosulfénico (-SSOH), pertiosulfinico (-SSO,H) y pertiosulfonico (-SSOzH). Los

persulfuros oxidados pueden reducirse de nuevo a sus formas tiol (-SH) por TRXs o

GRXs (Wedmann y col., 2016; Zhou y col., 2020), si bien este Gltimo aspecto no esta

muy estudiado en plantas.

St S-OH S-SH S-SOH S-SO,H
> S > >
H,0, H,S H,0, H,0, H0,
Tiolato Tiol sulfénico Tiol persulfidado  Tiol persulfénico  Tiol persulfinico Tiol persulfénico

Figura 9. Estados de persulfuracion de residuos de cisteina. Los tiolatos de Cys pueden
sufrir persulfuracion por H,S y posteriormente, sucesivas oxidaciones a grupos persulfénicos,

persulfinicos y persulfonicos. Modificada de Sevillay col. (2015a).
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En estudios sobre dianas de persulfuracion en A. thaliana, se han descrito proteinas
implicadas en procesos muy diversos (Aroca y col.,, 2015, 2017), tales como
fotosintesis, respiracion, sintesis de proteinas, organizacion celular, crecimiento vegetal,
respuesta a estrés abiotico y bidtico, metabolismo del carbono, traduccion de ARN...
Asi, la importancia de estas modificaciones postraduccionales es que son capaces de
traducir el desequilibrio del estado redox causado por la exposicion a la situaciéon de
estrés, en una cascada de respuestas que finalmente le permiten a la planta hacer frente a

la condicién adversa.

3. Sistema redox: tiorredoxina

El sistema redox celular estd compuesto por proteinas sensibles a cambios oxidativos
clasificadas como sensores redox que incluyen a peroxirredoxinas y glutation
peroxidasas, asi como de transmisores redox como son las tiorredoxinas y las
glutarredoxinas, que ademas pueden ser sustrato de enzimas reductoras como
peroxidasa y ribonucleotido reductasa (Barranco-Medina y col., 2007; Couturier y col.,
2013; Léazaro y col., 2013). Asi, el estado redox celular va a depender de los grupos
tioles y las formas oxidadas de los antioxidantes como el GSH y de las proteinas TRX,
PRX, SRX y GRX, entre otras. Se considera que el estado redox de los diferentes
compartimentos celulares depende en gran medida de los cocientes relativos entre los
grupos oxidados y reducidos principalmente de TRX y GSH (Noctor y col., 2018). En
esta seccidn, se describira a las proteinas TRXs, centrandonos en la TRXo1, objeto de

estudio de esta Tesis Doctoral, tal y como se describe a continuacion.

Las tiorredoxinas (TRXs) son proteinas de bajo peso molecular (en torno a los 12-14
kDa), encontrandose tanto en animales, como en vegetales, bacterias y levaduras.
Poseen en su estructura secundaria una sucesion de elementos p1, al, B2, a2, B3, o3, B4,
BS, a5, conocida como plegamiento tiorredoxina, necesario para presentar al centro
activo conservado -WCGPC- en su conformacion activa (Jacquot y col., 1997). Las
cisteinas en el centro activo les permiten actuar como Oxido-reductasas sobre ciertas
proteinas diana especificas oxidadas, normalmente inactivas (Montrichard y col., 2009;
Buchanan y col., 2012; Balsera y Buchanan, 2019; Marti y col., 2020) (Fig. 10). De esta
forma, las TRXs regulan la estructura y funcion de sus dianas mediante un intercambio
tiol-disulfuro (Richter y col., 2018; Sahrawy y col., 2022).
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Figura 10. Estructura tridimensional de TRX. Estructura de TRX y su centro activo
conteniendo dos residuos de cisteina (C).

Mientras que como aminoacido libre el grupo tiol (-SH) de la Cys tiene un pKa de
aproximadamente 8,3, en las proteinas tiol oxidorreductasas, como las tiorredoxinas y
las glutarredoxinas, las Cys reactivas poseen un pKa més bajo (3-7). Este pKa esta
influenciado por el microambiente circundante (Mailloux y col., 2014). La presencia de
aminoacidos adyacentes cargados positivamente como la lisina en las GRXs (Matsui y
col., 2019) o la proximidad de un residuo de histidina (His) en la sulfirredoxina (SRX)
(Iglesias-Baena y col., 2010) pueden disminuir el pKa de la Cys. Asi, a un pH
fisiologico, estos residuos de Cys apareceran predominantemente como tiolatos mas
reactivos y facilitaran diferentes estados de oxidacion en respuesta a sefiales redox
(Lazaro y col., 2013; Sevillay col., 2015a).

3.1. Modo de accioén y regeneracion

En el modo de accién de las TRXs sobre una diana oxidada, la Cys denominada
nucleofilica, que se encuentra mas expuesta, ataca al puente disulfuro de la proteina
diana, formando un complejo disulfuro mixto que se rompe inmediatamente mediante el
ataque de la segunda cisteina (Cys resolutiva) de la TRX que ha perdido su protén
probablemente por algun residuo de aspartico o glutdmico cercano (Guex y Peitsch,
1997). Este proceso tiene como resultado la obtencion de la proteina diana reducida y la
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TRX oxidada (Holmgren, 1995) (Fig 11). Este mecanismo de accion también es
compartido por la GRX, proteina disulfuro isomerasa (PDI) e incluso NTR y FTR.

) W/ )
@, [ O-&

Activa i k Inactiva
(oxidada)
Cloroplastos: Sistema Fd-FTR
Otros compartimentos:
Sistemma NADPH-NTR

& a e

Inactiva Activa
(reducida)

Figura 11. Mecanismo accién y regeneracion de TRX. La Cys nucleofilica de TRX ataca un
puente disulfuro de una proteina diana oxidada inactiva y la segunda Cys produce un ataque
electrofilo para compensar el déficit de electrones resultando en la diana activa en forma
reducida y la TRX oxidada. La regeneracion de TRX a su forma reducida la lleva a cabo el
sistema ferredoxina (Fd)/ferredoxina tiorredoxina reductasa (FTR) en cloroplastos, mientras que
en otros compartimentos celulares es el sistema NTR dependiente de NADPH.

Tras su accién éxido-reductasa, la TRX queda oxidada y debe ser regenerada a su
forma activa reducida. Esta regeneracion la lleva a cabo el sistema ferredoxina
(Fd)/ferredoxina tiorredoxina reductasa (FTR) en cloroplastos, o la tiorredoxina
reductasa (TR) dependiente de NADPH: NTRA en citoplasma y NTRB en mitocondrias
y ndcleo (Serrato y col., 2004; Jacquot y col., 2009; Marti y col., 2009; Reichheld y col.,
2009; Tovar-Méndez y col., 2011; Ojeda y col., 2017). Ademas, en cloroplastos y
plastidios no fotosintéticos, se localiza la enzima NTRC dependiente de NADPH, que
contiene dos dominios: uno NTR y otro TRX en el mismo polipéptido, por lo que puede
reducir a 2-Cys PRX sin la ayuda de TRX (Pérez-Ruiz y col., 2006; Pulido y col., 2010).

3.2. Isoformas de tiorredoxina: localizacién y funcién

En A. thaliana, se han descrito al menos 21 genes de TRXs tipicas: la familia I
contiene a las TRXs m1-4, f1-2, x, y1-2, s y z, localizadas en los plastidios, 8 TRXs h en

el citoplasma, nacleo, membrana plasmatica y reticulo endoplasmatico y las TRXo01-2
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localizadas en mitocondria y en el caso de TRXo1 también en ndcleo, siendo esta ultima
objeto de estudio en esta Tesis Doctoral (Fig. 12) (Serrato y col., 2004; Traverso y col.,
2008; Marti y col., 2009; Meyer y col., 2012; Calderén y col., 2017a; Yoshida y col.,
2018; Zannini y col., 2018; Cejudo y col., 2019; Sahrawy y col., 2022). La familia Il
contiene a la proteina cloroplastidica NTRC que, como se ha comentado anteriormente,
presenta un dominio N-terminal NTR y un dominio carboxi-terminal TRX (Pérez-Ruiz
y col., 2006). Ademas, existen TRXs atipicas que presentan centros activos diferentes,
maultiples dominios TRX o TRXs asociadas. La diversidad de isoformas parece apoyar a
las plantas con un sistema antioxidante adicional, en comparacion con los mamiferos,
donde solo se han descrito dos tipos de TRX: Trx1 y Trx2, en el citoplasma y la

mitocondria, respectivamente (Lillig y Holmgren, 2007).
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Figura 12. Familia génica TRX en plantas. Arbol filogenético de la familia TRX de A.
thaliana y algunos homélogos de TRXo, resaltando entre estas Ultimas a la TRXo1 de guisante
(Ps: Pisum sativum L.) y A. thaliana (At), objeto de estudio en esta Tesis Doctoral. Os: Oriza
sativa; Ls: Licopersicum sculentum; Pv: Plectranthus scutellarioides; Gm: Glycine max; Tp:
Trifolium pretense; Gh: Gossipium hirsutum. Modificado de Marti y col. (2009).

Las TRXs se consideran componentes clave del equilibrio redox celular a través de la
regulacion redox de multitud de proteinas diana implicadas en diversas rutas
metabdlicas en los diferentes compartimentos celulares (Yoshida y col., 2013; Sevilla'y
col., 2015b; Calderdn y col., 2017a; Geigenberger y col., 2017; Marti y col., 2009, 2020;
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Ancin y col., 2022; Serrato y col., 2013). Asi, en cloroplastos, las diferentes isoformas
de TRX actuan como factores reguladores redox con papeles centrales en maltiples
procesos como la biogénesis de plastos, la aclimatacion del metabolismo a los cambios
rapidos de intensidad luminica, la activacion reductora de las enzimas del ciclo de
Calvin-Benson y la tolerancia a la salinidad (Serrato y col., 2004; Yoshida y col., 2018;
Ferndndez-Trijuete y col., 2019; Serrato y col., 2021; Sahrawy y col., 2022). En el
citoplasma, la TRX regula a proteinas del sistema antioxidante como APX y PRX,
proteinas implicadas en la sintesis y degradacion proteica y a varias enzimas del
metabolismo como la alcohol deshidrogenasa, la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa,
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) o metionina sintasa, entre otras
(Yamazaki y col., 2004).

Centrandonos algo mas en la TRXo1, objeto de estudio de esta Tesis Doctoral, en
mitocondrias se han localizado dos TRXs de tipo 0o: TRXol y TRXo2 (Laloi y col.,
2001; Marti y col., 2009); si bien se ha descrito una TRXh2 de alamo en el organulo
(Gelhaye y col., 2005), aunque existe cierta controversia con esta localizacion
subcelular, describiéndose més recientemente su presencia en microsomas y no en
mitocondrias (Hou y col., 2021). En A. thaliana, un analisis de la estructura-funcion en
las isoformas de TRXo ha demostrado que ambas proteinas recombinantes expresadas
en E. coli se unen a un grupo ferrosulfurado (Fe-S). En la TRXo02, el clister de unién
Fe-S depende de los residuos de cisteina que se encuentran en el motivo conservado
activo, pero la relevancia fisioldgica de esta observacion sigue sin estar clara. Ademas,
se observo una posible conexién entre las TRXs o con el grupo Fe-S mitocondrial ya
qgue ambas TRXs participan en la maduracion de ciertas proteinas Fe-S mitocondriales
(Ciofi-Baffoni y col., 2018). Aparte de esta funcién, se ha relacionado a la TRXo1l con
procesos mitocondriales que incluyen a la via respiratoria de la proteina oxidasa
alternativa (AOX), la desintoxicacién de ROS a través de la peroxirredoxina PRXIIF,
las enzimas del ciclo de acidos tricarboxilicos (TCA), la sintesis de energia (ATP) y la
traduccion de proteinas, entre otras (Balmer y col., 2004; Barranco-Medina y col.,
2008a; Marti y col., 2009; Yoshida y col.,, 2013). Paralelamente, se cree que la
regulacién transcripcional y la regulacién redox a través de TRXs, desempefian un papel
crucial en la adaptacion de la fotorrespiracion a las condiciones ambientales cambiantes
(Reinholdt y col., 2019). Ademaés, se han utilizado plantas mutadas en TRXo1 (mutantes
ADN-T Attrxol) para estudiar la funcion fisioldgica que desempefia esta proteina
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regulando el ciclo TCA, la fotorrespiracién y las vias de transporte de electrones
mitocondriales in vivo tanto en condiciones control como en estrés salino y sequia, si
bien este ultimo aspecto se desarrollard mas adelante en esta introduccion (Marti y col.,
2011; Daloso y col., 2015; Yoshida y col., 2016; Florez-Sarasa y col., 2016, 2019; Ortiz-
Espin y col., 2017; Calderdn y col., 2018a; Reinholdt y col., 2019; S&nchez-Guerrero y
col., 2019, 2021). El avance en el andlisis y caracterizacion de estos mutantes ha
permitido obtener amplia informacion sobre la funcion de esta proteina, desvelando los
procesos claves por los que el sistema TRX colabora en la aclimatacion de las plantas al
estrés a través de un correcto funcionamiento del metabolismo antioxidante, asi como su

vinculo con el proceso de germinacion y la progresion del ciclo celular.

En nucleo, se ha descrito la presencia de TRXol en hojas de guisante (Marti y col.,
2009) y TRXh que en condiciones de estrés oxidativo se transloca desde el citoplasma,
junto a las proteinas redox NTR y nucleoredoxina (NRX) (Marchal y col., 2014). En
este organulo, las dianas de TRX identificadas son mucho més escasas por lo que su
papel es mas desconocido. En nuestro laboratorio, se ha descrito al antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA) como una de ellas (Marti y col., 2009, Calder6n y col.,
2017a; Sanchez-Guerrero y col., 2019) y se ha demostrado la interaccion entre ambas
proteinas en el nucleo, lo que implica a la TRX en division y proliferacion celular. De
hecho, células de tabaco BY-2 (por sus siglas en inglés, Bright Yellow-2)
sobreexpresantes de PSTRXol mostraron niveles elevados de PCNA paralelos a una
tasa elevada de proliferacion y mitosis y un mantenimiento del GSH nuclear (Calderédn
y col., 2017a). Ademas del PCNA, se han identificado varios factores de transcripcién
regulados de forma redox, siendo alguno de ellos diana de tiorredoxina, peroxirredoxina
o glutarredoxina; y asi mismo, enzimas como 1-Cys PRX y GAPDH-C se han sefialado
en este organulo como dianas de TRX (revisado en Sevilla y col., 2015a; Shaikhali y
Wingsle, 2017; Martins y col., 2018).

3.3. Nuevas dianas de tiorredoxina

La identificacion de dianas de regulacion redox por TRX es un punto de partida que
permite no solo el conocimiento de las vias en las que las proteinas diana estan
implicadas sino la importancia que pueda tener esa regulacion por éxido-reduccién y en

ella concretamente la ejercida por las proteinas TRXs. Asi, en esta Tesis Doctoral
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hemos focalizado nuestro trabajo en la busqueda de nuevas dianas no descritas aln en
plantas, que amplien el espectro de accion de TRX hacia otras rutas metabdlicas. En el
caso de la diana ATG4, los antecedentes bibliograficos existentes en otros sistemas no
vegetales sefialaban a esta proteina como una posible diana de TRX también en plantas
y por otro lado, antecedentes experimentales obtenidos en nuestro laboratorio reflejados
en una Tesis Doctoral anterior a ésta, demostraron la interaccion de TRX01-PYRL, el
receptor de la hormona ABA, si bien este resultado necesitaba un estudio mas en
profundidad para tratar de establecer el mecanismo de accidn subyacente. Asi, ATG4 y
PYR1 han sido objeto de estudio de esta Tesis Doctoral, o que se describe a

continuacion con mas detalle.

3.3.1. ATG4: Autofagia

La autofagia (en inglés self-eating, comerse a si mismo) es un proceso degradativo
en el que los componentes celulares dafiados o inutiles, incluidas proteinas, agregados y
organulos completos, se degradan en un compartimento litico para su reciclaje o
eliminacién. Después de dos décadas desde que se describid la existencia de este
proceso en plantas (Doelling y col., 2002), se ha evidenciado que el reciclaje intracelular
es esencial para el control adecuado de la mayoria de los eventos celulares, ya que
ademas de modular los niveles de reguladores clave, es el principal encargado de
eliminar los desechos y reponer los nutrientes esenciales necesarios para un nuevo
crecimiento (Masclaux-Daubresse y col., 2017). Aunque originalmente se pensé que era
un sistema de degradacion sin restricciones, la autofagia puede rivalizar con la
selectividad del sistema de degradacion proteica ubiquitina Ub-proteosoma al utilizar
una amplia gama de receptores que reconocen la carga adecuada (Dikic, 2017). Asi,
proteinas especificas, agregados proteicos, complejos macromoleculares (ribosomas y
proteosomas), fragmentos del reticulo endoplasmico (RE) o del nulcleo, organulos
enteros (mitocondrias, peroxisomas Yy cloroplastos) e incluso patdgenos invasores,
pueden ser eliminados selectivamente (Aroca y col., 2022). Se ha observado que este
proceso contribuye a las defensas antioxidantes (Dodson y col., 2013), y de forma
similar a lo descrito para otros eucariotas, es activado y regulado por las células para
hacer frente al estrés biotico y abidtico (Marion y col., 2018). Por otro lado, la autofagia

tiene un doble filo: no solo es un mecanismo protector como colaborador en la
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supervivencia frente a enfermedades como el cancer, sino también un mecanismo que
conduce a muerte celular como en la respuesta a citotdxicos. La implicacion en estos
procesos de la autofagia ha derivado en una importante actividad cientifica en los
ultimos afios en el campo de la Fisiologia y Medicina, puesta de manifiesto en la
concesion del premio Nobel en 2016 por sus estudios de los mecanismos de la autofagia
al Profesor Oshumi, descubridor de la autofagia en levaduras (Takeshige y col., 1992).
Si bien este proceso ha sido menos estudiado en plantas que en sistemas animales, la
autofagia basal parece ser esencial para el crecimiento y desarrollo en ambos casos
(Inoue y col., 2006; Takatsuka y col., 2011), con més de treinta proteinas participantes.
Se ha descrito que la autofagia estd regulada por diferentes vias de sefializacion y
deteccion de estrés, disponibilidad de nutrientes, actividad metabolica y cambios
ambientales (Yang y Klionsky, 2010; Zhang, 2015; Aroca y col., 2022). En animales se
han diferenciado tres tipos de autofagia: microautofagia, autofagia mediada por
chaperonas y la més estudiada, macroautofagia (Zhang, 2013). En plantas, ademéas de
micro y macroautofagia, se ha nombrado megaautofagia al proceso extremo que ocurre
en la muerte celular programada durante el desarrollo y ataque de patogenos, cuando el
tonoplasto libera hidrolasas en el citoplasma después de su descomposicion (Marshal y
Vierstra, 2018). Durante la macroautofagia, las vesiculas especializadas de doble
membrana, denominadas autofagosomas, se unen a compartimentos liticos como
lisosomas en sistemas animales o0 vacuolas en vegetales para su degradacion hidrolitica
(Ustun y col., 2017). En plantas, los autofagosomas se producen de novo y la membrana
externa se fusiona con el tonoplasto, generando una vesicula autofagica de membrana
unica en el lumen de la vacuola (Marion y col., 2018). Por otro lado, los autofagosomas
pueden adquirir enzimas hidroliticas de la vacuola generando vesiculas similares a los
Ilamados autolisosomas en animales (Takatsuka y col., 2011). Tanto en células animales
como vegetales, la autofagia implica varias proteinas especificas conservadas
denominadas ATG (autophagy-related), que forman complejos y en Gltima instancia,
generan el autofagosoma de doble membrana (Marion y col., 2018), por lo que
orquestan el secuestro de la carga, la formacion de los autofagosomas y la degradacion
de los componentes secuestrados, si bien no todas las proteinas que se han descrito en
animales o levadura se han encontrado en vegetales. En levadura, las proteinas ATG se
dividen en cuatro complejos proteicos, que incluyen el complejo ATG1 asociado a
ATG13 y ATG17 que forman un complejo junto con ATG29 y ATG31 implicado en la

iniciacion de la autofagia; la proteina transmembrana del nucleo ATG9 con
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ATG2/ATG18 para la nucleacion y expansion fagoforo, el complejo fosfatidilinositol 3-
quinasa (PI3K) para la decoracion del fagoforo, y los sistemas de conjugacion ATG8/12
para la maduracion de los autofagosomas (Tang y Bassham, 2018) (Fig. 13). En plantas,
se han descrito cuatro homologos de ATG1 y dos de ATG13, pero no se han
identificado homdlogos de ATG17, ATG29 ni ATG31. Ademés, en la regulacién de la
proteina quinasa PI3K denominada TOR (del inglés Target Of Rapamycin) |mpI|cada
en la induccion de crecimiento y desarrollo y que se inhibe en situaciones de estrés
como ayuno de nutrientes. TOR regula negativamente a la autofagia a través de la
hiperfosforilacion de ATG13, lo que inhibe la formacion del complejo ATG1L/ATG13y
por tanto la actividad de ATG1 necesaria para la iniciacién del proceso (revisado por
Yoshimoto y Ohsumi, 2018). En plantas también existe una proteina homéloga a TOR
activada por nutrientes y promotora de procesos de consumo energético como la
division celular, translacion de ARNm y anabolismo en tiempos de abundancia, asi
como represora de remobilizacion de nutrientes a través de la inhibicién de la autofagia
(revisado por Dobrenel y col., 2016), si bien la diana de TOR en el inicio de la autofagia

alin no esta establecida.
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Figura 13. Iniciacion y progreso de la autofagia en plantas. Esquema simplificado de la
participacion de distintas proteinas de autofagia como TOR (diana de rapamicina), complejos
ATGs (proteinas de autofagia) y PI3K (fosfatidilinositol 3-quinasa) en la iniciacion, formacion
y maduracion del fagoforo y posterior unién a vacuola para su degradacion. En color se
presentan las 2 proteinas ATGs objeto de estudio méas detallado en esta Tesis Doctoral. PE:
fosfatidiletanolamina.
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Entre las proteinas ATG centrales y que seran objeto de estudio en esta Tesis
Doctoral, se encuentra la ATG8 que juega un papel clave porque se incorpora a las
membranas de los autofagosomas en formacion, se dirige al compartimento litico y se
degrada junto con la carga, lo que la convierte en una herramienta ideal para el
seguimiento de la actividad autofagica (Klionsky y col., 2016). La ATG8 es una
proteina similar a ubiquitina descrita inicialmente en levadura homologa a las
posteriormente descritas LC3 y GABARAP de sistemas animales, habiéndose descrito
en humanos siete proteinas ATG8 (revisado por Martens y col., 2020). En plantas como
A. thaliana hay incluso més: nueve ATG8 (Kellner y col., 2017). Esta proteina se asocia
con la membrana del autofagosoma por union covalente a fosfatidiletanolamina (PE) en
un residuo de glicina expuesto en su extremo C (carboxilo) terminal. Antes de la
conjugacion de ATG8 y PE, una interesante proteina (objeto también de estudio en esta
Tesis Doctoral) es la Unica proteasa entre las ATGs: la cisteina proteasa ATG4 que
procesa el extremo C de ATG8 naciente para exponer el residuo de glicina conservado
(en la denominada actividad de procesamiento de ATG4 que se usara para cuantificarla
tanto en experimentos in vitro con proteinas recombinantes como in vivo en extractos
celulares). Después de este proceso, ATG8 se activa a través de la enzima similar a E1
conjugadora de ubiquitina, ATG7, y la enzima similar a E2, ATG3, para finalmente
conjugarse con PE. Interesantemente, ATG4 tiene una doble actividad ya que participa
nuevamente con una actividad desconjugante que escinde el residuo PE de ATGS,

permitiendo asi el reciclaje de esta ultima proteina (Yu y col., 2012) (Fig. 13).

La informacion genética de ATGs revelada por el analisis in silico de los genomas de
plantas y algas verdes disponibles, ha identificado un gran nimero de genes ATG4 y
ATG8 que se conservan entre los diferentes linajes. Mientras que Chlamydomonas
reinhardtii presenta un gen ATG4 y un gen ATGS, A. thaliana presenta dos ATG4 y
nueve ATG8 y Nicotiana tabacum un gen ATG4 y doce ATG8 (Zhou y col., 2015; Seo y
col., 2016; Kellner y col., 2017). Concretamente, la proteina ATG8 se ha expandido y
diversificado enormemente en plantas en agrupaciones (clusters) bien delimitados
especificos en determinadas familias vegetales, lo que podria facilitar la conexion entre
distintas vias de autofagia y colaborar en la plasticidad necesaria para la planta dado su

caréacter sésil (revisado por Kellner y col., 2017).

La autofagia, como proceso de reciclaje y reutilizacion de componentes celulares, se

encuentra regulada por segundos mensajeros, proteinas quinasas, fitohormonas, y
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componentes transcripcionales y epigenéticos (revisado por Cao y col., 2021). Entre los
segundos mensajeros se encuentran ROS, RNS, Ca*" y los nucleétidos ciclicos AMPc y
GMPc. Relativo a ROS, éstos pueden modular la autofagia afectando a factores
iniciales, componentes proteicos 0 a genes del proceso. En sistemas animales, se ha
descrito que el estrés oxidativo inhibe la via de degradacion de proteinas y la
maduracion del autolisosoma, provocando la apoptosis en células del neuroblastoma, e
interesantemente se ha establecido que el sistema tiorredoxina desempefia un papel
central en la inhibicion de la apoptosis en las células cancerosas humanas (Shao y col.,
2015). Ademas, se ha sugerido un papel para TRX y tiorredoxina reductasa (TR) en el
inicio de la autofagia. Se sabe que este sistema esta implicado en la autofagia protectora
temprana, mientras que su deficiencia promueve la apoptosis, situacién que puede
evitarse utilizando N-acetilcisteina, promoviendo la viabilidad celular (Nagakannan y
col., 2016). TR también participa en la estabilidad del componente clave en el proceso
de autofagia TOR (Picazo y col., 2018). Ademas, en plantas se ha descrito que las
sefiales redox modulan directamente a quinasas implicadas en el proceso autofagico
como AtKIN10 regulada en una de sus Cys (C200) que al estar oxidada inactiva a la
proteina, si bien este residuo no estd implicado en oligomerizacion (un proceso que
suele provocar inactivacion), por lo que el mecanismo de inhibicion se desconoce
(Wurzinger y col., 2017).

La ATG4 es la Unica proteina entre las ATGs para la que se ha descrito una
regulacion por oxidacion-reduccion y especificamente, su modulacién por tiorredoxina
se ha demostrado en Chlamydomonas y Sacharomyces cerevisiae (Pérez-Pérez y col.,
2014, 2016), pero no en plantas. Como ya hemos descrito, entre las TRXs, PSTRXol se
encuentra en las mitocondrias y el nucleo de las hojas de guisante (Marti y col., 2009) y
participa en la respuesta al estrés oxidativo inducido en situaciones adversas, como
salinidad, altas temperaturas, sequia y tratamiento con H,O,, ejerciendo su funcién
sobre proteinas diana especificas en ambos compartimentos (Barranco-Medina y col.,
2007; Marti y col., 2011; Calderén y col., 2017a, 2018a; Da Fonseca-Pereira y col.,
2019; Marti y col., 2020). Relativo a esta proteina TRXo01 y como antecedentes de esta
Tesis Doctoral, comentar que en trabajos anteriores nuestro grupo de investigacion
describid la participacion de PSTRXo1 en la respuesta al estrés oxidativo inducido por
H,O; en cultivos celulares de Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow 2 (BY-2) que la

sobreexpresaban (OEX). Interesantemente, las lineas OEX mantuvieron un mayor nivel
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de viabilidad celular que las células que no sobreexpresaban tras el tratamiento
oxidativo. En esta situacién, describimos una muerte celular retardada (PCD, del
inglés Programme Cell Death) en las células OEX, que presentaban ademas, un sistema
antioxidante activo y menor estrés oxidativo asociado, asi como un mantenimiento de
la homeostasis redox colaborando con TRXo1 en la resistencia mostrada al H,O, (Ortiz-
Espiny col., 2015; Calderdn y col., 2017a) (esquematizado en Fig. 14).

Control / \ OEX PsTRXo1

~
~—

Seﬁalizaciénl

l ’ Regulacién redox de dianas
v
IHzozlAntlogdantes 1 H,0, 1Antio§lidantes
INO 1estado redo t No ¥ estado redox
\ v
[:I Estrés oxidativo J [ T Estrés oxidativo ’

Activacion Retraso

—>

Dy*
B g} °

L " S

Figura 14. Efecto del tratamiento oxidativo en células TBY-2. Esquema comparativo de los
cambios inducidos por el tratamiento con 35 mM H,O, de células TBY-2 control (no
sobreexpresante) y sobreexpresante Pstrxol (OEX) descritos por Ortiz-Espin y col. (2015). Se
midieron distintos componentes del sistema antioxidante celular (ascorbato y glutation y su
estado redox, enzimas catalasa y ascorbato peroxidasa), niveles de H,O, y NO, pardmetros de
estrés oxidativo (peroxidacion lipidica y carbonil proteinas) y muerte celular programada
(PCD).

En este escenario, planteamos en esta Tesis Doctoral la hipotesis de la posible
participacion de un proceso de reciclaje como la autofagia en la viabilidad aumentada
observada en las células sobreexpresantes, en el que ademas la TRXol pudiera ejercer
una regulacion a través de su accion sobre dianas como ATG4 al igual que en

Chlamydomonas y levadura. Apoyando esta hipdtesis, se ha descrito que en sistemas
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animales tratamientos farmacoldgicos extienden la vida a través de la activacion de
autofagia, por lo que este proceso se presenta como una diana prometedora para
modular la longevidad (revisado por Nakamura y Yoshimori, 2018). En plantas, la
autofagia participa en la promocién de la viabilidad durante el estrés biotico y abidtico
(Avin-Wittenberg, 2019), aunque este proceso también influye en la promocién de la
muerte celular programada (PCD) en cebada durante la embriogénesis de microesporas
y estrés biotico (Barany y col., 2018). Esto indicaria una funcion dual de autofagia bien
como promotora de supervivencia o0 bien de muerte celular dependiente del tipo de
estrés, érgano de la planta y etapa de desarrollo (Lenz y col., 2011). En esta Tesis, se
analiza por tanto la posible existencia de un proceso autofagico promotor de la
supervivencia en las células de tabaco sobreexpresantes de PSTRXo0l como respuesta a
un tratamiento por H,0,, asi como la posible regulacion redox por TRXo1 de una nueva
diana en plantas como seria ATG4, proteina clave en este proceso de reciclaje celular
(Fig. 15).
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Figura 15. Proceso autofagico en células TBY-2 en respuesta a un tratamiento oxidativo,
su posible relacién con viabilidad celular e implicacion de TRXo1 en el mismo a través de
la regulacion de ATGA4. Los interrogantes indican los marcadores y procesos que se analizaran.

3.2.2. PYRL1: Percepcion de ABA

El &cido abscisico (ABA) es una hormona vegetal que desempefia funciones
reguladoras clave en las vias fisioldgicas relacionadas con el crecimiento y el desarrollo
de las plantas, como la maduracion vy la latencia de las semillas, desarrollo del embridn,

elongacion de la raiz, entre otros, y permite la adaptacion de los tejidos vegetativos al
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estrés abiodtico, como el estrés hidrico y salino (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki,
2006; Cutler y col., 2010). Un efecto notorio del ABA es la promocion del cierre
estomatico en las células guarda, que estd mediado por el flujo de solutos y que resulta
fundamental en la respuesta de plantas en situaciones de déficit hidrico. Esta
fitohormona regula la expresion de muchos genes, que a su vez pueden regular
funciones relacionadas con la tolerancia a la deshidratacion tanto en tejidos vegetativos
como en semillas. Desde el descubrimiento del ABA (Liu y Carns, 1961), aunque se ha
avanzado en el aislamiento y caracterizacion de varias proteinas clave que funcionan en
la red de sefializacion descendente, se sabe poco sobre los mecanismos de
reconocimiento o percepcion de la hormona llevado a cabo por proteinas receptoras
(Shibata y col., 2010). Asi, un aumento en el contenido endégeno de ABA es percibido
por receptores especificos de la familia PYR (PYrabactin Resistancel)/PYL (PYR1-
like))RCAR (Regulatory Component of ABA Receptor 1) (May col., 2009; Nishimura y
col., 2010; Park y col., 2009) que estdn acoplados a una cascada de fosforilacién
dirigida a la expresion de genes que codifican factores de transcripcion y canales
ionicos que van a dirigir la respuesta. Concretamente, la sefializacion del ABA se
orquesta en las plantas a través de un modulo central que comprende ademés de estos
receptores especificos, a las fosfatasas de tipo 2C (PP2C) y quinasas de la familia de la
proteina quinasa 2 relacionada con la subfamilia 2 no fermentadora de sacarosa
(SnRK?2), ademas de factores de transcripcion (TF del inglés, Transcription Factor) y

canales i6nicos que colaboran en la respuesta (Fujii y col., 2009) (Fig. 16).
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Figura 16. Ruta de sefializacion de ABA. Ante un aumento de ABA se induce una cascada de
sefializacion donde ABA es percibido por la familia PYR/PYL/RCAR que une a fosfatasas
PP2C y liberan a éstas de su union con quinasas SnRK2, pudiendo entonces estas ultimas actuar
fosforilando canales ionicos y factores de transcripcion (TF) implicados en transcripcion génica
de componentes necesarios para la respuesta a la hormona.

La familia de fosfatasas PP2Cs, que son los principales reguladores negativos de la

sefializacion de ABA, se subdividen en once clases en arroz y A. thaliana (Singh y col.,
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2018) y actuan como inhibidores de MAPK (Fuchs y col., 2013). Las PP2C de A.
thaliana como ABI1 y ABI2 (insensibles al ABA) y HAB1, HAB2 (hipersensibles al
ABA) regulan negativamente la respuesta al ABA (Bheri y Pandey, 2019), inhibiendo la
actividad quinasa de tres SnRK2 (Cutler y col., 2010) que se requieren para fosforilar
factores de transcripcion y canales ionicos que propagan la sefializacion aguas abajo a
través de eventos transcripcionales y no transcripcionales necesarios para producir la

respuesta a la hormona.

Los avances recientes y las tendencias emergentes en la sefializacion de hormonas
vegetales se centran en la comprension de proteinas clave como los receptores a nivel
molecular y estructural. Las proteinas PYR/PYL/RCAR de A. thaliana forman la
familia denominada START que contiene catorce miembros que se clasifican en tres
subfamilias (I-111), estando PYR1 situado entre las que constituyen la familia Il tras
datos obtenidos de su purificacion, cristalizacion y rayos X en presencia de acido (+)-
abscisico (Shibata y col., 2010). Se ha descrito que la afinidad por el ABA puede ser
diferente para los miembros de las distintas subfamilias, lo que podria proporcionar la
base molecular para una variedad de respuestas de las plantas a diferentes niveles de
ABA (Finkelstein y Gibson, 2002; Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006). Por otro
lado, los receptores en A. thaliana se pueden clasificar también en dos clases segun
formen monomeros o dimeros. PYR1 como PYL1 y PYL2 son cis-homodimeros
mientras que PYL3 también forma un trans-homodimero intermedio (Zhang y col.,
2012). Tras la unién a ABA, estos receptores se separan ligeramente creando una
superficie de union para PP2Cs y los dimeros PYL se disocian y forman un
heterodimero PYL/PP2C, liberando la inhibicion de SnRK2 mediada por PP2C (Fujii y
col., 2009; Melcher y col., 2009; Zhang y col., 2012; Yang y col., 2021). Sin embargo,
el mecanismo exacto, la importancia de la oligomerizacién en la actividad PYR/PYL y
la implicacion de la regulacién redox en estos receptores de ABA no han sido
dilucidados. En este sentido, la modificacion postraduccional (PTM) de varios
componentes de la via de sefializacion del ABA esta emergiendo como un punto clave
de control, y junto con la S-nitrosilacion, S-persulfuracion, Tyr-nitracion y
ubiquitinacion, se ha descrito la regulacion redox para algunos miembros de la familia
PP2C como ABI1 y ABI2 (Meinhard y Grill, 2001; Meinhard y col., 2002; Le6n, 2022)
pero no para los receptores PYR/PYL. Curiosamente, se ha descrito la S-nitrosilacion y
S-persulfuracion de PYRL1, asi como de algunas fosfatasas y quinasas (Aroca y col.,
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2017, 2021), lo que sugiere que la regulacién redox sobre residuos de Cys podria ser un
mecanismo de control para la sefializacién del ABA (Lozano-Juste y Leon, 2010). De
hecho, las modificaciones en enzimas que contienen tioles (-SH) se describen como
reguladores de su estructura, localizacion celular y funcionalidad, estando asi
involucradas en la percepcion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS, RNS)
especialmente bajo situaciones de estrés (revisado por L&zaro y col., 2013; Camejo y
col., 2015; Sevillay col., 2015a; Marti y col., 2020).

Los antecedentes del trabajo realizado en esta Tesis Doctoral que sefialan la
implicacion de la regulacion redox en las vias de sefializacion por ABA a traveés de la
modulacion de su receptor PYR1 por TRX fueron obtenidos en nuestro grupo en el
transcurso de la Tesis del Dr. Antonio Sanchez Guerrero. Asi, se describio al receptor
de ABA PYR1 como una nueva diana de TRXol en el nucleo, demostrando la
interaccion de ambas proteinas mediante diferentes técnicas como Cromatografia de
afinidad, Dot blot, co-inmunoprecipitacion y ensayos de complementacion por
bifluorescencia. Estudios de oxidacion-reduccion de HisAtPYR1 recombinante
mostraron que la funcion de la proteina ejercida sobre la fosfatasa HAB1 sufria una
regulacion redox que implicaba una inactivacion por oxidacién con H,O; reversible por
reduccion con DTT e interesantemente por TRXo1 recombinante, si bien el mecanismo
por el que TRXo1 era capaz de ejercer su funcion se desconocia. Ademas, se realizaron
estudios in vivo analizando la respuesta a ABA en procesos como germinacion,
deshidratacién y cierre estomatico de un mutante KO y un sobreexpresante Attrxol,
encontrando alterada su respuesta comparandola a la de plantas silvestres WT. Asi, se
sugirié entonces la existencia de una nueva regulaciéon redox de PYR1 posiblemente
mediada por TRXo1 que podria ser relevante para la sefializacion por ABA. Por tanto,
quedaba por profundizar en el posible mecanismo de accién de TRXol sobre PYR1
enfocado hacia la actividad reductora de puentes disulfuro y procesos de
oligomerizacion por oxidacion, que se planteé como otro de los Objetivos de la presente
Tesis Doctoral (Fig. 17).
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Figura 17. Regulaciéon redox de PYR1 mediada por TRXol y su implicacién en procesos
dependientes de ABA como son el crecimiento de raiz y el cierre estomatico, analizados en
mutantes KO y sobreexpresantes (OEX) Attrxol. Los interrogantes sefialan los procesos en
los que se analizara la funcion de TRXol.

3.4. Papel de TRX en persulfuracion en condiciones salinas

El estrés salino es uno de los estreses abidticos mas importantes en regiones como la
de Murcia, donde convergen condiciones de alta temperatura y baja pluviometria
provocando salinizacién de suelos y aguas de riego. Esta situacién se encuentra
agravada en los ultimos afios por el aumento de la frecuencia y la intensidad de dichos
estreses como resultado del calentamiento global y el cambio climético. Esto pone de
manifiesto la importancia que tiene comprender los mecanismos que aumentan la
resistencia y adaptacion de las plantas a estas condiciones de estrés. Como ya se ha
comentado, un componente asociado al estrés abiotico es el estrés oxidativo generado
por el incremento en ROS que afecta el estado de dxido-reduccion de proteinas
implicada en distintas rutas metabdlicas, modificando asi las distintas vias de
sefializacion y transduccidn de la sefial de estrés. En nuestro grupo de investigacion del
CEBAS, venimos trabajando en las tltimas décadas en el campo del estrés oxidativo en
plantas en situaciones de estrés ambiental como el salino, y concretamente en el papel
que ejerce TRXo1 en la respuesta adaptativa. Asi, el analisis de mutantes KO Attrxol
crecidos en condiciones salinas ha permitido implicarla entre otros, en procesos como la
eliminacién de ROS, respiracion mitocondrial, metabolismo del carbono, crecimiento,
germinacion o desarrollo y apertura estomatica (Marti y col., 2009, 2011; Ortiz-Espin y
col., 2017; Calderon y col., 2018a; Sanchez-Guerrero y col., 2019, 2021).
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Como un aspecto relacionado con la modulacién de la via de sefializacion por ABA
en situaciones de estrés, nos gustaria destacar la regulacion postraduccional ejercida por
la persulfuracion y su efecto sobre ciertos componentes de dicha via, asi como su
posible dependencia del sistema redox TRX. Esta via de regulacion, supondria otro
punto de control de la respuesta de plantas a estrés oxidativo en situaciones como la
salinidad. A diferencia de lo que ocurre con las especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno, cuyo papel en la sefializacion celular y en diversos procesos fisioldgicos ha
sido ampliamente estudiado, la implicacion de las especies reactivas del sulfuro (RSS)
en la homeostasis redox celular, su metabolismo tanto en animales y en plantas y la
sefializacion, han comenzado a atraer la atencion cientifica en la Gltima década (Paulsen
y Carrol, 2013). Como ya se ha descrito anteriormente, H,S ejerce su capacidad
sefializadora a traves de la persulfuracion de grupos tiolicos siendo los efectos muy
diversos: en animales enzimas como Mn-SOD sufren persulfuracion para protegerse de
la sobreoxidacion, si bien ésta no afecta su actividad. En otros casos, la persulfuracion
inhibe la actividad enziméatica como la de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa o
adenilato quinasa en eritrocitos o citocromo c¢ oxidasa en mitocondrias. Por el contrario,
esta modificacion postraduccional incrementa la actividad de proteinas como
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa o actina (revisado en Mishanina y col., 2015;
Aroca y col., 2021b). En plantas, en los ultimos afios se ha descrito que tratamientos con
H.S aumentan el crecimiento y el vigor, y por otro lado, alivian y protegen frente a
diferentes estreses abidticos, jugando un papel en sequia y en salinidad como
componente de la sefializacion por acido abscisico (ABA) en las células guarda
estomaticas (Doodley y col., 2013; Scuffi y col., 2014; Aroca y col., 2015). También, se
ha descrito que juega un papel en procesos de autofagia regulandola negativamente
(Alvarez y col., 2012). Esta modificacion se ha descrito que incrementa bajo estrés
oxidativo y se ha postulado como un mecanismo de defensa frente al dafio oxidativo
evitando la formacion de la forma sobreoxidada -SO,H o la irreversible -SO3H. Como
mecanismo de sefializacion, la persulfuracion de proteinas debe ser controlada y en este
sentido, interesantemente, se ha propuesto al sistema redox tiorredoxina (TRX) como
regulador del proceso en sistemas animales (TRX humana, tiorredoxina reductasa (TR)
y NADPH), siendo la TRX diez veces mas reactiva sobre la Cys persulfurada que sobre
la Cys oxidada, pudiendo por tanto eliminar la persulfuracion con la consiguiente

liberacion de H,S (Yadav y col., 2020). También bajo estrés oxidativo persistente, las
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formas sobreoxidadas de persulfuros pueden ser revertidas a tioles por TRX y GSH en
sistemas animales (Ddka y col., 2020) (Fig. 18).

SH jSOH .so2 -
e W

i H,S
TRX

jssn -sso1 Y
—>

TRX
jSH
+ HSOI/Z/g‘

Figura 18. Persulfuracion proteica y su posible papel protector en sobreoxidacion. H,S
produce persulfuracion (-SSH) de grupos de Cys evitando la sobreoxidacion. Las proteinas
persulfuradas pueden sufrir sucesivas oxidaciones por ROS y TRX podria estar encargada de
revertirlas a formas tidlicas (-SH). Modificada de Filipovic y Jovanovic (2017).

Por otro lado, en plantas se han realizado algunos trabajos de identificacion de dianas
de persulfuracion encontrando entre ellas a varias proteinas mitocondriales implicadas
entre otros procesos en la sintesis de ATP, respiracion, funcion chaperona, sintesis
proteica y a todas las enzimas del ciclo TCA y fotorrespiracion, asi como proteinas de
autofagia a las que regula negativamente (Alvarez y col., 2012; Aroca y col., 2015;
Scuffi y col., 2014). Interesantemente, se han identificado como persulfuradas la propia
TRXo1 y algunas de sus dianas descritas en mitocondrias como la subunidad o de ATP
sintasa tiosulfato-3-mercaptopiruvato sulfutransferasa, el factor de elongacion Tu y la
PRXII (Marti y col., 2009), implicando que la TRXol mitocondrial podria tener un
papel en la persulfuracion proteica tal y como se ha descrito para otras TRXs (Filipovic
y Jovanovic¢, 2017). Asi mismo, se ha descrito a PYR1 como proteina persulfurada en A.
thaliana (Aroca y col., 2017), pudiendo entonces hipotetizar que la TRXol nuclear
podria estar implicada también en este proceso. Hasta nuestro conocimiento, hay muy
poca informacion sobre el efecto de la persulfuracion en la actividad de las enzimas
mitocondriales, siendo esta informaciébn mucho mas escasa en las de proteinas

nucleares. Con estos antecedentes y como otro Objetivo, pretendemos iniciar en esta
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Tesis Doctoral un estudio sobre la posible participacion de TRXol en procesos de
persulfuracion, analizando mutantes KO y sobreexpresantes OEX Attrxol comparados
con plantas silvestres WT crecidas en condiciones salinas posiblemente inductoras de
esta PTM. Asi, trataremos de identificar inicialmente dianas de persulfuracion
relacionadas con TRXol con localizacion mitocondrial, vista la importancia que se le ha
dado a este orgédnulo en la sefializacion por persulfuros (R-SSH) (Fig. 19). Este estudio
ampliara el espectro de actuacion de nuestra proteina de interés TRXo1, permitiéndonos
adquirir nuevo conocimiento sobre la regulacion de la respuesta a estrés salino, en el
que sabemos que esta proteina ejerce una importante funcion a través de procesos de
regulacion postraduccional redox de proteinas clave, incluyendo la S-nitrosilacion y S-
glutationilacion, en el que estdn implicadas también peroxirredoxina y sulfirredoxina
(Camejo y col., 2013, 2015; Calderdn y col., 2017b).

Salinidad

proteina proteina

(SSH
Patrones de P S D S
persulfuracién \“k-‘_, )_7___,../

Figura 19. Estudio de patrones de persulfuracion proteica en mutantes KO vy
sobreexpresantes OEX Attrxol crecidos en condiciones de salinidad. Se sefiala con
interrogantes el posible papel de TRXo1 a estudiar en esta Tesis Doctoral.

3.5. Obtencién de dobles mutantes trxol/ntrb

Las tiorredoxinas, tal y como se ha comentado anteriormente, forman parte de una
familia génica con numerosos miembros, y esta diversidad indica o bien un alto nivel de
redundancia o una alta especializacién funcional. Se ha descrito que la redundancia
génica confiere una ventaja evitando los efectos deletéreos de mutaciones puntuales en
genes unicos (Reicheld y col., 2009). Ademas, la redundancia tiene otra vertiente

positiva y es que permite a la planta generar una alta respuesta especifica en cada
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situacion y proceso celular, pero también una desventaja a la hora de su estudio
funcional, ya que para manifestar un fenotipo a veces es necesario la obtencion de
mutantes multiples de diferentes isoformas, Como ejemplo, destacar la generacion de
cuadruples mutantes de los receptores de ABA PYR/PYL Atpyr/pyll/pyl2/pyl4 para
manifestar una hiposensibilidad a la hormona durante la germinacion o triple mutante de
fosfatasas Athabl/abil/pp2ca para manifestar hipersensibilidad (Park y col., 2009;
Rubio y col, 2009). También, se han generado mutantes duodécuplos
pyrl/pyl1/2/3/4/5/7/8/9/10/11/12  extremadamente  sensibles en  germinacion,
crecimiento de plantula, cierre estomatico, senescencia foliar y expresion génica (Zhao
y col., 2018) que han puesto de manifiesto el papel del ABA basal en estos procesos.

Dado que los mutantes simples de Attrxol no muestran fenotipos acusados
comparados a plantas silvestres WT, al igual que ocurre con mutantes simples Atntrb,
en esta Tesis Doctoral nos propusimos la generacion de dobles mutantes trxol/ntrb, y
para ello utilizamos dos estrategias: una en plantas de guisante por técnicas de
silenciamiento génico transitorio inducido por virus (VIGS, Virus-Induced Gene
Silencing) en colaboracion con el Dr. Luis Cafias (IBMCP, Valencia), experto en esta
técnica, y otra por cruzamientos de mutantes simples de A. thaliana KO Attrxol y
Atntrb (Fig. 20).

Obtencién de dobles mutantes Psntrb/trxoly Attrxol/ntrb

Técnica VIGS en guisante Polinizacién manual de mutantes simples en Arabidopsis

+ Agrobacterium i :
virus- PSNTRB/TRXo1 \ /
Genotipado
Fenotipado

Figura 20. Obtencion de dobles mutantes Psntrb/trxol y Attrxol/ntrb por técnicas VIGS y
cruzamiento de mutantes simples, respectivamente.

VIGS es una tecnologia que explota los mecanismos naturales de defensa antivirales
mediados por ARN que contienen las plantas. En las plantas infectadas con virus sin
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modificar, el mecanismo va dirigido especificamente contra el genoma viral. Sin
embargo, cuando estos vectores virales son modificados para que contengan insertos
derivados de genes huéspedes, el proceso puede ser adicionalmente dirigido contra los
ARNmM correspondientes (Lu y col.,, 2003). Esta técnica tiene sin embargo un
condicionante y es que ademas de ser transitoria la transformacion, el silenciamiento no
se produce en todas las células por igual, y por tanto, es necesario tener un fenotipo
visible o detectable para saber qué tejidos estan transformados. Es por ello que
paralelamente nos propusimos obtener dobles mutantes en A. thaliana por la técnica del

cruzamiento manual de los mutantes simples, como hemos comentado anteriormente.
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Esta Tesis Doctoral ha sido realizada en el grupo de investigacion “Estrés Abiotico,
Produccion y Calidad”, perteneciente al Departamento de Biologia del Estrés y
Patologia Vegetal del Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura (CEBAS-
CSIC) de Murcia, dentro de la linea de investigacion enfocada al estudio de proteinas
tiorredoxinas  mitocondriales 'y nucleares implicadas en regulacion por
reduccion/oxidacion (redox). Concretamente, se pretende avanzar en la funcién celular
de la tiorredoxina o1 (PsTRXol y AtTRXo1) localizada en ambos organulos celulares,
en procesos vinculados a la respuesta adaptativa de plantas a condiciones ambientales
adversas, a través de la regulacion que ejerce sobre dianas especificas implicadas en
dicha respuesta. La informacion de que se dispone del papel de TRXo1 en mitocondrias
la vincula al proceso respiratorio modulando la actividad de la proteina oxidasa
alternativa (AOX), a proteinas del sistema redox a través de la regulacién de PRXIIF y a
la activacion por reduccién y también en la desactivacion de varias enzimas del ciclo de
los &cidos tricarboxilicos (TCA), asi como en la respuesta a estrés salino, en
cooperacion con sus dianas AOX y PrxIIF. Por otro lado, y en nicleo, nuestro grupo de
investigacion ha descrito la participacion de PSTRXo1 en procesos relacionados con la
respuesta a estrés abidtico, en el proceso de germinacion de semillas y en muerte celular
programada. Ademas, hemos vinculado a PSTRXo1 con la proteina PCNA (Antigeno
Nuclear de Proliferacion Celular) y en base a esta interaccion, con el proceso de
viabilidad y proliferacion celular y con el ciclo celular en la respuesta al estrés oxidativo
inducido por H,0O, en cultivos celulares de Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow 2
(BY-2) que la sobreexpresaban (OEX).

En relacion a ello, en esta Tesis Doctoral planteamos como objetivo el analizar la
posible participacion de un proceso de reciclaje como la autofagia, en la viabilidad
aumentada que previamente describimos en las células de tabaco BY-2
sobreexpresantes de TRXo1, en el que ademas la TRXo1 pudiera ejercer una regulacion
a traves de su accion sobre dianas como la proteina ATG4, por similitud a lo descrito en

levadura y Chlamydomonas.

Como resultado de una Tesis Doctoral previa a la presente, describimos la
interaccién proteina-proteina con el receptor de la hormona &cido abscisico (ABA),
concretamente con PYR1 (Pyrabactin resistance 1), si bien el mecanismo por el que
TRXol pudiera ejercer una funcion reguladora de la sefializacion por ABA, se

desconoce y ha sido uno de nuestros Objetivos de estudio en esta Tesis Doctoral.
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Otro de los aspectos a analizar relacionado con los mecanismos implicados en la
respuesta a estrés, esta centrado en determinar la posible participacion de TRXo1l en el
proceso de la modificacion postraduccional de proteinas ejercida por el sulfuro de
hidrogeno (H.S) denominado persulfuracion, ya que esta modificacion de cisteina en
las proteinas susceptibles, estd muy relacionada con la previa modificacion de la misma
por oxidacion de los grupos tidlicos a su estado sulfénico, proceso en el que

intervienen las tiorredoxinas.

Relativo a la investigacion sobre la participacion de TRXol en plantas en la
respuesta adaptativa al estrés salino, comentar que su avance requiere también contar
con plantas modificadas en TRXol que puedan ser analizadas en su respuesta
diferencial a la de plantas silvestres (wild type; WT) no modificadas. Asi, disponemos
de lineas mutantes de pérdida de funcién (knock out; KO) y sobreexpresantes (OEX)
Attrxol que en un inicio y con algunas leves diferencias, no presentan fenotipo evidente.
Por todo ello, otro de nuestros Objetivos en el grupo ha sido el de la obtencion de
dobles mutantes trxol/ntrb que puedan presentar diferencias fenotipicas més acusadas y
servirnos como herramienta para el estudio de la funcionalidad de este sistema redox

localizado en mitocondrias y nucleo.

Consideramos que la investigacion realizada en esta Tesis Doctoral representa un
avance en el estudio funcional de la proteina TRXo1, pues nos ha permitido identificar
nuevos aspectos en la regulacion de procesos importantes para la adaptacion de plantas

a estrés.
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De acuerdo con todo ello, en este trabajo de Tesis Doctoral se han propuesto los

siguientes Objetivos parciales:

= Objetivo 1: Estudio de la existencia de un proceso autofagico en células TBY-2
como respuesta a un tratamiento oxidativo, su posible relacion con viabilidad

celular e implicacion de TRXo1 en el mismo a través de la regulacion de ATGA4.

= Objetivo 2: Estudio de la regulacion redox de PYR1 mediada por TRXol y su
implicacion en procesos dependientes de ABA como son el crecimiento de la
raiz y el cierre estomatico, analizado en mutantes KO y sobreexpresantes (OEX)
Attrxol.

» Objetivo 3. Estudio de patrones de persulfuracion proteica en mutantes KO y

sobreexpresantes OEX Attrxol crecidos en condiciones de salinidad.

= Objetivo 4: Obtencion de dobles mutantes Psntrb/trxol y Attrxol/ntrb por
técnicas VIGS y cruzamiento de mutantes simples, respectivamente.
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1. Material vegetal

Las experiencias de esta Tesis Doctoral se han realizado utilizando como material
vegetal suspensiones de células de tabaco BY-2 (TBY-2, Tobacco Bright Yellow-2),
plantas de Arabidopsis thaliana L. ecotipo Columbia (A. thaliana Col-0) y plantas de

guisante (Pisum sativum L. cv. Bonneville).

1.1 Células de tabaco BY-2
En el laboratorio, contamos con dos lineas estables de sobreexpresion de PSTRXol a
partir de células de tabaco derivadas de Nicotiana tabacum cv. Bright Yellow 2 (TBY-
2). Las suspensiones de células de los genotipos silvestre transformado con la proteina
marcadora GFP (Green Fluorescent Protein; linea A, control), linea OEX1 (B,
sobreexpresante del gen PsTRXol) y linea OEX2 (C, sobreexpresante de PSTRXo1l)
fueron obtenidas tal y como se describe en Ortiz-Espin y col. (2015). Las tres lineas

cuentan con la proteina GFP como control de transformacion.

1.1.1. Condiciones de cultivo

La propagacién de las lineas celulares se mantuvo rutinariamente cada semana por
subcultivo en proporcion 4:100 (v/v) cuando se encontraban en la fase estacionaria de
crecimiento. Se prepardé medio liquido fresco MS (Murashige y Skoog) con sales
basicas (4,4 g/L MS; Duchefa Biochemie) suplementado con 0,1 mg/mL tiamina, 0,2
mg/mL 2,4-D, 0,02 mg/mL KH,PO,, 3% sacarosa (p/v), 1% mioinositol (v/v), a pH
5,8, esterilizado a 121°C durante 20 minutos. Para mantener el crecimiento celular, se
utiliz6 un incubador (Panasonic) a 26°C y oscuridad y agitacion orbital a 120 rpm
(EImi).

1.1.2. Comprobacion de la transformacion de células TBY-2 con PsSTRXol

Para comprobar la estabilidad de la transformacion en los cultivos celulares TBY -2,
se midid la expresion génica de PsTRXol mediante RT-PCR como se describe
posteriormente en la Seccion 3.5.6.1. Asimismo, mediante Microscopia de fluorescencia
usando un microsopio Leica DM6 equipado con Optica Nomarski y camara digital
Hamamatsu C11440, se pudo comprobar la transformacién visualizando a la proteina
GFP, tanto en los callos celulares como en los cultivos establecidos desde los mismos,
cuyo gen habia sido fusionado junto al de la proteina PsTRXo01 (PsTRX01-GFP) (Ortiz-
Espiny col., 2015).
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1.1.3. Viabilidad celular

Previamente a la realizacion de los ensayos con las lineas celulares fue necesario
comprobar su estado. Para ello, se midio la viabilidad celular utilizando la tincion con
azul de tripan (Gilco). Este colorante solo es capaz de penetrar dentro de las células
cuando presentan las membranas dafiadas, y por tanto sirve como indicativo de muerte
celular (Ortiz-Espin y col., 2015). Para las medidas, se transfirié en una relacion 1:1
(v/v) una alicuota de suspension celular a un microtubo que contenia una solucién de
azul de tripan y la mezcla se incubé 5 minutos a temperatura ambiente. Pasado el
tiempo de incubacién, se transfirieron 50 pL de la mezcla a un portaobjetos y se
contaron las células en un microscopio Leica DM6. Se calculé la viabilidad celular
como el porcentaje de células que no se tifieron (células vivas) sobre el total (sumatoria
de células viables (sin tincién) y no viables (tefiidas de azul). Para cada muestra, se

observaron 5.000 células y se realizaron cuatro experimentos independientes.
1.1.4. Peso fresco

Se realizaron curvas de crecimiento de las diferentes lineas celulares cuantificando el
peso fresco a intervalos diarios de las células en 100 mL de cultivo de al menos tres
réplicas. Para ello las suspensiones celulares se filtraron por un Kitasato a través de

papel de filtro Whatman™ 3M acoplado a un embudo de vacio.
1.1.5. Tratamiento con peroxido de hidrégeno

Las células de tabaco BY-2 de las tres lineas en el dia 5 de crecimiento (fase
exponencial) se expusieron a un tratamiento oxidativo con 35 mM de H,0,
(concentracion final) (Ortiz-Espin y col., 2015). En los puntos de tiempo indicados, se
recogieron alicuotas de células para su andlisis directo segun el ensayo, o las células
fueron filtradas a vacio. Posteriormente, las muestras se congelaron en N, liquido y

conservaron a -80°C para su posterior uso.
1.1.6. Incubacidn con inhibidores de autofagia

Para realizar los tratamientos oxidativos de las células TBY-2 en presencia de
inhibidores de autofagia se depositaron 2 mL de cultivo a los 5 dias de crecimiento en
placas de ELISA y se afiadi6 H,O, a una concentracién final de 35 mM en ausencia o
presencia de 10 uM E-64d (aloxistatin, un inhibidor de cisteina proteasa, disuelto en
metanol; Sigma) o 10 uM E-64d mas 5 mM 3-MA (3-metiladenina, un inhibidor de la
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fosfatidilinositol 3-quinasa (PI13K) de clase Ill, disuelto en agua MilliQ; Sigma), como
se describe en Takasutka y col. (2004). Como control para el tratamiento con E-64d, se
afiadié 1% metanol (v/v) a las células. Una vez realizados los tratamientos, las células
se cultivaron en un agitador orbital a 118 rpm, a 26°C en oscuridad y se llevaron a cabo

andlisis de viabilidad celular y autofagia en los tiempos indicados.
1.1.7. Visualizacién de autolisosomas

Las células TBY-2 en suspension (200 pL) se centrifugaron a 4.000 xg durante 5
minutos y el sedimento se resuspendié en 200 pL de tampon 100 mM fosfato potasico
(PK) pH 6,5 que contenia 1 UM de Lysotracker Deep Red (Invitrogen, Thermo Fisher)
segun describen Voitsekhovskaja y col. (2014). La mezcla se incubd en oscuridad y a
temperatura ambiente durante 6 minutos. Posteriormente, la preparacion se centrifugoé a
1.000 xg durante 1 minuto, se descartd el sobrenadante y el sedimento se lavo tres veces
con tampén PK, pH 6,5 a 1.000 xg durante un minuto. El precipitado final se
resuspendio en 150 pL del mismo tampon. Se transfirieron 50 pL al portaobjetos y las
estructuras se visualizaron en un microscopio de fluorescencia motorizado Leica DM6
equipado con oOptica Nomarski y una camara digital Hamamatsu C11440. Para la
deteccion de los autolisosomas, las preparaciones se observaron utilizando un paso de
banda (BP) 545-580 nm, DM 600 nm y un filtro BA de 610 nm. Se evaluaron al menos
diez campos (aproximadamente 20 células por campo) en tres experimentos
independientes. El analisis de imagenes se realizo utilizando el software ImageJ (NIH;

https://imagej.nih.gov/ij/)

1.2 Arabidopsis thaliana L.
1.2.1. Lineas empleadas

Las semillas de A. thaliana empleadas en esta Tesis han sido del ecotipo Columbia
(Col-0; el tipo silvestre, WT) y los mutantes de insercién de T-ADN knock-out Attrxol
obtenidos del banco de germoplasma The Salk Institute for Biological Studies Joseph R.
Ecker SALK 143294C (KO1) y SALK 042792 (KO2) (Tabla 1). La medida de
expresion génica revelé ausencia del gen en el caso de KO1 mientras que algo de
expresion, aunque muy baja, se detectaba en la linea KO2 (Ortiz-Espin y col., 2017).
También, se analizaron dos lineas transformadas estables de A. thaliana
sobreexpresantes del gen AtTRXol generadas previamente en nuestro Grupo por el Dr.

Aingeru Calderdn (descrito el procedimiento en la Seccion 1.2.4 de Materiales y
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Métodos en su Tesis Doctoral, 2017). Se eligieron dos lineas OEX (OEX1(1.1) y OEX2
(1.4)) para su posterior analisis en esta Tesis Doctoral.

Tabla 1. Lineas de A. thaliana utilizadas en esta Tesis.

Linea
Nombre Mutante Insercion Gen? Linea SALK
NASC
Col-0 .
ACWT Cepa silvestre N60000
KOL Knock out de ADN-T | AT2G35010 | SALK 143294 | N659590
Attrxol Tiorredoxina ol
KO2 Knock out de ADN-T | AT2G35010 | SALK_042792C | N659374
Attrxol Tiorredoxina ol -

OEX1 Sobreexpresante 1 de

Attrxol Tiorredoxina ol AT2G35010
OEX2 Sobreexpresante 2 de
Attrxol Tiorredoxina ol AT2G35010
Tiorredoxina reductasa-
Atntrb b dependiente de ADN-T AT4G35460 SALK_027935C | N527935

NADPH

®Namero de acceso del gen en la web TAIR (http://www.arabidopsis.org/index.jsp)

1.2.2. Cultivo en turba

Para la siembra en turba de A. thaliana, se prepar6 una mezcla de
turba:perlita:vermiculita en proporcion 2:1:1 en alveolos (4x4 cm) que Se regaron por
inmersion con agua y se cubrieron con un film de plastico para crear una camara de
humedad, ademaés de proteger a las semillas. Para garantizar la germinacion simultanea
en los lotes de semillas, posterior a la siembra, se las dejé estratificando durante 72

horas a 4°C y en oscuridad.

Para los estudios de persulfuracion proteica en plantas crecidas en ausencia y
presencia de NaCl, las plantas crecieron en camaras de cultivo con condiciones
ambientales controladas en fotoperiodo largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad).
La iluminacidn artificial fue suministrada por tubos LED (Philips) con luz neutra de 120
umol.m'z.s'l. El porcentaje de humedad relativa se mantuvo en torno al 65% vy la

temperatura a 24°C/18°C (dia/noche). A los cuatro dias de la germinacion de las plantas,
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se las comenzd a aclimatar a las condiciones programadas en la camara de forma
paulatina (primero, con pequefias aperturas en el film protector, que fueron ampliandose
hasta el total destape de las bandejas). A los 7 dias, se regaron las bandejas por la base
con Solucion Hoagland %2 y en los estudios de salinidad y persulfuracion, el primer
riego de tratamiento se realizé a los 12 dias, utilizando solucion nutritiva enriquecida
con 300 mM de NaCl y las plantas se recogieron tras 7 dias del tratamiento (plantas de
19 dias de edad).

Tabla 2. Solucion Hoagland completa.

Reactivo PM Stock Concentracion
(g/mol) final (mg/L)
1.- KH,PO, 136,08 1M 205
2.- Ca(NO3),.4H,0 236,15 1M 826
3.- KNO, 101,10 1M 303
4.- NaCl 58,44 3M 115
5.- MgSO,.7H,0 246,48 1M 739
6.- K;SO, 174,27 05M 174
7.- Micronutrientes * * *
8.- Quelato de Fe 55,00 0,34 M 18
*7.- Micronutrientes PM Stock Concentracion
(g/mol) final (mg/L)
HsBO; 61,33 0,03 M 2,00
MnSO,.H,0 169,02 0,018 M 3,07
ZnS0O,.7TH,O 287,54 0,0099 M 2,86
CuS0,.5H,0 249,68 0,000315 M 0,08
Mo0;0,4(NH,).4H,0 | 1235,86 0,00007 M 0,09

El material foliar fue congelado en N, liquido y almacenado a -80°C para su posterior
andlisis de persulfuracion, realizando tres réplicas bioldgicas para cada genotipo y
condicion, en una primera aproximacion de los genotipos WT, KO1 y OEX1, y en un
segundo estudio de plantas WT, KO1 y KO2.

En el caso del estudio de cierre estomatico con ABA, las plantas se crecieron en
camaras controladas en condiciones de dia corto (8/16 horas luz/oscuridad) durante 33
dias, con 300 umol.m_z.s_l PAR, 65-70% humedad relativa y temperaturas de 24/18°C

(luz/oscuridad), con el fin de obtener hojas bien desarrolladas y grandes en las que
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realizar mas facilmente el pelado y obtencién de epidermis, como se describié en

trabajos previos del grupo (Sanchez-Guerrero y col., 2021).

1.2.3. Cultivo in vitro

Para la preparacion y manipulacion del cultivo in vitro, se trabajo en condiciones de
esterilidad dentro de cabina de flujo laminar, previamente esterilizada con luz UV
durante 15 minutos (Telstar Aeolus V). Se prepararon placas Petri de diferente didmetro
con medio de cultivo 0,5x MS suplementado con vitaminas (Murashige y Skoog, 1962,
Duchefa) que contenia 1% sacarosa (p/v), 0,5 g/L MES y agar para plantas (7 g/L;
Duchefa) autoclavado a 121°C durante 20 minutos (Bunsen). Para la esterilizacion
superficial de las semillas de A. thaliana, se prepar6 una solucién con 20% hipoclorito
sodico comercial (v/v) y detergente 0,1% Triton x-100 (v/v) y las semillas se trataron
durante 5 minutos con agitacion constante, elimindndose entonces la soluciéon con una
micropipeta. Posteriormente, se trataron con 70% etanol (v/v) durante 5 minutos con
agitacion constante, tras lo cual se realizaron cinco lavados de 1 minuto con agua
MilliQ estéril para eliminar los restos de los reactivos de esterilizacion. Para la siembra
en placas Petri, se utilizd Sloopy agar (0,1% agar planta (p/v); Duchefa) estéril que
permite depositar una a una las semillas. Todo el material utilizado con restos de
semillas fue autoclavado antes de su desecho por tratarse de semillas modificadas
genéticamente. Para garantizar el comienzo de la germinacién simultaneo, una vez
sembradas las semillas, se dejaron estratificar durante 48 horas en frio y oscuridad,
antes del paso a luz en condiciones controladas en camara fitotrén (GER-360; Radiber,
S. A)). El cultivo in vitro se realizé en fotoperiodo de dia largo (16 horas de luz y 8
horas de oscuridad) con una intensidad de luz de 120 pmol.m™?.s™ suministrada por
luces LED de luz neutra de 4.000K (T832120UL; Samsung), 50% de humedad relativa
y temperatura 24/18°C (luz/oscuridad).

Para el estudio de comprobacién de la sobreexpresion de TRXol en organulos
purificados de hojas, las plantas se crecieron en placa durante 21 dias a fin de tener un
material foliar suficiente (10 placas por experimento de cada genotipo) y con tricomas
menos duros (que puedan romper los organulos en la extraccion), que plantas crecidas
en tierra. Para el estudio de oligomerizacion de PYRL1 in vivo las plantas crecieron
durante 14 dias y se transfirieron a placas MS con y sin 10 uM ABA dejandolas durante

48 horas tras lo cual, se congel6 en N, liquido la parte aérea y se almacend a -80°C. Para
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el estudio de crecimiento de raiz, plantas de cuatro dias de edad cultivadas en luz con
longitud radicular similar, se transfirieron a placas verticales en ausencia y presencia de
10 uM ABA y se registro y midié la longitud radicular tras 4 y 18 dias de crecimiento
en la camara fitotron. La longitud de la raiz se midié con el programa Image J (NIH). Se
analizaron nueve plantas de cada genotipo y tratamiento, realizandose tres experimentos

independientes.
1.2.4. Cierre estomatico en respuesta a ABA

Para el estudio del cierre estomatico inducido por ABA, se siguio el método de
Eisele y col. (2016) con algunas modificaciones. Se usaron hojas completamente
desarrolladas cortadas con un bisturi por el peciolo en las dos primeras horas de luz (con
la mayoria de los estomas abiertos). La epidermis se retir6 de la superficie abaxial con
ayuda de cinta adhesiva y se dividio en tres partes. Una de ellas se observo a tiempo
cero (apertura inicial), otra se incub a 23°C durante 2,5 horas en luz (120 pmol.m™?.s™
PAR) flotando en un tampon MES-KOH (10 mM MES, 10 mM KCI, pH 6,15), y la
tercera parte se incub6 en ese mismo tampdn suplementado con 10 uM ABA. La
epidermis tratada se tifio con 0,5 uM de rodamina 6G durante 5 minutos en la oscuridad
para una mejor visualizacion y medicion del poro estomatico. Después de lavar la
epidermis con tampon MES-KOH para eliminar el exceso de colorante, la
epifluorescencia permiti6 contrastar las células guarda y analizar la apertura estomatica
utilizando un microscopio Leica CTR6 (objetivo 40x con luz de excitacion a 541 nmy
luz de emision a 565 nm). El indice de apertura se calculé dividiendo la anchura del
poro estomatico por la longitud. Se realizaron tres experimentos independientes con al
menos la medida de 500 estomas por genotipo y tratamiento. El analisis de las imagenes
se realiz6 con el software ImageJ (NIH).

1.2.5. Obtencion de un doble mutante Attrxol/ntrb

Para la obtencion de un doble mutante knock out (KO) con pérdida de funcion
Attrxol/ntrb se parti6 de dos lineas mutantes simples de fondo silvestre Columbia-0 de
insercion de ADN-T en homocigosis: Atntrb (linea SALK_027935; semillas N654570)
y nuestro mutante KO1 Attrxol descrito anteriormente (linea SALK _143294C; semillas
N659590). Para la comprobacion de las lineas, se aisl6 ADNg (como se describe en
3.1.1 de Materiales y Métodos) de las rosetas tanto de las lineas a estudiar como de los

controles WT (Col-0) y de los mutantes simples para utilizarlos como molde de PCR. El
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fragmento amplificado por PCR con la combinacién de los oligonucledtidos LP y RP
(Tabla 3) para saber si se encuentra el gen silvestre en el caso de AtTRXol sera de 1.113
pb y en el caso de AINTRB a 1.052 pb (lineas heterocigoticas en segregacion). Para
saber si se produjo la insercion del ADN-T, se realizd la amplificacion combinando los
oligonucleotidos BP y RP, observandose banda si hubo mutacion con un tamafio de
amplicion entre 518-818 pb para Attrxol y entre 492-792 pb para Atntrb. Estos rangos
de pares de bases son dados por SALK, pero experimentalmente, hemos observado en
ambos casos, las bandas en torno a los 600 pb (Fig. 21).

LP + RP = Cribado linea WT o en heterocigosis
BP + RP = Cribado linea mutante

)

. s
. S
.
.

Secuencia flanqueante

—

Figura 21. Esquema general de la insercion de ADN-T en el genoma, interrumpiendo la
lectura correcta del gen. Modificada de la pagina web Signal-Salk Institute Genomic Analysis
Laboratory  (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html).  Las  combinaciones de los
oligonucleéticos LP (Left T-DNA Border Primer; forward) + RP (Right T-DNA Border Primer;
reverse) amplifican el gen silvestre, por tanto, sin insercion de ADN-T. Para comprobar si existe
la mutacién, se debe realizar la PCR con la combinacién de los oligonucleétidos BP (T-DNA
Border Primer), que se pega a la secuencia del ADN-T junto al RP, cebador de la secuencia del
gen a mutar.

Tabla 3. Oligonucleétidos usados para el genotipado.

Oligonucledtidos Secuencia
LBb1.3 (BP) 5-ATTTTGCCGATTTCGGAAC-3’
g-AtTrxo1-N659590- fd (LP) 5-AATCATCATCGTTGACTTGCC-3"
g-AtTrxo1-N659590-rv (RP) 5-ACACATCCACTTAGCGTGAGG-3
g-AtNtrb-027935-fd (LP) 5 -GGAAGAATCATTCTGGTTTGG-3’
g-AtNtrb-027935-rv (RP) 5-TTTCAATCCTCCAAGCACATC-3’
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A partir de los mutantes simples en homocigosis para ambos genes, se llevaron a
cabo cruzamientos manuales nombrando a esta generacion como Fq (generacion
parental). Para realizar los cruces por polinizacion dirigida (Attrxol x Atntrb), se
crecieron en turba, como se describe en 1.2.2. de Materiales y Métodos, las lineas
parentales. Se seleccionaron como gametos femeninos inflorescencias que tuvieran los
botones florales cerrados, indicando la ausencia de autopolinizacion. Del boton floral
cerrado se aislé el gineceo retirando los sépalos, pétalos y estambres con ayuda de
pinzas de cirugia y una lupa de aumentos (Motic® Microscopes). Posteriormente, se
pusieron en contacto las anteras maduras del donante de polen (parental masculino) al
gineceo seleccionado, favoreciendo la fecundacién cruzada (Fig. 22) y observando
mediante la lupa de aumentos, que el polen quedaba depositado. Para obtener mayor
tasa de éxito de cruzamiento, se utilizaron ambas lineas tanto como gametos femeninos
como masculinos, indicando en cada cruce qué genotipos eran el 6vulo y el polen, para

hacer los seguimientos pertinentes.

R A =
L
7 o
AL Gameto
‘P donadorde
7 - polen
> - ’ \
dor i A O
4 5
Q %
 Attrxol x Atntrb

Figura 22. Imégenes tomadas en la realizacion de los cruces Attrxol x Atntrb para la
obtencion de dobles mutantes de pérdida de funcién mediante lineas SALK con insercion
de ADN-T.

Se marco la flor polinizada, de la cual, posteriormente, se desarrollaria la silicua y se

obtendrian las semillas maduras a comprobar.Tras ello, se obtuvo la primera generacion
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filial (F,) cuyas plantas fueron analizadas por PCR para la comprobacion de tanto la
presencia del ADN-T como la ausencia de ambos genes TRXol y NTRB. Tras
seleccionar plantas mutantes heterocigoticas, se obtuvieron sucesivas generaciones por
autopolinizacion que fueron asimismo genotipadas por PCR hasta homocigosis. Los
oligonuclettidos usados en los genotipados se presentan en la Tabla 3 con las
condiciones de reaccion descritas en 3.2.1 de Materiales y Métodos. Segun las Leyes de
Segregacion de Mendel, del cruce de Attrxol x Atntrb (Fo), se obtendrd una primera
generacion filial (F;) 100% dobles heterocigotos. A partir de ésta, se obtendra una F
compuesta de 1/16 mutante doble homocigoto, 7/8 heterocigoto para algin caracter y
1/16 homocigoto tipo silvestre.

1.3. Pisum sativum L.

Se han utilizado plantas de guisante (Pisum sativum, cv. Bonneville) para realizar la
técnica de silenciamiento génico inducido por virus (VIGS; del inglés, Virus-induced
gene silencing) con el fin de tratar de obtener plantas dobles mutantes Pstrxol/ntrb en
esta especie. Esta técnica fue aprendida en una Estancia Breve en el Grupo de Biologia
y Biotecnologia del Desarrollo Reproductivo (IBMCP-CSIC-UPV) del Dr. Luis Cafas
Clemente y bajo la supervisién de la Dra. Rim Hamza.

1.3.1. Esterilizacidén y germinacién

Trabajando dentro del flujo laminar para mantener las condiciones de esterilidad, se
esterilizaron las semillas cedidas por la Dra. E. Johansen (Faculty of Agricultural
Sciences, Aarhus University; Frederiksberk Dinamarca), mediante inmersion con
agitacion de las mismas en una solucién 10% hipoclorito sédico comercial (v/v) y una
gota de detergente en tubos Falcon™ de 50 mL o en duquesitas de 120 mL, segun el
ndmero de semillas a esterilizar. Se mantuvieron las semillas en la solucion de
esterilizacion durante 10 minutos, con agitacion constante. Transcurridos los 10
minutos, se elimind la solucién y se realizaron 5 lavados con agua MilliQ estéril de 2

minutos cada uno de ellos.

Para la germinacion, se prepararon placas de Petri pequefias (9 cm de didmetro) con
un soporte de dos papeles de filtro previamente esterilizados (autoclavados a 121°C
durante 20 minutos). Se humedecieron los papeles de filtro con 2 mL de agua MilliQ

estéril, evitando encharcamientos, ya que ello favoreceria la aparicion de hongos,
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depositandose 3 semillas por placa, separandolas unas de otras. Se sellaron las placas
con esparadrapo y protegiéndolas de la luz, se las dejé germinar en camara de
crecimiento con fotoperiodo largo (16 horas de luz/ 8 horas de oscuridad) durante 7 dias
a 24°C. Cada dos dias, se comprobo la humedad en las semillas y se verificd la ausencia
de hongos. Como precaucion, a los 4 dias, se hizo un cambio de los papeles de filtro,

aunque no hubiesen aparecido hongos visibles para evitar contaminaciones.
1.3.2. Condiciones de cultivo

Una vez germinadas las semillas, se procedié a su siembra individual en tierra. Se
prepar6 una mezcla de sustrato con proporcion 1:1:1 (turba:vermiculita:perlita) en
macetas de 12-14 cm de diametro. Se humedeci6 la tierra con agua destilada y se
depositaron las semillas en un hueco de 1 cm de profundidad pulverizandose la
superficie con Ridomil (1g/L; Syngenta). Se las cubrié con un vaso de plastico
transparente para mantener la humedad y se las dejé en una camara de cultivo con
fotoperiodo largo (16 horas de luz/8 horas de oscuridad) a 300 pmol.m?.s? de luz,
24°C/18°C (dia/noche) y 65% de humedad relativa. Al segundo dia, se regd en la
bandeja con solucién nutritiva (Hewitt, 1996) a pH 6,5 (Tabla 4). A los 6 dias, se colocd
el vaso de pléstico inclinado para que comenzase a aclimatarse la planta y al séptimo dia

se retiro.

Tabla 4. Composicion de la solucion nutritiva para guisantes Boneville (Hewitt, 1966).

Reactivos Peso Concentracion Concentracion final
molecular stock (mg/L)
(g/mol)

KH,PO, 136,08 1M 102

Ca(NO)3.4H,0 236,15 1M 855

KNO; 101,10 1M 381
MgS0,.7H,0 246,48 1M 367,5
H;BO; 61,33 33 mM 32,55
MnSO,.H,0 169,02 18 mM 28,95

ZnS0,.7H,0 284,54 9,9 mM 9,76
CuS0..5H,0 249,68 0,315 mM 0,315

M0;0,4(NH,)s.4H,0 1235,86 0,07 mM 1,51
Quelato de Hierro 55,00 18 g/L 34,95

(Fe)

1.3.3. Transformacion por agroinfiltracion

Para la obtencién de un doble mutante Pstrxol/ntrb se generaron construcciones

dobles en tandem para el silenciamiento génico de los genes NTRB y TRX01 en guisante

-61 -



MATERIALES Y METODOS

por agrotransformacion, tal y como se describe en las secciones siguientes (apartado de
Agrobacterium). La disposicion experimental de la siembra para las agroinfiltraciones

fue la siguiente:

»= Plantas control (sin tratar): en ellas se realizaria extraccion de ARN, sintesis
de ADNCc y comprobacion de la expresion génica en las plantas silvestres WT de los
niveles de expresion de NTRB y TRXol.

»= Plantas agroinfiltradas con pCAPEL (control negativo): vector que contiene
el ARN con la virulencia, por tanto, serviria para determinar si el virus ejercio algun
efecto por si solo en el fenotipo a estudiar.

» Plantas inoculadas en proporcién 1:1 con pCAPE1:pCAPE2-PDS (control
positivo): inoculacion que sirvié para saber cuando se podia empezar a hacer un estudio
del fenotipo en las plantas con la construccion de interés. Una vez que en estas plantas
se comenzo a apreciar decoloracion foliar, se tom6 como referencia de que ya estaba
activo el virus.

= Plantas inoculadas en proporcion 1:1 con la construccién doble
pCAPEL:pCAPE2-PsTRX01-PsNTRB (construccion de interés).

En plantas de dos semanas de edad, se realizd la infiltracién en el envés de las hojas
superiores mas jovenes, evitando las mas pequefias y las méas senescentes por la
dificultad de agroinfiltrarlas. Para la agroinfiltracion se utilizaron jeringuillas de 1 mL
sin aguja, teniendo la precaucioén de no romper la hoja. Entre cada construccion, fue
necesario cambiar los guantes y la jeringuilla para no contaminar y limpiar con 70%
etanol (v/v). Se marcaron las hojas donde se produjo la infiltracion con una cuerda de
algodén y una etiqueta que indicaba la construccion usada. Una vez inoculadas las
plantas, se colocaron las distintas construcciones en bandejas separadas y con gran

distancia entre las plantas para evitar contaminaciones cruzadas.
1.3.4. Decapitacion

Tras 6 dias desde la agroinfiltracion (detallada en los apartados siguientes), se
cortaron las plantas por encima de la marca de la inoculacion, evitando asi, por una
parte, que se diluyera la transformacion en las ramas laterales, y por otro lado, para
hacer el seguimiento en las nuevas hojas nacientes. A partir de ahi, se esperaba que las

nuevas ramas tendrian los genes interrumpidos de haber sido exitosa la transformacion.
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1.3.5. Fenotipado

Las plantas transformadas con la técnica VIGS son quimeras y, por tanto, hay que
tener en cuenta que se espera obtener una variedad de fenotipos entre fuerte, leve o
ninguno, y ademas considerar que no todas las hojas van a presentarlo e incluso no toda
la superficie de la hoja por igual. Asi, esta técnica es muy util cuando se presenta un
fenotipo claro, sea de hoja o de otra parte de la planta. Por ello, es importante trabajar
con un gran numero de plantas para asegurar que se pueda observar un fenotipo con
claridad. Tal y como se ha comentado, una vez que las plantas control positivo
portadoras de las construcciones pCAPE1l: pCAPE2-PDS empiecen a blanquear sus
hojas, es el momento de analizar las plantas objeto de interés pCAPE1l:pCAPE2-
PsTRX01-PsNTRB.

2. Bacterias

2.1 Escherichia coli
2.1.1. Condiciones de cultivo

Para los cultivos bacterianos, se utilizé el medio LB al que se afiadié previo a la
esterilizacion, 15 g/L de bactoagar en caso de la preparacion de placas con medio
solido. El programa de esterilizacion para medios de cultivos fue de 121°C durante 20
minutos sin etapa de secado. Los medios se suplementaron con los antibidticos estériles
correspondientes cuando se alcanzaron los 55°C de preenfriamiento tras el autoclavado
de los mismos. Tras las inoculaciones, los cultivos liquidos de E. coli se incubaron toda
la noche a 37°C con agitacién a 220 rpm. En el caso de cultivos en medio sélido, se
dejaron crecer toda la noche en estufa a 37°C, colocando las placas invertidas para evitar
contaminaciones y que el agua condensada caiga sobre el medio.

2.1.2. Cepas empleadas

Para los experimentos de VIGS la cepa de E. coli empleada en las transformaciones
fue ElectroMAX™ DH10B™ (Life technologies). Para la purificacién de proteinas
recombinantes los cultivos se crecieron a 37°C y agitacion a 220 rpm con movimiento
circular durante 24 horas. Estos cultivos se usaron para obtener ADN plasmidico para
transformar células competentes BL21 y Rosseta aptas para la induccién de la

produccién de las proteinas.

-63 -



MATERIALES Y METODOS

2.1.3. Células competentes

Para la transformacion de células competentes de E. coli, se utilizaron dos

estrategias, dependiendo de la cepa empleada, que se detallan a continuacion.
2.1.3.1. Transformacion mediante choque térmico

Para la transformacion mediante choque térmico de células competentes E. coli
DH5a y JM109 se partio de alicuotas de 50 pL conservadas a -80°C que se
descongelaron en hielo manteniéndolas 20 minutos antes de afadir entre 0,1-1 pg de
ADN del plasmido o el producto de ligacion de interés. La mezcla se incub6 durante 30
minutos en hielo y posteriormente se sometié a coche térmico exponiéndolas a 42°C
durante 30 segundos antes de devolverlas rapidamente al hielo. Tras 5 minutos en hielo,
se afiadieron por resuspension suave 500 pL de medio LB suplementado con 2% (v/v)
de 1 M glucosa 'y 1% (v/v) de 1 M MgCly, todo estéril. Se incubaron durante 1 hora a 37
°C en agitacion (250 rpm). Posteriormente, se centrifugd a bajas rpm (2.000-5.000)
durante 5 minutos y el sedimento bacteriano se resuspendiéo en 100 puL de medio
remanente, se sembr6 en una placa Petri con medio LB y los antibidticos adecuados
segun el tipo de plasmido utilizado. Si el vector empleado lo permitia se seleccionaron
las células transformadas por a-complementacion, se afiadieron al medio 0,8 mg por
placa del sustrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido (X-Gal)
(Duchefa) y 0,8 mg por placa del inductor IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido)
(Sigma-Aldrich). Las placas se incubaron toda la noche a 37 °C.

2.1.3.2. Transformacion mediante electroporacion

Se parti¢ de alicuotas que contenian 40 pL de bacterias en un medio que contenia
glicerol para evitar la formacion de cristales de hielo. Para evitar la muerte celular, se
partio de preparaciones diluidas de plasmidos, probando diferentes concentraciones y
asi transformar con 1 pL en cada una de las reacciones. Las celdas de electroporacion se
enfriaron previamente en hielo y se afiadié la mezcla de reaccion con la cautela de evitar
la formacion de burbujas que generarian en el paso de la corriente chispazos letales para
las bacterias. Se dio un pulso de 1.700 V en el caso de E. coli. Una vez que el plasmido
se introdujo dentro de las células a transformar, trabajando en condiciones de
esterilidad, se afiadieron 200 uL de medio de cultivo liquido LB en la cubeta, se

resuspendio suavemente y se traspaso todo el volumen a un microtubo. Las bacterias
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transformadas se dejaron durante 1 hora a 37°C y agitacion. Una vez pasada la hora,
para realizar el cribaje y seleccionar las colonias transformadas, se plaquearon las
células en medio de cultivo LB sélido con el antibiotico de seleccion para que se
exprese el gen de resistencia y X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galacto-
piranosido; C,,H,:BrCINOy). Para la identificacion de clones bacterianos recombinantes
se utilizd el sistema de a-complementacion. La induccion del gen lacZ mediante IPTG
produce la hidrélisis de X-Gal y la formacion de un precipitado de color azul intenso (4-
cloro-3-bromo-indigo) en las colonias que no fueron transformadas, mientras que las

transformadas quedan blancas.

2.2. Agrobacterium tumefaciens

2.2.1. Cepas empleadas

Para la transformacion de Pisum sativum mediante electroporacion con los vectores
binarios pCAPEl1 y pCAPE2 se utilizd la cepa de Agrobacterium tumefaciens
C58/pMP90 (GV3101) (Koncz y Schell, 1986).

2.2.2. Células competentes

Para la preparacion de células competentes, se pico una colonia de Agrobacterium
tumefaciens y se resuspendiéo en 200 mL de medio LB liquido estéril (10 g/L de
triptona; 5 g/L de extracto de levadura y 10 g/L NaCl). El cultivo se dejé crecer a 28°C
toda la noche, con agitacion (200 rpm) hasta que se alcanzd a una O.D.goonm €ntre 0,5 y
0,7. Se preenfriaron frascos de centrifugacion y una vez alcanzada la densidad dptica
Optima, se centrifugaron los cultivos a 6.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se eliminé
el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 200 mL de 10% glicerol (v/v) estéril
frio, realizando la resuspension en hielo. Se repitio el paso de centrifugaciéon (6.000
rpm, 10 minutos, 4°C), se elimind el sobrenadante y el precipitado se resuspendio en
100 mL de 10% glicerol (v/v) frio. Se centrifugd nuevamente dos veces, resuspendiendo
cada vez el precipitado en 4 mL de 10% glicerol (v/v) y se alicuotaron 40 uL de las
células competentes obtenidas en microtubos, trabajando siempre en frio. Las alicuotas

se congelaron en nitrogeno liquido y se conservaron a -80°C.
2.2.3. Transformacion por electroporacién

Para la transformacion de Agrobacterium tumefaciens mediante electroporacion, se
utilizaron 40 uL de células competentes descongeladas en hielo y se afiadié 1 uL de
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plasmido con la construccion de interés para transformar las células. El plasmido se
resuspendid lentamente, para evitar la formacion de burbujas, trabajando siempre en
hielo. Se traspasd la mezcla a una cubeta de electroporacion de 0,1 cm estéril
preenfriada y se la colocé en un electroporador Gene Pulser™ (BioRad). Las
condiciones de electroporacion fueron de 400 Q, 25 pF y 1,8 kV. Después del pulso
eléctrico, se afiadieron 200 uL de medio LB en la cubeta conteniendo el antibidtico de

resistencia conferido por el plasmido con el que se transformo a las bacterias.
2.2.4. Transformacion por agroinfiltracion

Aproximadamente, unos 11 dias después de haber sembrado en tierra las semillas
germinadas de guisante, se prepararon los medios de cultivo necesarios para el
mantenimiento de las cepas de Agrobacterium tumefaciens con las diferentes

construcciones.
2.2.4.1. Medio de cultivo para crecimiento

Se prepararon placas Petri con 20 mL de medio de cultivo estéril LB-agar (10 g/L
Triptona; 5 g/L Extracto de Levadura; 10 g/L NaCl y 15 g/L de bactoagar) afiadiendo
los antibidticos sulfato de 50 pg/mL kanamicina para seleccion por la resistencia
conferida por los vectores utilizados previamente esterilizado con un filtro Millex GP
0,22 pm (Millipore) y 25 pg/mL (stock 25 pg/pL rifampicina para la seleccion de la
cepa de Agrobacterium.

Se partié de stocks glicerolados de Agrobacterium tumefaciens (cepa vacia inicial
GV3101) mantenidos a -80°C con las distintas construcciones, trabajando con més de
un vial para cada construccion para asegurar el crecimiento bacteriano. Se dispuso de

los siguientes stocks de Agrobaterium:
-Agrobacterium transformada con el vector pCAPEL (virulencia),

-Agrobacterium transformada con el vector pCAPE2-PDS (control positivo que

provoca blanqueo de las hojas).

- Agrobacterium transformada con el vector pCAPE2- NTRB-TRXo01- (construccién

doble en tandem de interés).

Para realizar la siembra en estrias, se trabajo dentro del flujo laminar para evitar

contaminaciones. Se picaron los viales con los stocks glicerolados que contenian la
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construccion correspondiente con el hilo de siembra y se sembrd por dilucion para
obtener colonias individuales en la placa que se dejaron crecer en estufa a 28°C durante
16-18 horas. A partir de una colonia individual de cada construccion, se procedio a
preparar un precultivo en tubos de ensayo a partir de 3 mL de medio de cultivo liquido
LB mas los antibioticos kanamicina (resistencia de los vectores pCAPE1 y pCAPE2) y
rifampicina (resistencia de la cepa de Agrobacterium), trabajando siempre por duplicado
de cada construccion como minimo para garantizar que el crecimiento bacteriano. Los
antibidticos se afiadieron cuando el medio de cultivo estuviese templado, tras el proceso
de esterilizacion himeda por autoclavado (121°C durante 20 minutos), evitando asi la
desnaturalizacion de los mismos. Se picé una colonia aislada con una punta de
micropipeta P200 estéril y se dejé la misma dentro del medio de cultivo liquido toda la
noche con agitacion a 200 rpm y 28°C. Una vez que se obtuvo el precultivo, se
inocularon distintos volimenes de medio LB mas los antibi6ticos 25 pug/mL rifampicina
y 50 pg/mL kanamicina, usando como referencia para agroinfiltrar 10 plantas, el uso de
130 mL de medio con 65 pL de cada preinoculo. En las inoculaciones, se utilizd una
proporcion 1:1 del vector pCAPE1 (necesario para de virulencia) y el vector pCAPE2
con la secuencia especifica del gen a infectar. Se incubaron entonces los indculos a
28°C y con agitacion a 200 rpm durante toda la noche (17 horas aproximadamente). Se
midié la densidad Optica en un espectrofotometro (D.O.g00 nm), Utilizando como blanco
una cubeta con medio de cultivo liquido mas los antibidticos kanamicina y rifampicina a
las concentraciones con las que se estaba trabajando, hasta alcanzar una D.O.gp0 nm €Ntre
1,2y 1,5.

2.2.4.2. Medio de cultivo para infiltracién

Una vez medidas las densidades Opticas de los cultivos, se calcularon las cantidades
de medio de infiltracion IVIM (10 mM NaCl, 1,75 mM CaCl,, 100 uM acetosiringona
(37, 5”- dimetoxi-4"- hidroxiacetofenona preparada en DMSQ) que eran necesarias para
resuspender las células bacterianas de los precipitados obtenidos mediante
centrifugacion a 3.000 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente, segun la

siguiente férmula:
mL IVIM = 0,1 x (mL cultivo inicial) X (D.O.600 nm)

Se incubd cada cultivo a temperatura ambiente y sin agitacion durante 2 horas para

que la acetosiringona activase la transfeccion de Agrobacterium. En el caso de las
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construcciones dobles (0)CAPE1:pCAPE2-PDS; pCAPEL:pCAPE2-PsNTRB-PsTRX01),
se realizd una mezcla de cada cultivo correspondiente en proporcion 1:1 una vez

transcurridas las dos horas de incubacion.

3. Genética molecular

3.1. ADN
3.1.1. Extraccion de ADN genémico

Para extracciones rapidas de ADN como las utilizadas en los ensayos de genotipado
de plantas transgénicas, se siguio el protocolo de Edwards y col. (1991) con algunas
modificaciones. Cabe destacarse que para este tipo de extracciones es conveniente partir
de hojas jovenes y de poco tamafio para obtener una buena calidad de la extraccion. Se
maceré una hoja a temperatura ambiente con un pistilo autoclavado sin tampon de
extraccion, durante 15 segundos. Se afiadieron 400 pL de tampon de extraccién (200
mM Tris-HCI pH 7,5; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA; 0,5% SDS) y se continud
macerando con el pistilo, tras lo cual, se agité en vértex (VELP Scientifica) durante 5
segundos. Los extractos se centrifugaron a 13.000 rpm durante 3 minutos. Del
sobrenadante obtenido, se pasaron 300 pL a un tubo nuevo y se afiadieron 300 pL de
isopropanol (2-propanol). Se mezclo por repipeteo y se dejo a temperatura ambiente
durante 2 minutos. Se centrifugaron las muestras a 13.000 rpm durante 5 minutos a 4°C.
Mediante la bomba de vacio, se elimin6 el isopropanol de las muestras, teniendo la
cautela de no arrastrar los precipitados que se dejaron terminar de secar al aire dentro de
la campana extractora de gases. Una vez eliminado el alcohol de la muestra (que podria
interferir en futuras reacciones), se afiadieron 60 pL de agua MilliQ esterilizada y sin
resuspender de dejo a 4°C durante toda la noche (a fin de que el ADN se disolviera
evitando movilizar los restos vegetales que pudiesen quedar en el precipitado). Se
cuantificd entonces la concentracion y pureza en el Nanodrop ND-100 (Agilent

Technologies) y las muestras se conservaron a -20°C.

En los casos en los que era necesario obtener un ADNg de mayor pureza, por
ejemplo, en las muestras enviadas a analizar por secuenciacion, paso posterior a una
amplificacion por PCR, se recurrid al uso de DNeasy Power Plant Pro Kit (Qiagen),

siguiendo las instrucciones del fabricante.
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3.1.2. Extraccion de ADN plasmidico

Para la extraccion de ADN plasmidico a pequefia escala, se utilizaron los siguientes
kits comerciales siguiendo las instrucciones recomendadas por los fabricantes: Plasmid
DNA purification NucleoSpin® Plasmid (5.1) Isolation of high-copy plasmid DNA from
E. coli (Macherey-Nagel) y E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini Kit | (Omega Bio-Tek). Se
parti6 de cultivos bacterianos liquidos saturados de 5 mL crecidos en condiciones
optimas (ver en Materiales y Métodos en las secciones de E. coli y A. tumefaciens)
durante 24 horas en medio LB suplementado con los antibidticos especificos en cada
caso para la seleccion de clones. Ambos métodos estan basados en un procedimiento de
lisis alcalina y retencion de ADN plasmidico en una columna formada por una matriz de
silice, donde es lavado con etanol y eluido con agua libre de nucleasas. Se precipitaron
las células por centrifugacion y se eliminé el sobrenadante. Se resuspendio el
precipitado en tampén de lisis celular y se afiadié posteriormente un tampon de
precipitacion de proteinas y ADN gendmico. Se centrifugé a maxima velocidad durante
5 minutos a temperatura ambiente para clarificar los lisados. Se decantaron las muestras
en columnas provistas con membranas de silice de unién. Mediante centrifugaciones
sucesivas se limpio el ADN plasmidico que posteriormente fue eluido en agua MilliQ.
Se cuantificé mediante un Espectrofotometro Nanodrop ND-100 (Agilent Technologies)
y se conservo a -20°C hasta su uso. Todos los desechos liquidos generados en la
extraccion, por provenir de bacterias, fueron tratados con lejia al menos por 24 horas y

los residuos solidos autoclavados para su eliminacion.

3.1.3. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La electroforesis horizontal en matrices de agarosa fue utilizada para la separacion y
el anélisis de fragmentos de ADN basados en su tamafio mediante sometimiento a un
campo eléctrico constante. El porcentaje de agarosa de los geles utilizados fue
determinado por el tamafio de los fragmentos a resolver. En el caso de productos de
PCR, la concentracion de agarosa utilizada fue de 1,5% (p/v), porcentaje efectivo para
separar fragmentos entre 200 y 3.000 pares de bases (pb). Los geles se prepararon en
tampon TAE 1x (40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA,; pH 8,3). Para la visualizacion de
los fragmentos, asi como el patrén de bandas de referencias (DNA Molecular Weight
Marker VI, 0,15-2,1 kpb, Sigma-Aldrich), se afadié en el tampdén de carga a
concentracion final 1x (6x DNA Loading Dye; Thermofisher) el intercalante de ADN

GelRed™ Nucleid Acid Stain (Biotium). La migracion estandar para los productos de
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PCR fue a 80 voltios durante 40 minutos en una cubeta de electroforesis conteniendo
tampdn de migracién TAE 1x. La resolucion electroforética se reveld en un instrumento
Amersham Imagen 600 (GE Healthcare) mediante fluorescencia UV a 312 nm

(longitud de onda de excitacion).

3.1.4. Cuantificacion de ADN en solucién

En un Nanodrop ND-100 (Agilent  Technologies), se  determind
espectrofotométricamente la cantidad de ADN que contenian las muestras, donde se
midio la absorbancia a 260, 280 y 230 nm frente a un blanco de agua ultrapura. La
concentracion de las muestras se calculo en relacién al valor estandar D.O.,60nm=1 para
soluciones de 50 ng/uL de ADN, asi como la pureza de las mismas dada por la relacion

de absorbancia Axso nm/Azso nm, 12 cual debia presentar un valor entre 1,8-2,0.
3.1.5. Manipulacién enzimética del ADN
3.1.5.1. Artailing

La enzima Taqg polimerasa simple afiade adeninas (A) en el extremo terminal 3".
Estas adeninas fueron utilizadas como estrategia para clonar los fragmentos dentro del
vector pGEM® T-Easy (Promega) que comercialmente se distribuye en conformacion
abierta, con timinas libres en la cadena simple. Se afiadié mediante A tailing una
adenina (A") en los fragmentos por incubacion en termobloque a 72°C durante 20
minutos utilizando en la mezcla dATPs como bases para la reaccion con la enzima Taq
polimerasa (Biotools) para que generar un extremo que se aparee a la timina (T) en
tampon 1x de la enzima suplementado con MgCl,.

3.1.5.2. Digestion

Para la digestion de productos de PCR o plasmidos, se hizo uso de enzimas de
restriccion especificadas en cada caso. Mediante mipreparaciones (Minipreps) de
plasmidos, se los extrajo y fueron digeridos en una mezcla de 1 pg de ADN conteniendo
5 U de enzima de restricciéon y 3 uL del tamp6n correspondiente (10x) en un volumen
final de 30 pL. Las preparaciones se incubaron a 37°C durante 90 minutos en un
termobloque. La digestion fue finalmente verificada mediante electroforesis en un gel

de agarosa al 1%.
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3.1.5.3. Ligacion

Tras la obtencién de fragmentos de ADN purificados para ser ligados a vectores
plasmidicos, previamente linearizados éstos, se realizaron las reacciones de ligacion
manteniendo una relacion estequiometrica inserto:vector de 3:1 6 de 5:1. Para calcular

la relacion molar a utilizar, se aplico la formula:

_ (cantidad de vector (ng)). (tamaiio del inserto (kb))

cantidad de inserto(ng) = .relacién molar inserto : vector

tamaio del vector (kb)

Las mezclas se realizaron en tampon de ligacién 1x (Invitrogen) y 1 U de enzima T4
ADN ligasa (Invitrogen) en un volumen de 20 uL. Las condiciones de reaccién fueron a
25°C durante 1 hora 6 4°C toda la noche. En las reacciones de ligacion con el vector
PGEM®T-Easy (Promega), se utilizaron los reactivos proporcionados por la casa

comercial, siguiendose las recomendaciones.

3.1.6. Limpieza de muestras de ADN

Los fragmentos de ADN que fueron utilizados en reacciones de ligacion o digestion,
asi como los productos de PCR que se secuenciaron, necesitaron un paso previo de
limpieza. Para la limpieza de esta muestra se utilizd el kit DNA Clean & Concentrator
™ (Zymo Research) siguiendo las especificaciones del fabricante. En un tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL, se afiadieron 2 (en el caso de plasmidos 6 ADNg mayor de
2 kb) 6 5 (si se trataba de un producto de PCR 6 un fragmento de ADN) volimenes de
tampon de unién de ADN por cada volumen de muestra. En una columna Zymo-Spin™
provista de un tubo colector, se transfirié la muestra y se centrifugé 1 minuto a 10.000
rpm. Se afiadieron 200 pL de tampdn de lavado y se volvid a centrifugar. EI paso de
lavado se repitié una vez mas, desechandose lo que atravesé la columna. Para secar la
columna y eliminar el etanol contenido en el tamp6n de lavado, se centrifugd 2 minutos.
Se recuper0 la muestra de la columna por adicion de 10 pL de tampon de elucion (10
mM Tris-HCI pH 8,5; 0,1 mM EDTA) y centrifugacion a 12.500 rpm durante 1 minuto,

recolectando la muestra en un tubo de microcentrifuga.

3.1.7. Recuperacion de muestras de ADN a partir de geles de agarosa

Para la recuperacion y limpieza de fragmentos de ADN que fueron previamente
migrados en un gel de agarosa, se utilizé Zymoclean ™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo
Research). Las bandas fueron visualizadas en un transiluminador para poder

seleccionarlas y recortadas del gel de agarosa, intentando minimizar el tiempo de
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exposicion del fragmento de ADN a la luz ultravioleta para evitar su degradacion. Se
transfirio la banda a un microtubo y se la pesé. Se afiadieron 3 volumenes del tampon de
disolucidn de la agarosa y se incub6 a 55°C durante 5 a 10 minutos con agitacion a 800
rpm. Una vez disuelta la banda de agarosa, se transfiridé la solucién a una columna
Zymo con un tubo colector. Se centrifugd durante 1 minuto y se descartdé lo que
atraveso la columna. Se afiadieron 200 pL de tampon de lavado y se centrifugd durante
30 segundos. Tras descartar el desecho del tubo colector, se volvio a centrifugar 2
minutos para secar la columna. Se colocd la columna dentro de un microtubo y se
afiadieron 6 pL de tampon de elucién (10 mM Tris-HCI pH 8,5 conteniendo 0,1 mM
EDTA) de ADN a la matriz de la columna. Se centrifug6 1 minuto para eluir el ADN.

3.1.8. Secuenciacién de fragmentos de ADN

Para comprobar que las secuencias de los insertos en las construcciones eran
correctas y se hallaban en la disposicién predicha, los productos de PCR se enviaron a
secuenciar mediante analizadores automaticos de secuencias y fragmentos de ADN
(Applied Biosystems) al Centro de Apoyo a la Investigacion y Desarrollo (CAID),
Seccion de Biologia Molecular de la Universidad de Murcia. Las muestras y
oligonucledtidos fueron diluidas con agua MilliQ estéril a la concentracion requerida

por el servicio, no siendo necesario ningun tratamiento previo.

Para los analisis realizados en las Estancias Breves en Valencia, las reacciones de
secuenciacion se llevaron a cabo en el Servicio de Secuenciacién de ADN del Instituto
de Biologia Molecular y Celular de Plantas (Universidad Politécnica de Valencia-

CSIC), donde se utiliz6 un secuenciador capilar ABI 3100 (Applied Biosystems).
3.1.9. Alineamiento de secuencias

Los resultados de las muestras de ADN secuenciadas fueron analizados mediante
alineamiento en CLUSTAL Omega (Multiple Sequence Alignment Omega) del

European Bioinformatics Institute (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Para realizar los alineamientos de las secuencias amplificadas con los
oligonucle6tidos en direccion inversa (Reverse) se debid obtener la secuencia reversa
complementaria. Para ello, se hizo wuso de herramientas bioinformaticas

(http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html). Las secuencias de ADN gendémico

en formato FASTA de los genes de interés se obtuvieron a través de BLAST de la
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pagina  web de  The  Arabidopsis Information Resource (TAIR;

https://www.arabidopsis.org/).

Para la busqueda de secuencias mediante el Numero de Acceso (Accesion Number),
se utilizo la base de datos ENA (European Nucleotide Archive)

(https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home).

Para hallar la secuencia de NTR de Pisum sativum para VIGS, se utilizd la base de
datos Pulse Crop Database (https://www.pulsedb.org/). Con las secuencias disponibles,

se realizd un alineamiento multiple para obtener la secuencia consenso mediante

Multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

3.2. PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; Polymerase Chain Reaction) es un
método enzimatico de amplificacion de fragmentos de ADN mediante secuencias
especificas de oligonucledtidos (cebadores) que se unen por complementariedad de
bases al molde catalizdndose la extension en direccion 5°-> 3. Haciéndose eco de un
proceso fisioldgico, mediante una enzima termoestable Taq-polimerasa (procedente de
la bacteria Thermus aquaticus), en cada ciclo de reaccion, se consigue duplicar in vitro
la secuencia de interés obteniéndose un gran numero de copias siguiendo la formula
exponencial 2", donde n se refiere al nimero de ciclos de replicacion. Para los analisis
pertinentes de esta Tesis Doctoral, se partié de moldes de ADN de diferente naturaleza,
incluyendo ADN gendémico (ADNg), plasmidos recombinantes purificados 6 ADN
complementario (ADNCc), obtenido a partir de la retrotranscripciéon del ARN.

3.2.1. PCR a punto final

La preparacion de la mezcla de reaccion de PCR fue a volumen final variable, segln
los requerimientos experimentales, conteniendo a concentracion final 0,5 uM de los
oligonuclettidos sentido (f; forward) y antisentido (r; reverse) especificos del
fragmento a amplificar; 0,2 mM de una mezcla equimolar de cada desoxinucle6tidos
trifosfato (dNTPs: dATP, dGTP, dCTP, dTTP; Bioline); tampdn de reaccion 1x
(suministrado por el fabricante); 0,025 U de Taq polimerasa (Biotools); ADN molde en
concentracion variable (50-100 ng de ADNg; 5-10 ng de ADNpiasmidico) Y agua MilliQ
estéril libre de DNasas. Las reacciones se llevaron a cabo en un Termociclador

SimpliAmp Thermal Cycler (AppliedBiosystems by Thermo Fisher Scientific). El
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programa de amplificacion estdndar consistié en un ciclo inicial de desnaturalizacion
del ADN molde de 10 minutos a 94°C para la apertura de la doble hebra, seguido de 35
ciclos comprendidos de: 1 minuto a 94°C (desnaturalizacion); 1 minutos a la
temperatura Optima de hibridacion (anneling) de los cebadores a la hebra molde de
cadena simple; entre 1 y 1,5 minutos a 72°C (extension que depende del tamafio del
fragmento a amplificar teniendo en cuenta que la enzima ADN polimerasa Biotools
amplifica 1 kilobase (kb) por minuto). Finalmente, un ciclo de extension final de 10
minutos a 72°C. En todos los casos se incluyo un control negativo (mezcla de reaccion
sin ADN) y cuando fue posible, uno positivo. Para la puesta a punto de la temperatura
Optima de alineamiento de los oligonucledtidos empleados, se realizaron pruebas
considerando 5°C menos sobre la temperatura de fusion estimada (Ty,; temperatura de
melting) de los cebadores mediante PCR en gradiente de temperatura. Las mismas se

realizaron en un Termociclador TC-5000 Plus (Techne).

Para el disefio de cebadores utilizados en reacciones de PCR a punto final

(semicuantitativas), se utiliz6 Primer3Plus (https://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi/). La longitud de los mismos fue de 18-24 nucle6tidos,

buscando que las parejas de cebadores, tuviesen temperaturas de fusion (melting
temperature) y de hibridacién o anillamento (annealing temperature) similares entre
ellas, sin superar los 5°C de diferencia, con un contenido de G + C (guanina mas
citosina) entre 40-60%. Otra caracteristica es que no contuviesen secuencias
palindromicas ni fuesen complementarios entre si para evitar la formacion de dimeros
de primer (cebador). Para los anélisis de genotipado, se obtuvieron los oligonucledtidos
del Salk Institute Genomic Analysis Laboratory

(http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html) a partir de las lineas seleccionadas con la

insercion de ADN-T (ADN transferido), utilizando para amplificar el ADN transferido
el oligonucle6tido LB (Left border primer of the T-DNA insertion), especificamente, el
LBb1.3 (5- ATTTTGCCGATTTCGGAAC- 3’; ver Tabla 3 en la seccion de Materiales
y Métodos 1.2.5). Las secuencias de los oligonucledtidos fueron sintetizadas por la casa

comercial 1sogen Life Science B.V.
3.2.2. PCR de colonia

Para comprobar la transformaciéon de células competentes de E. coli sin realizar

minipreparacion de plasmidos, se utiliz6 como molde de ADN 2 uL de una dilucion de
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las colonias bacterianas para evitar inhibiciones de la reaccion en 100 pL de agua
MilliQ picando sobre las mismas con una punta de micropipeta estéril. Se realizé la
amplificacion por PCR con oligonucledtidos especificos de la secuencia del gen con el
que se las transformé siguiendo las condiciones de reaccion descritas en 3.2.1. de esta
seccion. Los productos de PCR fueron finalmente comprobados mediante secuencién
(3.1.8 de Materiales y Métodos). Las colonias se conservaron para su posterior uso en
caso de resultar positivas tras la PCR replicando mediante estria en medio selectivo o
bien inoculando una gota (2 pL) del agua donde quedd disuelta la fraccién de colonia

utilizada para la PCR.
3.2.3. PCR anidada

Utilizando como molde el amplicdn generado en una PCR anterior, la PCR anidada
permite afadir nuevos nucledtidos al primer amplicén, y para ello se usan
oligonuclettidos disefiados para hibridar con la primera secuencia amplificada e
incorporar los nuevos nucledtidos. Asi, se utilizaron dos parejas de primers en el
proceso completo: en la primera PCR se utilizé una concentracion de primers 2 uM
mientras que en la segunda, se usé una concentracion de 20 UM, para asegurar una
completa y selectiva amplificacion, aumentando la especificidad de las PCR al usar
oligonucle6tidos maés cortos y seleccionar los amplicones definitivos.

3.3. Obtencion de insertos

3.3.1. Insertos para VIGS

Las construcciones VIGS de los genes PSNTRB y PsTRXol para silenciar se
generaron utilizando el vector pCAPE2-PDS. La region codificante PsPDS del vector
pCAPE2-PDS esta flanqueado por los sitios de restriccion Ncol, Spel y Xbal al inicio y
Pstl, Bglll y EcoRI al final, permitiendo cortar el fragmento y ligar el ADNc de los
genes de interés a silenciar. Para disefiar las construcciones para silenciar los genes
PsSNTRB y PsTRXol, los fragmentos fueron amplificados con los oligonucledtidos
especificos que afiadieron al inicio y al final del fragmento, sitios de restriccion que se
utilizaron para clonarlos dentro del vector pCAPE2. Los fragmentos amplificados se
purificaron y clonaron en el vector pGEM® T-Easy (Promega) con las enzimas de
restriccion. Se aislaron los plasmidos mediante mini-preparaciones (EZNA Plasmid
DNA mini kit, Omega) y se digirieron con la enzima de restriccion a 37°C durante 15

minutos. La digestion se migré en un gel de agarosa y se pudo obtener el fragmento de
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los genes a silenciar separados del vector pGem®T-Easy. Luego, se subclonaron en el
vector pCAPE?2 linearizado donde se sustituyo el fragmento PsPDS con el fragmento en
tandem de ADNc PsNTRB-PSTRXo1.

Tabla 5. Parejas de oligonucleétidos utilizadas para amplificar por PCR los fragmentos de los

genes PsNTRB y PsTRXol a partir de ADNc de guisante Bonneville wild type para clonarlos
dentro del vector pGem®T-Easy.

Pareja | Oligonucle6tido Secuencia

Set1l | Setl-PsNtrb-fd 5 -GGACCTCCTTGCTTCACTATG-3
Setl | set1-PsNtrb-rv | 5 -CTCAAACTAGACCGCAGAGAG-3
Set2 | set2-PsNtrb-fd 5 -AAAGTGCCAATGGTGTGGA-3"
Set2 | set2-PsNtrb-rv | 5 -GCAGAGATGATTCCTCCATCAG-3
Set2 | get2-PsTrxol-fd | 5 -TCCTTGTTAATTCTGCGGAAGAG-3
Set2 | set2-PsTrxol-rv | 5 -GATTCAATCGCGCAACATCTG-3

3.3.2. Insertos para obtencion de proteinas recombinantes HisAtPYRIWT,
HisAtPYR1C30S, HisAtPYR1C65S, HisAtPYR1C70S

Para poder realizar estudios de o6xido-reduccion en las formas monoméricas y
oligométicas de la diana de Tiorredoxina ol PYR1 mediante ensayos Western blot, se
introdujeron mutaciones de interés para obtener proteinas truncadas en las distintas
cisteinas que contiene PYR1 (C30, C65 y C77), transformando estas cisteinas (-SH) en
serinas (-OH) mediante mutagénesis dirigida a través de PCR. A continuacién, se
presentan las secuencias nucleotidica (TAIR: At4g17870) y aminoacidica (UniProtKB:
049686) de AtPYRL.

CDS wild type:

ATGCCTTCGGAGTTAACACCAGAAGAACGATCGGAACTAAAAAACTCAATC
GCCGAGTTCCACACATACCAACTCGATCCAGGAAGCTGTTCATCACTCCACG
CGCAACGAATCCACGCGCCTCCGGAACTCGTCTGGTCAATCGTACGACGAT
TCGACAAACCACAAACATACAAACACTTCATCAAATCCTGCTCCGTCGAAC
AAAACTTCGAGATGCGCGTCGGATGCACGCGCGACGTGATCGTCATCAGTG
GATTACCGGCGAACACATCAACGGAAAGACTCGATATACTCGACGACGAAC
GGAGAGTTACCGGATTCAGTATCATCGGAGGCGAACATAGGCTGACGAATT
ACAAATCCGTTACGACGGTGCATCGGTTCGAGAAAGAGAATCGGATCTGGA
CGGTGGTTTTGGAATCTTACGTCGTTGATATGCCGGAAGGTAACTCGGAGG
ATGATACTCGTATGTTTGCTGATACGGTTGTGAAGCTTAATTTGCAGAAACT
CGCGACGGTTGCTGAAGCTATGGCTCGTAACTCCGGTGACGGAAGTGGTTC
TCAGGTGACGTGA
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Secuencia en Fasta:

MPSELTPEERSELKNSIAEFHTYQLDPGSC*SSLHAQRIHAPPELVWSIVRRFDK
PQTYKHFIKSC®SVEQNFEMRVGC'TRDVIVISGLPANTSTERLDILDDERRVTG
FSIHIGGEHRLTNYKSVTTVHRFEKENRIWTVVLESYVVDMPEGNSEDDTRMFAD
TVVKLNLQKLATVAEAMARNSGDGSGSQVT

Tal y como se presenta en la secuencia de aminoacidos, las cisteinas 30 y 65
presentan un entorno nucleofilico al estar rodeadas también de serinas.

Figura 23. Estructura en 3D de PYRL1 en su forma tetramérica. (Protein Data Bank;
https://www.rcsh.org/structure/3k90)

Para realizar la mutagénesis de cambio de cisteina a serina (C—S) en PYRL, se
disefiaron oligonucleoétidos de union en torno a la secuencia que se queria mutar y en
éstos se introdujo un codon que en vez de traducir para cisteina (TGT / TGC), lo hacia
por serina (TCT / TCC / TCA / TCG / AGT / AGC), forzando la mutacioén por ambos
lados de la amplificacion. Ademas, se incluyeron en las construcciones, sitios de corte
de las enzimas de restriccion en el coddn de inicio de la secuencia codificante de la
proteina (CDS) y en el codon de parada para poder posteriormente, escindir los
fragmentos. Para cada una de las mutaciones de las tres cisteinas presentes en PYR1, se
prepararon dos mezclas de reaccion, conteniendo cada una de ellas, un sitio de corte
para las enzimas de restriccion. Luego, de que se amplificaran los fragmentos desde
ambos lados en dos PCR separadas para insertar la mutacion, se utilizaron estos
productos como molde para obtener un Unico fragmento. Para esta ultima PCR, se
utilizarén los oligonucleotidos para generar los sitios de corte de las enzimas de
restriccién. También, se afiadié una cola de histidina en el extremo N-terminal, para su

purificacion, ademas de servir como sitio de reconocimiento para posteriores ensayos.
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Tabla 6. Oligonucledtidos disefiados para la generacion de construcciones modificadas de la
proteina PYRL1 etiquetadas con cola de polihistidina y cambios de Cys a Ser mediante PCR y
mutagénesis dirigida para la posterior transformacion de E. coli con las construcciones
mutagenizadas (C30S, C65S, C77S) y expresion de las proteinas recombinantes que luego
fueron purificadas mediante Cromatografia de afinidad en matrices de Niquel.

Oligonucledtidos para clonacion Secuencia

Pyr1-Ncol-fd 5-aaAACCATGGCTTCGGAGTTAAC-3

Pyrl-EcoRlI-rv 5-aaAAGAATTCTCACGTCACCTGAGAAC-3
Pyr1C30S-fd 5 -CAGGAAGCTCATCATCACTC-3’
Pyr1C30S-rv 5 -GAGTGATGATGAGCTTCCTG-3
Pyr1C65S-fd 5 -TCAAATCCTCGTCCGTCGAA-3’
Pyr1C65S-rv 5 -TTCGACGGACGAGGATTTGA-3
Pyr1C77S-fd 5-CGTCGGATCGACGCGC-3
PyrlC77S-rv 5-GCGCGTCGATCCGACG-3’

3.4. Estrategias de clonacion
3.4.1. Clonacion convencional en pETM11 para purificacion de proteinas

En la clonacion convencional, utilizada para la expresién y purificacion de proteinas
recombinantes, en el fragmento de ADN amplificado por PCR se generaron los
extremos especificos con enzimas de restriccion (Seccién 3.3.1.) para ser incorporados
en el vector de expresion pETM11 (Fig. 24), vector de clonaje (digestion para generar
sitios de restriccion en la ORF de PYR1 y al final también, y se clona) y se liga con la
T4 ligasa.

Smal (4960) S e
Clal @777) |\ Dwlll (5787) /. Hindlll (73

Kanamycn®  fl onigin

~ > Pstl 249)

Ongmn (3445) -
pETM-11 ——_  BamHI (457)
6029 Sl
Sapl (3768) / o —— Eagl
\ T Neol (877)

4 Xhal 995)

_,"'
-~

T Bell (1797)

EcoRV (2233)

Figura 24. Vector pETM11 utilizado para generar construcciones para transformar
celulas BL21.
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Para que el inserto pueda ser ligado en el vector, este Gltimo debera ser digerido con
las endonucleasas de restriccion correspondientes. Los tratamientos de ligacion de
fragmentos de ADN se desarrollaron en volimenes pequefios (20 pulL) de tampon de
ligacién con la enzima T4 ligasa (Life Technologies™). La reaccién de ligacion se llevo
a cabo utilizando los tampones y el tiempo de incubacion recomendado por el fabricante

y en relaciones molares vector:inserto 1:3.

Una vez transcurrida la ligacion se procedio a transformar bacterias de E. coli BL21
para la purificacion de proteinas recombinantes, tal y como se describe en la Seccion
4.4.2. para obtener un clon que contuviese la construccion pertinente, la cual seria

purificada y secuenciada.
3.4.2. Clonacion para VIGS

Los fragmentos fueron amplificados con los oligonucledtidos especificos que
afiadieron al inicio y al final del fragmento, sitios de restriccion que se utilizaron para
clonarlos posteriormente, dentro del vector pPCAPE2 (como se describe en 3.3.1 de esta
seccidn). Estos fragmentos primero se purificaron y se les afiadio mediante A tailing una
adenina (A") en los fragmentos a clonar en el vector por incubacion en termobloque a
72°C durante 20 minutos utilizando dATPs (3.1.5.1 de Materiales y Métodos) como
bases para la reaccion con la enzima Taq polimerasa (Biotools) para generar un
extremo que se aparee con la timina (T) del vector pGem®T-Easy (Fig. 25), donde se

clonaron y posteriormente se escindieron mediante enzimas de restriccion.

Xmnl 2009

174
Scal 1890 Nael 2707 Apal 121 start
\ Aatll 20
1 ori Sphl 26
BstZI 31
Neol 37
Ampr ESTZl 43
otl 43
pGEM®-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector ! EcoRl | 52
(3.015bp)
Spel 64
EcoRlI 70
Notl 77
BstZ| 77
Pstl 88
ori Sall 20
Ndel a7
Sacl 109
BstXl |118 g
Nsil 127 i_‘
141 2
T sps 2

Figura 25. Vector pGem®T-Easy utilizado para el primer paso de clonacién en E. coli
cepa DH10B. Contiene resistencia a ampicilina (Amp') aunque en nuestro caso, hemos utilizado
para seleccionar al antibidtico carbenicilina (Cb), también de la familia de las penicilinas pero
de mayor espectro. LacZ que sirve para seleccionar las colonias transformadas (azules) de las
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no transformadas (blancas). Puntos de referencia: Sitio de inicio transcripcion de la ARN pol.
T7 (1 pb); Regién de clonacion multiple (10-128 pb); Promotor ARN pol. SP6 (-17 a +13)
(139-158 pb); Uniodn a oligo Rv M13 (176-197 pb); Coddn de inicio LacZ (180 pb); Operador
lac (200-216 pb); Region codificante B-lactamasa (1.337-2.197 pb).

Los tratamientos de ligacion se hicieron en volimenes de 10 pL de tampon de
ligacion con la enzima T4 ligasa (Promega) en las proporciones especificadas por el
fabricante, en relaciones molares vector:inserto 1:3. Se ligaron los fragmentos A" de los
genes a silenciar en el vector durante 1 hora a temperatura ambiente o bien a 4°C
durante toda la noche (3.1.5.3. de Materiales y Métodos), utilizando para la reaccion 1
uL de vector, 5 uL de tampon de ligacion, 1 uL de enzima ligasa (Invitrogen), 3 uL de
dATPs y se transformé en una alicuota (40 pL) de bacterias de E. coli ElectroMAX™
DH10B (Invitrogen) mediante electroporacion (1.700 V) con 0,85 uL de la reaccion de
ligacion en una cubeta previamente enfriada. La ligacion sobrante se conservo a -20°C y
las células transformadas se recogieron de la cubeta de electroporacién por adicién de
200 pL de medio LB y se pasaron a un microtubo donde se dejaron crecer a 37°C con
agitacion en posicion horizontal durante 1 hora. Este vector tiene en el lugar de
clonacion multiple; el operon LacZ, que estd interrumpido por unas timinas
desapareadas.El sistema regula la expresion de la R-galactosidasa, una enzima capaz de
hidrolizar la galactosa, pero para discriminar el color, se usa en su lugar la galactosa
unida a un sustrato fenélico que cuando es hidrolizado por la enzima genera un color
azul a la colonia. De esta forma, en las colonias blancas el inserto habra interrumpido el
operon y no podra degradarse el reactivo fendlico. Se plaquearon 80 uL de la
transformacion en placas de LB con X-gal y carbenicilina 100 ug/mL y se dejaron
crecer 24 horas a 37°C en posicion invertida. Las colonias positivas a la transformacion
fueron seleccionadas mediante resistencia a antibi6ticos en placas que a su vez
contenian X-gal para la seleccion de clones por a-complementacion. Se prepararon
preindculos en medio liquido LB mas carbenicilina que se dejaron crecer 24 horas a
37°C con agitacion (220 rpm).

En los experimentos de silenciamiento génico inducido por virus (VIGS) en Pisum
sativum, se utilizaron los vectores pCAPE1 y pCAPE2-PDS (cedidos por la Dra.
Elisabeth Johansen, Aarhus University, Dinamarca), que contienen el ARN1 y el ARN2

del Pea early-browning virus (PEBV), respectivamente. Estos vectores se encuentran
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bajo el control del promotor CaMV 35S y el terminador NOS, clonados en el vector
binario pPCAMBIA-1300 (Fig.26; CambialLabs) (Constantin y col., 2004).

Tabla 7. Plasmidos utilizados en VIGS.

Plasmido Caracteristicas Referencia/Origen Uso
pGEM® T- Amp', lacZ, promotores T7 'y Clonaje de
E SP6 Promega f t
asy ragmentos
pCAMBIA Hyg', Kan', promotor CAMV ) Construcciones
1300 35S Cambial-abs CAPE
p

Kan', promotor CAMV 358, Constantin y col., »

pCAPE1 Construccion VIGS
PEBV RNA1 2004

Kan', promotor CAMV 358, Constantin y col., »

pCAPE2 Construccion VIGS
PEBV RNA2 2004
MCS
(A) . (€ s F.LACZN}?:(?RDER(R)
RB ntron
pCAPET D2 — o ‘ \
35S PEBV RNAT \ o
pCAMBIA1300
(B) - % TZ%%{DIEE’ILE) sty /
PCAPE2-PDS h‘gmmm
Sher Bl . \ pVS1-REP
Neol  EcoRl ~-— '
pBR322 on
pBR322 bom site

Figura 26. Descripcion de los vectores pCAPEL, pCAPE2 y pCAMBIA-1300. Los casetes
RNA1 y RNA2 de expresion del PEBV (pea early brown virus) insertados entre los bordes
izquierdo y derecho de un vector derivado del pPCAMBIA-1300, se integran entre el promotor
35S y el terminador NOS (T). a) pCAPEL contiene el ADNc completo del ARN1 (RNA1) y un
intron insertado para estabilizar el plasmidos en la bacteria. b) pCAPE2-PDS contiene el ADNc
del ARN2 con una insercién de un fragmento de 470 pb del PsPDS; CP es la region codificante
de la proteina de la capside (Imagenes tomadas de Constantin y col., 2004). ¢) Mapa del
plasmido pCAMBIA-1300. El casete de resistencia a la higromicina (recuadro rosa) es
eliminado para la generacion de las construcciones pCAPE. (Tomado de la tesis de Joanna
Serwatowska, 2012. “Aislamiento y caracterizacion de genes MADS-box en Medicago
truncatula: duplicaciones génicas y subfuncionalizacion en el linaje eudGAMOUS”).

Las construcciones VIGS de los genes PSNTRB y PsTRXol para silenciar se
generaron utilizando el vector pPCAPE2-PDS. La region codificante PsPDS del vector
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pCAPE2-PDS esta flanqueado por los sitios de restriccion Ncol, Spel y Xbal al inicio y
Pstl, Bglll y EcoRlI al final, permitiendo cortar el fragmento y ligar el ADNc de los
genes de interés a silenciar. Los fragmentos amplificados se purificaron y clonaron en el
vector pGEM® T-Easy (Promega) con las enzimas de restriccion correspondietes.
Luego, se subclonaron en el vector pPCAPE?2 linearizado donde se sustituyo el fragmento
PsPDS con el fragmento en tandem de ADNc PsSNTRB-PsTRXo1.

3.4.3. Conservacion de clones en stocks glicerolados

Para preservar las construcciones, se prepararé glicerol 50% (v/v) que fue
esterilizado por calor huimedo a 121°C durante 20 minutos en autoclave. En criotubos de
2 mL, también estériles trabajando dentro de cabina de flujo laminar, se afiadieron 500
uL de glicerol, y sobre los mismos, se afiadieron 500 pL del medio de cultivo liquido
con la cepa a conservar crecida durante 24 horas con el correspondiente antibidtico
(cultivo crecido hasta saturacién) a 220 rpm. Se mezcld por resuspension y rapidamente,
se los pasé por nitrdgeno liquido hasta su conservacion a -80°C. Una vez dispensadas
las bacterias en este medio de conservacion se evitaron procesos de
congelacién/descongelacion, con la consecuente formacion de cristales que podrian
dafiar las células, transportandose siempre los criotubos en nitrdgeno liquido. Para
hacer uso de estas cepas conservadas, 0 bien se raspd con una punta de micropipeta
estéril, o con un asa metélica caliente y devolviéndose rapidamente al N, liquido. La
punta o el asa con las bacterias, se dispensaron por agitacion en un medio LB liquido
con el antibidtico correspondiente trabajando siempre en condiciones de esterilidad
Cuando se termind de trabajar, todo el material, incluido los restos de medio a desechar,
se trataron con lejia durante 24 horas dentro de la campana de extraccién de gases.

3.5. ARN

3.5.1. Tratamiento del material

Para evitar la degradacién del ARN por la presencia ubicua de las ARNasas, todo el
material utilizado para su extraccién y manejo fue descontaminado previamente con una
solucion “RNasaZap” (0,05% NaOH; 5% H,0;; 0,1% SDS).
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3.5.2. Métodos de extraccion de ARN

Para los andlisis de esta Tesis Doctoral, se han utilizado distintas técnicas de
extraccion de ARN segun el material de partida. Al finalizar las extracciones, en todos
los casos se cuantificO en un espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 (Agilent) y se
verifico la integridad del ARN como se describe a continuacion. Todas las muestras se

almacenaron a -80°C hasta su uso debido a la labilidad del ARN.
3.5.2.1. ARN de células de TBY-2

Los cultivos celulares de N. tabacum en fase exponencial de crecimiento (dia 5), se
filtraron mediante vacio, eliminandose asi el medio de cultivo. Se pesaron rapidamente
y se prepararon sobres con 100 mg de material vegetal que fueron congelados en N,
liquido y se almacenaron a -80°C hasta su andlisis. Para el aislamiento de ARN total a
partir del sedimento celular se utilizé el RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen) siguiendo el
protocolo del fabricante. Las muestras se pulverizaron en N, liquido y se lisaron y
homogenizaron en condiciones desnaturalizantes mediante la adicion de un tampon de
desnaturalizacion conteniendo tiocinanato de guanidina, que inactiva las RNasas,
asegurando la purificacion del ARN intacto. Mediante adicion de un tampon con alto
contenido salino, se favorecio la unién especifica del ARN a una membrana de silica
contenida en una columna RNeasy Mini Spin, a través de la cual se eluyé el ARN
purificado en agua MilliQ estéril libre de RNasas. Con este método, se obtuvo un
aislamiento enriquecido en ARNm, excluyendo por la membrana las moléculas de ARN
menores de 200 nucledtidos, como son el ARNr 5,8S, ARNr 5S y los ARNt.

3.5.2.2. ARN de hojas de A. thaliana

Las muestras de los tejidos vegetales utilizadas para la extraccion de ARN se
recogieron directamente de la planta, se congelaron inmediatamente en nitrégeno
liquido y se almacenaron a -80°C hasta su posterior procesado. Se extrajo el ARN total

de las hojas de A. thaliana utilizando el RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen).
3.5.2.3. ARN de hojas de P. sativum

Para los aislamientos de ARN a partir de hojas de guisante, se utilizo el reactivo TRI
(Sigma-Aldrich). Se pulverizd el material vegetal en un mortero con nitrogeno liquido y
se pesaron 100 mg de tejido molido en un microtubo resistente a bajas temperaturas.

Trabajando dentro de campana extractora de gases, se afladieron 700 uL de reactivo TRI
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y se homogeneizd con un pistilo estéril. Se centrifug6 en frio a 12.000 xg durante 10
minutos, eliminandose asi todo el material insoluble (membranas extracelulares,
polisacaridos, ADN de alto peso molecular) por precipitacion. Se transfirié a un tubo
nuevo el sobrenandante que contenia el ARN junto a proteinas y para asegurar la
completa disociacion de los complejos nucleoproteinicos, se dejaron las muestras
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, se afiadieron 200 uL de cloroformo y
mediante vortex se agitaron las muestras vigorosamente durante 15 segundos. Se
dejaron reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron en frio a
12.000 xg durante 15 minutos para conseguir separar la mezcla en tres fases: fase
superior acuosa (ARN), interfase (ADN) y fase inferior organica (proteinas). Para el
aislamiento del ARN total, se transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo (evitando
contaminar la muestra con la interfase), se afiadieron 500 pL de alcohol isopropilico (2-
propanol) y se mezclé mediante repipeteo. Se dejaron reposar las muestras durante 10
minutos a temperatura ambiente y posteriormente, se centrifugaron durante 10 minutos
en frio a 12.000 xg. De esta forma, el ARN precipité en el fondo del microtubo, se
elimind el sobrenadante y se lavo el precipitado por adicion de 1 mL de 75% etanol
(v/v), agitacion mediante vortex y centrifugacion en frio a 7.500 xg durante 5 minutos.
Se descart6 el lavado y se dejé secar el precipitado de ARN durante 10 minutos dentro
de la campana extractora de gases. Comprobando que no quedaban restos de etanol, se
afiadieron 40 pL de agua MilliQ esteéril libre de RNasas y se resuspendié el ARN para
su posterior cuantificacion y comprobacion. Las muestras fueron almacenadas a -80°C

en un ultracongelador.

3.5.3. Cuantificacion de ARN en solucion

La determinacién de la concentracién de ARN en las muestras, asi como su pureza,
se obtuvieron mediante la utilizacion del equipo Nanodrop ND-1000 (Agilent
Technologies) donde se midio la absorbancia a 260, 280 y 230 nm frente a un blanco de
agua ultrapura. La concentracion de la muestra se calculd en relacién al valor estandar
D.0.260nm=1 para soluciones de 40 ng/pL de ARN. Las relaciones entre las absorbancias
mediante los ratio D.O.2600m/D.0.2800m Y D.O.260nm/D.0O.230nm indican la existencia de
contaminacion por proteinas y compuestos aromaticos o por sales, fenoles vy

carbohidratos respectivamente. Como estandar de calidad, estos cocientes deben
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presentar un valor cercano a 2,0 y valores inferiores a 1,7, indican la presencia de

contaminacion por estos sustratos.

3.5.4. Electroforesis de ARN

Para evaluar la integridad del ARN extraido se analizaron 200 ng de ARN en geles
de agarosa 1% (p/v en TAE 1x). Para la electroforesis, se aplicé un voltaje constante de
80 V durante 20 minutos en una cubeta que contenia TAE 1x. La resolucion
electroforética se revel6 en un instrumento Amersham Imagen 600 (GE Healthcare)
mediante fluorescencia UV a 312 nm. La presencia de dos bandas nitidas a 2.000 y
5.000 pb correspondientes al ARN ribosémico 18S y 28S indicaron una integridad del

ARN suficiente para su completa retrotranscripcion posterior.
3.5.5. Retrotranscripcién

El ADNc (ADN complementario) se obtuvo a partir del ARN utilizando el kit de
retrotranscripcion QuantiTect®Reverse (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, realizando las incubaciones y reacciones en un Termociclador SimpliAmp
Thermal Cycler (AppliedBiosystems by Thermo Fisher Scientific). A partir de 1 pg de
ARN, se realiz6 un paso previo de eliminacion del ADNg a 42°C durante 2 minutos por
adicién de tampdn limpieza 7x (gDNA Wipeout buffer) en un volumen final de 14 uL en
agua MilliQ esteril tratada con DEPC. Posteriormente, para la sintesis del ADNc se
afiadid una mezcla maestra al vial conteniendo el ARN compuesta de la enzima
retrotranscriptasa (Quantiscript Reverse Transcriptase; incluye inhibidor de RNasas),
tampon de retrotranscripcion (Quantiscript RT buffer 5x; incluye Mg** y dNTPs) y una
mezcla de hexdmeros aleatorios (5-d(NNNNNN)-3'con N= G, A, T 6 C) como
cebadores (RT Primer Mix) que se incubo a 42°C durante 15 minutos. Se realizé un paso
final de inactivacién de la enzima retrotranscriptasa a 95°C por 3 minutos. EI ADNc
obtenido fue diluido 1:5 en agua MilliQ estéril y cuantificado en un Espectrofotometro

NanoDrop ND-1000 (Agilent). Se conservé a -20°C hasta su posterior utilizacion.
3.5.6. PCR cuantitativa a tiempo real

Los anélisis de expresion genica mediante PCR cuantitativa a tiempo real 6 qPCR,
permiten monotorizar el progreso de la reaccion a medida que va transcurriendo. La
técnica se basa en la union especifica del fluoréforo SYBR Green a hebras de ADN de

doble cadena que se van formando, haciendo posible visualizar la acumulacién de los
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productos de PCR (amplicones), observandose un incremento proporcional de la
intensidad de fluorescencia durante el transcurso de los ciclos de reaccién con los
oligonucledtidos especificos. Como desventaja, también pueden visualizarse productos
de doble cadena no especificos por lo que es primordial optimizar las condiciones de

reaccion.

Esta técnica ha sido utilizada para comprobar la expresion génica relativa tanto en

células de N. tabacum, plantas de A. thaliana y P. sativum.

Los oligonucled6tidos utilizados como cebadores especificos en las reacciones fueron
disefiados a partir de las regiones génicas de interés con el programa Primer3-Blast
(National Center for Biotechnology information;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Las secuencias codificantes (CDS)
en FASTA para A. thaliana fueron obtenidas de TAIR (The Arabidopsis Information

Resourse; https://www.arabidopsis.org/). Se especificaron como pardmetros para el

disefio de los cebadores el tamafio del producto de la PCR (entre 60 y 200 pb) vy la
temperatura de fusiéon (Tn,; melting temperature; entre 57 y 63°C). Se seleccionaron al
menos dos parejas de oligonucle6tidos de las obtenidas por el programa, que solo dieran
como producto un amplicén del gen de interés, cuyas eficiencias fueron luego
determinadas. Las secuencias de los cebadores fueron sintetizadas por la casa comercial

Isogen Life Science B.V.

Para la medida de expresion génica relativa se ha utilizado un equipo QuantStudio 5
(Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific) en los Servicios de Biologia
Molecular de la Universidad de Murcia. Las reacciones se llevaron a cabo en un
volumen final de 10 pL incluyendo el ADN molde (ADNc), los oligonucledtidos
especificos (disefiados utilizando Primer Express v 2.0; Thermo Fisher) y Power
SYBR®Green PCR Master Mix 5x (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific).
La mezcla maestra del fluoréforo incluye en su composicion ADN polimerasa
AmpliTaq Gold ™, dTTP/dUPT y el colorante ROX™, referencia pasiva interna que se
utiliza para normalizar las fluctuaciones de fluorescencia y minimizar la variabilidad
entre pocillos causados por el error de pipeteo y la evaporacion de muestras. En cada
placa de 96 pocillos, se dispusieron tres réplicas técnicas de cada muestra y tres réplicas
biolégicas, como minimo, para cada genotipo y condicion. En un mismo analisis, se

incluyeron los oligonucleétidos para los genes de expresion constitutiva (housekeeping)
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utilizados para normalizar los resultados, corrigiendo posibles diferencias en la cantidad
y calidad del ARN.

Las condiciones de reaccion comprendieron una fase de espera (Hold Stage) de 2
minutos a 50° C y 10 minutos a 95°C; la fase de PCR (PCR Stage) compuesta de 40
ciclos con 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C, seguida de una etapa final de curva de
fusién (Melt Curve Stage) de 15 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C y nuevamente, 15
segundos a 95°C.

Para el analisis de los resultados de expresion génica relativa se utilizé el Método de
la Crcomparativa (Pfaffl, 2001), donde C+ se refiere al ciclo umbral (threshold cycle) en
el cual la fluorescencia supera un limite fijado, referenciando el valor obtenido de C+
para la diana con respecto al del gen de referencia en la fase exponencial de la reaccion.

El nivel de expresion se calculd como la potencia 244"

, realizandose previamente un
experimento de validacion de las eficiencias de amplificacion de los oligonucledtidos

utilizados.
3.5.6.1. Expresion génica en células de N. tabacum

Cada reaccion se realiz6 como minimo por triplicado, utilizando las secuencias del
banco de datos NtATG4 (Numero de acceso: KR336561) y NtATG8a (Numero de
acceso: KR336564) para disefiar oligonucledtidos especificos especificados a
continuacion (Tabla 8). Para la normalizacion de los datos, se utilizd la expresion del
gen de NtACTINAS8 (NtACT8; GQ339768).

Tabla 8. Oligonucle6tidos utilizado en la expresion génica en células de N. tabacum.

(-fd indica fordward —rv indica reverse)

Oligonucledtido Secuencia

g-NtAtg4-fd 5’-AAGAGAGAAGAAAVGGGGAATG-3

g-NtAtg4-rv 5’-CCAACGGAACTAAGAAAAGAACAG-3’

g-NtAtg8a-fd 5’-CCTGCTGATCTGACTGTGGG-3’

g-NtAtg8a-rv 5’-CTGTCGGAGGAAGGATATTTTTC-3’

g-NtAct8-fd 5’-TACAACGAGCTTCGTGTTGC-3’

g-NtAct8-rv 5’-ACAAGGAAAGGACAGCCTGA-3’

-87 -



MATERIALES Y METODOS

3.5.6.2. Expresion génica en A. thaliana

Para comprobar la sobreexpresion o el silenciamiento genico en plantas de A.
thaliana, se obtuvo ARN total de hojas en roseta de las lineas homocigoéticas
sobreexpresantes (OEX1 y OEX2) y knock out (KO1 y KO2). El nivel de expresion de
AtTRXo1 se estim6 tal y como se ha descrito previamente en Ortiz-Espin y col., 2017,
utilizando los oligonucledtidos para AtTRXol (diana) y para el gen de expresion
constitutiva ACTINA8 (At1g49240) que se detallan en la Tabla 9. Se analizaron cinco
réplicas bioldgicas con sus respectivas réplicas técnicas. Cada réplica bioldgica
consistié en grupos de 10 plantulas.

Tabla 9. Oligonuclettidos utilizados en la expresion génica en A. thaliana.

Oligonucleétido Secuencia
g-AtTrxol-fd 5 -TCGAAGAAAGGGGAGGTTG- 3

g-AtTrxol-rv | 5-CACTTGTAGAGCTGTTCCATGAG- 3’
g-AtAct8-fd 5 -TGCCTGGACCTGCTTCATC- 3

g-AtAct8-rv 5-AGCTGCAGGGATCCACGAGA- 3

3.5.6.3. Comprobacidn del silenciamiento génico en guisante

Con el fin de comprobar el silenciamiento génico en las plantas transformadas por
VIGS, se muestrearon plantas conteniendo tanto el control negativo (pCAPE1) como el
control positivo, indicador del comienzo del silenciamiento génico a través de la
decoloracion de las hojas (pCAPELl:pCAPE2-PDS; 1:1) asi como las plantas
transformadas con la doble construccion en tandem para el silenciamiento de PSNTRB y
PsTRXol (pCAPEL:pCAPE2-PsNTRB-PsTRX01). Se realizé una medida de expresion
génica relativa a la ACTINA8 utilizando los oligonucle6tidos especificados en la Tabla
10.
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Tabla 10. Oligonucle6tidos utilizados para cuantificar la expresion génica relativa en las
muestras de las plantas de P. sativum transformadas mediante VIGS.

Oligonucledtido Secuencia

g-PsTrxol-fd 5-CCTTGCAGGTTCATTTCTCC- ¥

g-PsTrxol-rv 5 -CTGCAACCTGCTCAATGTGT-3
g-PsNtrb-fd 5- CCCTGTTTGGCATCTGAATG- 3

g-PsNtrb-rv 5- GACGGCAGAGATGATTCCTC- ¥
g-PsAct8-fd 5-TGGTGTTAGTCACACGGTTC- 3

g-PsAct8-rv 5 -CTGCAGAAGTGGTGAAAGTG- 3

4. Protedmica

4.1. Extraccion de proteinas

Para los ensayos proteémicos in vivo, se utilizaron distintos métodos de extraccion
de proteinas totales segun la procedencia del material vegetal y del objetivo final del

estudio.
4.1.1. Extractos de cultivos celulares de tabaco BY-2

Las células TBY-2 de los distintos genotipos control y sobreexpresantes del gen
PsTRXol (GFP, OEX1, OEX2) suspendidas en medio de cultivo, se filtraron al vacio
con un matraz Kitasato, se pesaron e inmediatamente se congelaron con N, liquido y
almacenaron a -80°C hasta su uso. Las muestras (3 g) se homogeneizaron con un
mortero pre-enfriado en 3 mL de tampdn de extraccién que contenia 50 mM HEPES-
KOH, 5 mM DTT (1,4-ditiotreitol), 0,5 mM PMSF (fluoruro de fenilmetanosulfonilo),
1 mM EDTA (&cido etilendinitrilotetraacético) y 0,1% Triton X-100(v/v), pH 7,4. La
mezcla se sonico con 30 pulsos en un SONICLAB al 70% de amplitud y finalmente se
centrifugd a 16.000 xg a 4°C durante 15 minutos. Se obtuvo el sobrenadante y se estimé
el contenido de proteinas mediante el método de Bradford (1976).

4.1.2. Extractos foliares de A. thaliana

Los extractos de hojas usados para el estudio de patrones de oligomerizacion de
PYRL1 se obtuvieron homogeneizandolas en un tampon de lisis compuesto por 50 mM
Tris-HCI pH 7,5, 0,5% Triton X-100, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF, coctel de
inhibidores de proteasas (Roche) y 5 mM N-etilmaleimida (NEM) para blogquear todos

los tioles de cisteina libres. Los extractos se incubaron durante 30 minutos en la
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oscuridad a temperatura ambiente y agitacion suave, y después los lisados se
centrifugaron a 15.000 xg durante 5 minutos a 4°C. Las proteinas solubles se

cuantificaron utilizando una dilucion 1:5 para evitar interferencias por el detergente.
4.1.3. Extractos foliares enriquecidos en nucleos

Los ndcleos se aislaron de hojas de roseta de A. thaliana de los genotipos WT, OEX1
y OEX2, crecidas 21 dias en placas de cultivo in vitro con medio MS 0,5x pH 5,7,
enriquecido con 1% sacarosa y congeladas en N, liquido. Se siguié el método de
aislamiento descrito por Bae y col. (2003), homogeneizando el material en nitrégeno
liquido y resuspendiendo en tampén 0,5 M PIPES (acido piperazina-’-N'-bis-2-
etanosulfdnico) frio, pH 7,0 que contenia 1 M de hexilenglicol, 10 mM de MgCl, y 1
mM de DTT. EI homogenado se filtrd a través de dos capas de miracloth (Filter, Mesh
100, Nylon; Sigma). Todos los pasos siguientes se llevaron a cabo en hielo 0 a 4 °C
siguiendo a Liu y col. (2018), con pequefias modificaciones. Brevemente, el
homogeneizado se centrifugd a 1.500 xg durante 5 minutos en frio (Centrifuga Beckman
Coulter Avanti J-301 Rotor JA-17) y el precipitado se resuspendié en tampon glicerol (20
mM Tris-HCI pH 7,9 conteniendo 50% de glicerol, 75 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 0,85
mM DTT, 0,125 mM PMSF y coctel inhibidor de proteasas (Roche)). Se afiadié un
volumen igual de tampdn de lisis de ndcleos pre-enfriado (10 mM HEPES, pH 7,6, 1
mM DTT, 7,5 mM MgCl, 0,2 mM EDTA, 0,3 M NaCl, 1 M urea, 1% NP-40, 0,5 mM
PMSF, 10 mM B-mercaptoetanol y céctel inhibidor de proteasas de Roche) y se agité la
mezcla con vortex (FisherBrand), se incubd durante 2 minutos en hielo y se centrifugd
a 14.000 rpm durante 2 minutos (Microcentrifuga 5425R; Eppendorf). EI sobrenadante
se recogié como fraccion nucleoplasmica y las proteinas se midieron por el método de

Bradford (1976) antes de analizarlas por Western blot segun se describe a continuacion.
4.2. Medida de la concentracion de proteinas
4.2.1. Método Bradford

Las proteinas totales se han cuantificado mediante una adaptacion del método de
Bradford (1976), basado en el cambio de absorbancia a 595 nm que presenta el
colorante Coomassie Brillant Blue G-250 (10 mg de Comassie Blue G-250, 10 mL de
88% fosforico (v/v), 4,7 mL de etanol absoluto; se enrasa afiadiendo agua MilliQ hasta
100 mL, filtrado con papel y guardado en oscuridad), al interaccionar con aminoacidos

basicos y aromaticos de las proteinas. La concentracion proteica del micrométodo se
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calcula usando una recta estdndar de albdmina calibrada en un rango 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16
y 20 mg/mL utilizando un espectrofotometro (JASCO V-630 Spectrophotomer) o un
lector de placas (FluoStar OPTIMA, BMG-LABTECH) .

4.2.2. Método BCA

El acido bicinconinico (BCA; Smith y col., 1985) es un compuesto capaz de
formar un complejo pdrpura intenso con iones Cu'* en medio alcalino. Este reactivo
forma la base de un método analitico capaz de monitorizar el ién cuproso producido
en una reaccion entre las proteinas con Cu?* en medio alcalino (reaccién de Biuret).
La estabilidad del reactivo y el cromdforo proporciona un método para la
cuantificacion de proteinas que es sencillo, rapido, muy sensible (0-1,5 mg/mL), y
que muestra compatibilidad con compuestos que afectan a otros métodos. La
concentracion de proteinas se mide por absorbancia a 562 nm tras incubar las
muestras durante 10 minutos a 60°C con la preparacién de los reactivos Ay B en la

proporcion 100:2, respectivamente.

Reactivo A: 1% BCA, 2% Na,COs, 0,16% tartrato sodico, 0,4% NaOH vy 0,95%
NaHCOs. Se ajusta el pH a 11,25 con NaOH.

Reactivo B: 4% CuSQO4
4.2.3. Modificacion del método de Lowry compatible con detergentes

En los ensayos donde fue necesaria una alta concentracion de detergentes para
solubilizar las proteinas, se hizo uso del reactivo comercial DC Protein Assay (BioRad)
basado en una modificacion del método colorimétrico de Lowry y col., (1951). Se
determiné la concentracién de proteinas totales espectrofotométricamente midiendo
absorbancia a 650 nm con una sensibilidad de 0,2-1,5 mg/mL de proteina siguiendo las

indicaciones de la casa comercial.
4.3. Técnica de concentracion de proteinas

Para concentrar proteinas de tamafio molecular superior a 3.000 Dalton de soluciones
inferiores a 1 mL se emplearon filtros Amicon™ Ultra-0,5mM 3K (Millipore). Estos
filtros facilitan una concentracion rapida junto con una desalinizacion del homogenado,
por lo que se utilizaron también para eliminar DTT o H,0, de asi requerirlo en ensayo.

Para su uso se siguieron las recomendaciones descritas por el fabricante.
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4.4. Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

En el transcurso de esta Tesis Doctoral se han generado las proteinas recombinantes
en E. coli: versiones wild type AtPYR1, mutadas de cisteina a serina de AtPYR1
(AtPYR1C30S, AtPYRI1C65S, AtPYRLC77S), todas ellas etiquetadas con cola de
6xHistidina.

4.4.1. Induccion del cultivo y expresion en E. coli

Para generar construcciones con versiones modificadas de la proteina PYR1
etiquetada con cola de polihistidina mediante cambios de los aminoacidos cisteina a
serina se ha usado la técnica de PCR y mutageénesis dirigida. Una vez obtenidas las
construcciones, se han transformado distintas cepas de expresion de E. coli para inducir
la expresion de estas proteinas recombinantes y purificarlas mediante Cromatografia de

afinidad en matrices de niquel.

4.4.2. Purificaciéon por Cromatografia de afinidad

Para la purificacién de proteinas recombinantes con colas de histidina, utilizamos
como biorreactor de expresion a cepas de Escherichia coli BL21. Se han usado tanto
medios liquidos como sélidos de LB para el crecimiento bacteriano tratados con
diferentes antibioticos para la seleccidn de las bacterias transformadas con vectores que
contenian el inserto del gen de interés. Las colas de histidina permiten purificar
proteinas por Cromatografia de afinidad en columnas de Niquel por elucién en

gradientes con imidazol.

Realizando la expresion de proteinas recombinantes heterélogas en bacterias E. coli
BL21 transfectadas con los vectores que contienen las secuencias codificantes para las
mismas, se obtuvieron las proteinas recombinantes en las siguientes construcciones:
AtPYRIWT (pETM11-PYR1wt), AtPYR1C30S (pETM11-PYR1C30S), AtPYR1C65S
(PETM11-PYR1C65S), AtPYR1C77S (pETM11-PYR1C77S). Para ello, los diferentes
fragmentos de residuos mutados en la secuencia PYR1 (At4g17870; TAIR) en los que
los residuos de Cisteina Cys>, Cys® y Cys'’ fueron sustituidos por serina, se obtuvieron
mediante transcripcién inversa-PCR. Estos fragmentos se clonaron en los sitios
Ncol/EcoRI del vector de expresion pETM11 que afiade una cola de histidina (Castillo
y col., 2015). Se transformaron cepas de Escherichia coli BL21 con las construcciones
resultantes y se indujo la expresion de la proteina recombinante mediante la adicion de 1

mM de isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) durante 3 horas a 37°C. La
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purificacion de las proteinas recombinantes mutadas de HisAtPYR1 se realiz
utilizando un sistema de Cromatografia de Afinidad de Niquel siguiendo las

instrucciones del fabricante (Ni-NTA Agarosa; Qiagen).

4.4.3. Eliminacion de la cola de histidina

En el caso de requerirlo se elimind la cola de poliHis de las proteinas recombinantes
usando el kit Thrombin CleanCleave™ (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del
fabricante tras filtrar las preparaciones proteicas por columnas Amicon, tal y como se ha
descrito anteriormente, y sustituyendo el tampon de elucion por el tampon de escision
(50 mM Tris-HCI pH 8,0 conteniendo 10 mM CacCly).

4.5. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes: SDS-PAGE

La separacion de proteinas en geles SDS (dodecil sulfato sddico, agente
desnaturalizante) por electroforesis en geles verticales de poliacrilamida (PAGE) es un
paso previo a su identificacion por técnicas inmunoldgicas como el Western blot. El
SDS es un detergente aniénico que confiere carga negativa a las proteinas de forma que
estas se separan por su tamafio molecular bajo un campo eléctrico. Esta electroforesis se
puede realizar en condiciones no reductoras o reductoras (afiadiendo 2 mM DTT). Las
reductoras separan complejos proteicos unidos por enlaces -S-S-, favoreciendo el
desplegado de algunas formas terciarias y cuaternarias de las proteinas, rompiendo las

subunidades oligoméricas.

En esta Tesis los extractos proteicos se analizaron segin el método descrito por
Laemmli (1970). La electroforesis se ha realizado en geles prehechos (BioRad) tipos
TGX o Any kD en el sistema MiniProtean Il (BioRad) segun el peso molecular de la
proteina de interés. Como tampon de desarrollo electroforético se us6 un tampon Tris-
Glicina formado por 25 mM Tris-HCI pH 8,3, 192 mM Gly, 0,1% SDS (p/v). La
electroforesis se inici6 a 40 V hasta la completa difusion de las muestras dentro del gel
concentrador y una vez alcanzado el gel de resolucion, se llevo a un voltaje constante de
120 V hasta el final de la migracion.. La cantidad de muestra por calle oscil6 entre 25y
50 pg de proteina. Los homogenados proteicos se trataron con DTT en caso de
requerirlo afiadiendo 20 mM DTT, con incubacion de 15 minutos a temperatura

ambiente. Posteriormente, se afiadié tampon de carga Laemmli 4x (277,8 mM Tris-HCI
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pH 6,8, 44,4% glicerol (v/v), 4,4% LDS (dodecil sulfato de Litio), 0,02% Azul de
Bromofenol). La mezcla se incubd a 95°C durante 5 minutos. Como marcadores de peso
molecular se emplearon los estandares Molecular Precision Plus Protein™ Standards
Dual Color de 10-250 kDa (BioRad) o BlueStar Prestained protein Marker de 11-170
kDa (Nippon genetics).

4.6. Tincion de proteinas
4.6.1. Tincién con azul de Coomassie

La tincion de proteina tras SDS-PAGE se realizo sumergiendo el gel en una solucion
de tincion que contenia 6,25% azul brillante Coomassie R-250 (p/v), 10% &cido acético
(v/v), 40% etanol (v/v) en agua, agitando suavemente durante 45-60 minutos (Garfin,
1990). Posteriormente, se elimind dicha solucion de tincion y se sustituyd por una
solucion decolorante (10% acido acético (v/v) y 40% etanol (v/v) en agua). El gel se
mantuvo en agitacién y con frecuentes cambios de dicha solucion para eliminar el
colorante extraido. La decoloracion se realizé durante el tiempo necesario para que las
bandas de proteina quedaran patentes sobre fondo claro. Con esta técnica, se detectaron
cantidades de proteina del orden de 0,1-1 pg. Los geles se conservaron en una solucion

de 5% &cido acético (v/v), 7% metanol (v/v) y 1% glicerol (v/v) en agua.
4.6.2. Tincién con Imperial™

Para la comprobacion de las proteinas purificadas por Cromatografia de afinidad, se
ha utilizado la tincion el reactivo Imperial ™ (Thermo Scientific) debido a su rapidez y a
su facil manupulacion al no requerir el uso de soluciones fijadoras ni decolorantes, solo
lavados con agua MilliQ. Entre sus componentes se encuentra el colorante Coomassie
R-250 y es Util para detectar cantidades de proteinas del orden de 3 ng, ademas de ser
compatible con la secuenciacién de proteinas y el analisis de Espectrometria de Masas.
Para llevarla a cabo, luego de finalizar la migracion de la electroforesis en geles de
acrilamida, se lavaron los mismos con agua MilliQ tres veces durante 5 minutos y

posteriormente, se afiadié volumen de reactivo Imperial™

suficiente para cubrirlos. Se
incubaron con agitacion suave siguiendo las indicaciones del fabricante. Al finalizar la
tincién, se recuperd el reactivo y se realizaron lavados con agua MilliQ (3 x 10

minutos), quedando los geles listos para la deteccion de las bandas de proteinas.
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4.6.3. Tincién con rojo Ponceau

Se ha utilizado el colorante rojo Pounceau para visualizar y controlar la carga de
proteina en los geles transferidos a membranas de nitrocelulosa, antes de su analisis por
técnicas inmunoldgicas con anticuerpos especificos. Para ello las membranas se
sumergieron en una solucion de tefiido que contenia 0,1% rojo Pounceau S (p/v) y 5%

acido acético (v/v) en agua.
4.7. Técnicas inmunoldgicas

Se han utilizado las técnicas de Western blot para la deteccion especifica de proteinas
transferidas a membranas tras su separacion por SDS-PAGE, la co-inmunoprecitacion y
el Dot blot para el estudio de interaccion entre proteinas recombinantes y la
inmunolocalizacion para la identificacion y localizacion de proteinas por Microscopia
de fluorescencia. En todas, se usan anticuerpos primarios especificos frente a las
proteinas de interés (Tabla 11) y anticuerpos secundarios frente a la especie en la que se
generaron los primarios (Tabla 12).

Tabla 11. Anticuerpos primarios empleados.

Proteina frente a la que se Casa Especie Tipo Dilucién de
desarrolla comercial productora uso
PsTRXol Sigma Conejo Policlonal 1:2.000

CrATG4 Agrisera Conejo Policlonal 1:5.000
HSATG4B Abcam Raton Monoclonal 1:5.000
CrATGS8A Agrisera Conejo Policlonal 1:2.000

AtPYR1 Agrisera Conejo Policlonal 1:10.000

Histidina Agrisera Raton Monoclonal 1:5.000
AtTRXo1 Dr Reicheld Conejo Policlonal 1:10.000
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Tabla 12. Anticuerpos secundarios empleados conjugados con peroxidasa de rdbano (HRP)
0 Alexa-Fluor 568.

Proteina frente a la que se ) Especie Dilucién de
Casa comercial
desarrolla productora uso
] Santa Cruz

IgG de conejo-HRP ] Cabra 1:30.000
Biotechnology

IgG de raton-HRP Abcam Cabra 1: 10.000

IgG de raton- Alexa fluor 568 Molecular Probes Cabra 1:1.000

El anticuerpo policlonal frente PSTRXo1 fue obtenido en conejos blancos de Nueva
Zelanda por la empresa Sigma-Genosys (UK), contra el péptido sintético
ARLNHITEKLFKKD presente en la region C-terminal de la proteina y presenta una
alta antigenicidad. El anticuerpo frente a AtTRXol fue cedido por el Dr. Reicheld
(CNRS, Perpignan, Francia).

4.7.1. Western blot

La técnica de Western blot usa la unién especifica de un anticuerpo primario
generado en un sistema animal diferente de ratén en el caso de policlonales, o generados
en raton y mediante otra estrategia en el caso de monoclonales, que se unen a la proteina
de interés. Un segundo anticuerpo, acoplado con un sistema enzimatico, y generado
contra la especie en la que se ha producido el primer anticuerpo, se emplea para

localizar los complejos antigeno anticuerpo.

Tras realizar la electroforesis de las muestras mediante SDS-PAGE, tanto el gel
como una membrana de nitrocelulosa (Amersham™ Protran™ 0,2 um NC, GE
Healthcare Life Science) de las mismas dimensiones se equilibraron durante 15 minutos
en un tampon de transferencia (48 mM TRIS; 39 mM glicina; 0,03% SDS (p/v) y 20%
(v/v) metanol, pH 8,9). La transferencia se realizd a un voltaje constante de 25V, 2,5 A
durante 10 minutos usando un equipo de transferencia de tipo semi-seco (Trans Blot,
BioRad). La comprobacion de la transferencia se hizo mediante la incubacion de la

membrana en rojo Ponceau, tal y como se ha descrito anteriormente. Tras esta
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comprobacion, la membrana se destefiia con agua destilada. Con el fin de comprobar las
proteinas aun retenidas en el gel y no transferidas, el gel se tefiia con azul de Coomassie.

La membrana se blogue6 con 3% (p/v) albimina de suero bovino (BSA) en tampén
TBS (25 mM Tris-HCI pH 7,5 y 150 mM NaCl) durante 1 hora a temperatura ambiente
para evitar uniones inespecificas del anticuerpo a la membrana. Tras esta etapa, se
incubé la membrana con el anticuerpo primario especifico (Tabla 11) frente a la
proteina de estudio, diluido con 1% BSA (p/v) en tampén TBS (25 mM TRIS-HCI pH
7,5; 150 mM NaCl), toda la noche a 4°C con agitacion suave. Posteriormente, la
membrana se lavé en TBS-T (3 x 10 minutos) y se incub6 durante 1,5 horas con el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano diluido con 1% BSA (p/v)
en TBS (Tabla 12). Se descarto el anticuerpo secundario y se procedio al lavadio de la
membrana con TBS-T (3 x 10 minutos). Para la deteccién de la proteina se empled un
método quimioluminiscente (kit Supersignal™ West Picoplus, Fisher Scientific). Las
bandas se visualizaron y densitometraron usando un analizador de imagen (Amersham
Imager 600, GE Healthcare) y el programa Amersham ImageQuanTL 8.1 Program
(Cytiva).

4.7.1.1. Marcadores de autofagia

Para el analisis de los marcadores de autofagia ATG4 y ATG8 se usaron geles
prehechos AnykD (BioRad) transfiriendo 40 ug de extractos de proteinas TBY-2 a
membranas de nitrocelulosa y los anticuerpos primarios policlonales anti-CrATG4
(Agrisera) y anti-CrATG8A (Agrisera). Para la inmunodeteccion en membranas, se
utilizé un anticuerpo secundario de cabra anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa
de rdbano picante (HRP) (Santa Cruz Biotechnology). Se utiliz6 tincion de Ponceau

para corregir el control de carga de cada muestra.
4.7.1.2. Deteccion de PYR1

La proteina recombinante HisAtPYR1 previamente modificada por tratamientos de
reduccién/oxidacién (redox) o la proteina in vivo de extractos foliares de A. thaliana se
sometieron a analisis Western blot utilizando el anticuerpo primario anti-PYR1
(Agrisera) / (Tabla 11) y el secundario anti-IgG de conejo (Santa Cruz) (Tabla 12) de
forma similar a lo descrito en el apartado anterior. Los diferentes experimentos redox

se detallan a continuacion.
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4.7.1.2.1. Ensayos redox in vitro

Para los ensayos del andlisis del estado redox de PYRL in vitro, se disolvieron 50 ug
de proteina recombinante HisAtPYR1 en 500 uL de tampon de reaccion 20 mM Tris-
HCI pH 7,9. Para obtener la proteina reducida, se afiadi6 2 mM DTT y se incubo
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para el tratamiento oxidativo, la proteina se
incubd con 4 mM de H,0, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Otra muestra se
tratd previamente con 2 mM de DTT, como se ha descrito anteriormente y el exceso de
DTT se elimind utilizando filtros Amicon (por centrifugacién durante 30 minutos a
14.000xg a 4°C y 2 minutos a 2.000 xg por inversién de la columna en un tubo
recolector nuevo), tratandola después con 4 mM de H,0O, para oxidarla, como se ha
descrito anteriormente. Todos los tratamientos se realizaron protegiéndolos de la luz y
con agitacion suave. De las muestras tratadas, 2,5 pug se sometieron a SDS-PAGE y
Western blot utilizando anticuerpo anti-AtPYR1 (1:10.000; Agrisera). Cuando se utilizé
el sistema TRX como reductor en lugar de DTT, la proteina PYR1 previamente
reducida con 2 mM de DTT se oxid6 con H,0, siguiendo el mismo proceso anterior y a
continuacion, 3 pg de proteina se incubaron en tampon 50 mM Tris-HCI pH 7,5 que
contenia 10,7 uM de PsTRXo1, 0,3 uM de NTRB y 2,8 mM de NADPH durante una
hora a 30°C. Tambien se realiz6 un control con NADPH y NTRB sin PSTRXo1.

Para el analisis por Espectrometria de Masas de la proteina recombinante PYR1 se
realizaron diferentes tratamientos de 6xido-reduccion a fin de identificar los residuos de
Cys afectados. Partiendo de 80 ug de proteina AtPYR1, se redujeron con 2 mM de DTT
(ditiotreitol) en tampon 50 mM Tris-HCI pH 7,5 durante 1 hora a 4°C con agitacion
suave y oscuridad. Se elimin6 el DTT con una columna Amicon 3K 0,5 mL
(MerckMillipore), centrifugandose a 14.000 xg durante 30 minutos a 4°C. Luego, se
invirtio la columna en un tubo nuevo y se centrifugd a 2.000 xg a 4°C durante 2
minutos, obteniéndose la proteina AtPYR1 reducida. Se cuantifico la concentracion de
proteinas por el Micrométodo de Bradford (Biorad) en el lector de placas (FluoStar
OPTIMA, BMG-LABTECH). Se apartaron 15 pg de PYR1 reducida para enviar a
analizar por masas, 3 ug para corroborar mediante Western blot y el resto de proteina, se
dividié en dos tubos que se trataron durante 1 hora a temperatura ambiente agitacion y
oscuridad, uno con 4 mM de H,O, (PYRL1 oxidada) y el otro fue incubado a la vez con 2
mM de dimedona (5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona; stock preparado en DMSO) y 4
mM de H,O, para etiquetar el posible estado sulfénico de los residuos de cisteina. Se
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elimind el exceso de reactivos con una columna Amicon como se ha descrito
anteriormente. De la resultante PYR1 oxidada y PYR dimedona-oxidada, se apartaron 3
ug para analizar por Western blot. Finalmente, todas las muestras para enviar a
secuenciar por MS/MS, se trataron con 4 mM NEM (N- etilmaleimida en tampon 50
mM Tris-HCI pH 7,5) protegiéndolas de la luz con agitacion suave durante 10 minutos a
temperatura ambiente para etiquetar los grupos -SH libres. A continuacion, las proteinas
recombinantes se precipitaron con 15% éacido tricloroacético (ATCA; v/v) durante 20
minutos en frio y se lavaron dos veces con 1,5 mL de 80% acetona (v/v) fria
mezclandose con el vértex y centrifugando tras cada lavado a 12.000 xg durante 10
minutos a 4°C, eliminando los sobrenadantes). Se dejaron secar los precipitados dentro
de la campana extractora de gases. Para su analisis por Espectrometria de Masas en el
Servicio de Protedmica del Instituto de Duve de Bélgica, se resuspendieron en 40 pL de
100 mM bicarbonato aménico pH 8,0 y se digirieron con tripsina para separar los
péptidos previamente al analisis por MS. Las muestras se analizaron mediante nano LC-
MS en Fusion Lumos, DDA, OT/seleccion de carga/CID:IT o EThcD:OT. Los datos
MS brutos se procesaron con el programa Proteome Discoverer 2.5. El patron de
disulfuro se analiz6 con el programa pLink2.

Para realizar un ensayo de desplazamiento de movilidad redox con el fin de
comprobar la posible existencia de puentes disulfuro en la proteina recombinante, se
alquilé HisAtPYR1 de forma similar a lo descrito anteriormente por nuestro grupo para
la proteina PCNA diana de TRXol, con algunas modificaciones (Calderén y col.,
2017a). Se redujeron previamente con 2 mM de DTT 80 pg de proteina recombinante
AtPYR1 en 100 pL de tampon de reaccion 50 mM Tris-HCI pH 7,5 durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Tras eliminar el exceso de DTT, 50 npg de proteina
recombinante tratada con DTT se oxidaron en un volumen total de 50 pL con 4 mM de
H.O, durante 1 hora a temperatura ambiente en el tampodn de reaccién y posteriormente
se dializaron utilizando las columnas Amicon descritas. Se incubaron 5 pg de proteina
AtPYR1 reducida y oxidada con el alquilante 10 mM MM(PEG),4 durante 20 minutos a
temperatura ambiente en la oscuridad y después se analizaron en geles AnykD (Bio-
Rad) mediante SDS-PAGE no reductor y Western blot.

4.7.1.2.2. Ensayos redox in vivo

Para determinar el patron de oligomerizacién de PYR1 in vivo, se extrajeros las

proteinas de rosetas de A. thaliana crecidas en placa, tal y como se detallo en el

-99 -



MATERIALES Y METODOS

apartado 4.1.2. de extractos foliares de A. thaliana. Se migraron 5 pg (para una mejor
visualizacion del dimero) y 15 pg (para la visualizacion del mondémero y los
oligdbmeros) de proteinas totales en una electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE en
geles AnykD (BioRad). Para el Western blot se incubaron con anti-PYR1 (1:10.000;
Agrisera).

Para comprobar el efecto de tratamientos reductores y oxidativos en extractos
foliares de plantas silvestres (WT), éstos se incubaron en presencia de 50 mM DTT
durante 1 hora a 4°C o 4 mM H,0, durante 1 hora a temperatura ambiente para ser
analizados posteriormente mediante Western blot.

Para identificar la presencia de puentes disulfuro (-S-S-) en las diferentes formas
oligoméricas de PYR1, los extractos de hojas obtenidos como se ha descrito
anteriormente en presencia de NEM, se dializaron y concentraron con filtros Amicon
(Millipore) para eliminar el reactivo NEM restante y, a continuacion, se trataron con 5
mM de Tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) a temperatura ambiente durante 30 minutos
para reducir todos los disulfuros de cisteina. Los tioles de cisteina recuperados se
hicieron reaccionar a temperatura ambiente durante 4 horas con 6,25 mM metil-PEG,4-
maleimida (MM(PEG).4; ThermoScientific Pierce), que afiade una etiqueta de 1.239,44
Da a los tioles libres y se dializaron de nuevo en filtros Amicon. Las proteinas
etiquetadas se analizaron mediante Western blot tras una electroforesis SDS-PAGE no
reductora en geles AnykD (BioRad).

4.7.2. Co-inmunoprecipitacion
4.7.2.1. PSTRX01l/HisHsATG4

La co-inmunoprecipitacion de las proteinas recombinantes PSTRXol (obtenida en
nuestro laboratorio (Marti y col., 2009), e HisHSATG4 (Abcam) se realiz6 utilizando el
kit comercial hH(MACS Anti-His MicroBeads (MACS Miltenyi Biotec). Para ello, se
diluyeron las proteinas recombinantes a interactuar (4 pug de HisHSATG4B y 8 ug de
PsTRXo1) en 500 pL de tampon de lisis proporcionado por el kit. Se mantuvo una
fraccion de 50 pL para su uso como control de carga que contenia ambas proteinas
(entrada en el gel). Se afiadieron 50 puL de microesferas magnéticas anti-histidina y la

mezcla de proteinas se incubd durante 2 horas a 4°C con agitacion suave.
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Las columnas proporcionadas por el kit se colocaron de acuerdo con las instrucciones
del fabricante sobre el soporte magnético disefiado y se prepararon pasando 200 pL de
tampon de lisis del kit. Una vez finalizado el tiempo de incubacion entre las proteinas y
las microesferas anti-histidina, la solucion se deposito en las columnas y se lavo 4 veces
con 200 pL de tampon de lavado 1 y una vez con 100 pL de tampodn de lavado 2
(fraccion nombrada como “Lavado” en el gel). Se agregaron a la columna 20 pL de
tampon de elucion precalentado a 95°C y se incubd durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Se afiadieron 50 pL de tampdn de elucién precalentado a 95°C a la columna y
el eluido se consider6 como co-proteinas PSTRX01/HisHSATG4B inmunoprecipitadas
(ColP). Las muestras se analizaron mediante transferencia Western blot después de
SDS-PAGE usando anti-histidina (Tabla 11). Posteriormente la membrana se incubd en
TBS-T a temperatura ambiente durante 1 hora y se reveld la presencia de PsTRXo1l
usando anti-PsTRXo1 (Tabla 11).

4.7.2.2. PSTRX01/HisAtPYR1 y PSTRX01C37S/HisAtPYR1

La co-inmunoprecipitacion de las proteinas recombinantes PSTRXo0l o su version
mutada HisTRX01C37S con la proteina HisAtPYR1 se realiz6 utilizando el mismo kit
descrito en el apartado anterior. En este caso, previamente, se utilizd6 trombina para
eliminar la cola de histidina de HisTRX01C37S utilizando el kit Thrombin
CleanCleave™ (Sigma) siguiendo las instrucciones del fabricante. El eluido final de la
co-inmunopreciitacion se analiz6 por SDS-PAGE en geles AnykD (Bio-Rad) y Western
blot como se describié previamente. Se utilizé el anticuerpo policlonal frente a
PsTRXo1l como se ha descrito anteriormente y el anticuerpo primario monoclonal en
raton anti-histidina (1:5.000 en TBS-TA,; Agrisera) y el anti 1gG de ratén (1:10.000 en
TBS-TA; Abcam) como anticuerpo secundario para la deteccion de PYR1. Se realiz6 un
experimento control utilizando anti-histidina en una mancha de proteinas
HisPsTRX01C37S y AtPYR1 tratadas con trombina (como control positivo) para
asegurar la ausencia de histidina en la proteina recombinante TRXo01 mutada, utilizando
diluciones seriadas de alicuotas de 0,4 mg/mL. Para la visualizacion de las proteinas se
utilizo el kit PIERCE ECL 2 (ThermoScientific).

4.7.3. Dot blot

El ensayo de Dot blot trampa se utiliza para demostrar la interaccion entre dos

proteinas identificadas por sus respectivos anticuerpos, en este caso PSTRXo01 y sus
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posibles dianas HSATG4 y AtPYR1. También usamos la version mutada de TRXol
(PSTRX01C37S) que estabilizaria el complejo de las dos proteinas al no contener la

segunda Cys resolutiva responsable de la escision del mismo.

4.7.3.1. Interaccién PSTRXo01-HsSATG4

Las proteinas recombinantes PsTRXo1 (1,5 pug), HSATG4B (2,3 pg; Abcam) y como
control negativo albumina de suero bovino (BSA) (1,5 ug; Sigma) se depositaron como
una gota en 6 tiras de membrana de nitrocelulosa (2 membranas para cada proteina). Las
membranas se incubaron en TBS durante 5 minutos y luego se bloguearon en tampon
TBS-T (25 mM Tris-HCI pH 7,5 que contenia 1% BSA (p/v) y 0,1% Tween-20 (v/v)
(Sigma) durante una hora a temperatura ambiente. Luego, las membranas se incubaron
con 0,2 pg de PsTRXol recombinante (membranas A) o 0,1 pg de HSATG4B
recombinante (membranas B) en TBS-T y se incubaron durante 2 horas a temperatura
ambiente. Las membranas A se incubaron con el anti-PsTRXo1 policlonal (1:1.000) y
las membranas B con anti-HSATG4B monoclonal (1:5.000; Abcam) diluido v/v en
TBS-T, durante la noche a 4°C con agitacion. Posteriormente, las membranas se lavaron
cinco veces con TBS-T durante 5 minutos a temperatura ambiente y se incubaron con el
anticuerpo secundario anti-lIgG de conejo (1:30.000 (v/v en TBS-T), Santa Cruz) para
TRXo1 y anti-lgG de raton (1:2.000 (v/v en TBS-T); Abcam) para HSATG4B, ambos
ligados a peroxidasa de rabano. Finalmente, las membranas se lavaron cinco veces con
TBS-T durante 5 minutos a temperatura ambiente y una vez mas con TBS. La
inmunodeteccion se realizé utilizando un kit de quimioluminiscencia (Supersignal ™

West Picoplus; Fisher Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

4.7.3.2. Interaccion PSTRXo01-HisAtPYR1 y HisPsTRX01C37S-HisAtPYR1

Cinco gotas de igual volumen (10 pL) conteniendo cada una 1 pug o 0,5 pg de las
proteinas recombinantes PSTRXol e HisPsTRX01C37S (centro activo mutado en
Cys37 por una serina (Marti y col., 2009), o 10 pg de BSA (albimina de suero bovino;
Sigma-Aldrich), como control negativo se colocaron en dos tiras de membrana de
nitrocelulosa (Hybond, Amersham Pharmacia). Tras un lavado de 5 minutos con TBS
(25 mM Tris-HCI pH 7,5), las tiras de nitrocelulosa se bloquearon mediante incubacion
en tampon TBS-TL (25 mM Tris-HCI pH 7,5 que contenia 5% de leche en polvo
desgrasada (p/v; Hero Baby Nutrasense) y 0,1% Tween-20 (v/v)) o tampon TBS-TA
(25 mM Tris-HCI pH 7,5 que contenia 1% BSA (p/v) y 0,1% de Tween-20 (v/v)

durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacién, las membranas se cubrieron con
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10 pg/mL de proteina HisAtPYR1 recombinante disuelta en TBS y se incubaron
durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras los lavados, la membrana A se trat6 con el
anticuerpo policlonal anti-PYR1 (1:10.000 en TBS-TL, Agrisera) y la membrana B se
incubd con el anticuerpo policlonal anti-PsTRXol (1:2.000 en TBS-TA, Sigma). Tras
un lavado exhaustivo con TBS-T, las membranas se incubaron con el anticuerpo
secundario anti-conejo acoplado a peroxidasa de rdbano picante (1:30.000 en TBS-TA,
Santa Cruz Biotechnology). Para la visualizacion de las proteinas se utilizo el kit
PIERCE ECL 2 (ThermoScientific).

4.7.4. Inmunolocalizacion de ATGS8

Para la inmunolocalizacion de ATGS8 en las células de tabaco BY-2 se utilizo
Microscopia de fluorescencia ya que se usé un anticuerpo secundario ligado a un
compuesto fluorescente (Alexa-Fluor 568). Las células TBY-2 se fijaron y tifieron como
se describe en Voitsekhovskaja y col. (2014) con algunas modificaciones. Las células se
fijaron con 1% glutaraldehido en medio MS y se trataron con una mezcla de celulosa (5
U/mL, Onozuka, Duchefa Biochemie), 10% hemicelulosa (Macerozyme R-10, Duchefa
Biochemie) y 5 U/mL de pectinasa (Sigma, Merck) en medio osmotico. Después de
lavar y tratar con 0,3% Triton X-100 y bloquear con 5% BSA, las células se incubaron
con el anticuerpo primario anti-ATG8 policlonal (1:1.000, Agrisera) durante 1 hora y
después con el secundario anti IgG de raton conjugado a Alexa-Fluor 568 (1:100,
Molecular Probes, Thermo Fisher) durante otra hora antes de lavar cuatro veces. Las
células se observaron con un microscopio de fluorescencia motorizado Leica DM6
equipado con una camara digital con una longitud de onda de excitacién de 579 nm y
emision de 603 nm, utilizando un filtro de rodamina (RHO) y un objetivo de aceite
100x /1,30. Se evaluaron al menos diez campos (aproximadamente 20 células por
campo) en cada uno de los tres experimentos independientes llevados a cabo. Cuando se
indica, las imagenes se trataron con el software de analisis de Microscopia esencial
Huygens (SVI, Stockton) en la Universidad de Murcia (Servicio de Tratamiento de
Imagenes Cientificas) para una mejor visualizacion de las vesiculas. El anélisis de

imagenes se realizo utilizando el software ImageJ (NIH).

4.8. Actividades enziméaticas

En esta Tesis se han medido las actividades enzimaticas del marcador autofagico

ATG4 y del receptor de ABA PYR1. ATG4 es una enzima que procesa el sustrato
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ATGS8 y cuya actividad se detecta por Western blot, habiendo sido necesaria su puesta a
punto en el sistema celular TBY-2 utilizado en esta Tesis. La actividad de PYR1 se
mide indirectamente en un ensayo donde se analiza su capacidad inhibitoria de la
actividad fosfatasa de la proteina PP2C HAB1, medida por Espectrofotometria y
aprendida durante una estancia en el laboratorio del Dr. José Leon (IBMCP, Valencia),

tal y como se describe a continuacion.
4.8.1. Ensayo de procesado de ATG4

La actividad de ATG4 se midié6 mediante separacion electroforética de un sustrato
ATG8 escindido (pATG8 procesado) comercial que contiene una etiqueta C-terminal
después del sitio de escision: se trata de una proteina GABARAP humana recombinante
(Fc Chimera, ATG8-Fc, Abcam) que también contiene una etiqueta 6His N-terminal,
como se describid anteriormente en el grupo (Lépez-Vidal y col., 2020). EI ATG8
escindido se detect6 mediante transferencia Western blot usando un anticuerpo anti-

histidina como se describe a continuacion.

Para analizar el efecto de las condiciones reductoras y oxidantes sobre la actividad de
HSATG4 in vitro, una mezcla de reaccién tipica contenia 0,22 pg de HSATG4B
recombinante tratada con reductor (15 uM DTT durante 5 minutos a 25°C) u oxidante (1
mM H,0, 0 3 mM H,0, durante 5 minutos a 25°C) en un tamp6on TBSK (50 mM Tris-
HCI, 140 mM NaCl, 30 mM KCI, pH 8,0) y, cuando se indique, en condiciones
reductoras, eliminando posteriormente el reductor por filtracion en Amicon, seguidas de
oxidantes. A continuacion, las mezclas de reaccién se incubaron con 0,48 ug del
sustrato ATG8-Fc durante 45 minutos a 30°C y se detuvieron mediante la adicién de
tampon de muestra Laemmli sin reductor seguido de incubacién durante 5 minutos a
95°C. Las proteinas se resolvieron en geles TGX 4-20% SDS-PAGE (BioRad). Se
realizaron dos controles negativos usando solo HSATG4B en ausencia de ATG8-Fc, y
con ATGS8-Fc en ausencia de HSATG4B. Tras transferencia a membrana de
nitrocelulosa, el Western blot se realiz6 utilizando el anticuerpo primario monoclonal
anti-6His (Agrisera, 1:5.000) y el anticuerpo secundario IgG anti-raton HRP (1:5.000;
Abcam) seguido de inmunodeteccion con el kit de quimioluminiscencia (Supersignal™
West Picoplus; Fisher Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, que
permitio la deteccion del producto de reaccion de la actividad ATG4 como el ATGS

procesado (PATGS).
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Para analizar la actividad in vitro de HSATG4 en presencia del sistema tiorredoxina,
se tratd HSATG4B previamente reducido con 15 pM DTT con 1 mM H,0, como se
describié anteriormente. Previamente, se comprobd la actividad de la PsTRXol
recombinante por reaccién de reduccion sobre la Insulina en Espectrofotometro (JASCO
V-630 Spectrophotomer) a A= 650 nm y 30°C con un aumento de la Absorbancia por la
precipitacion de esta diana de tiorredoxina (Marti y col., 2009). La proteina HSATG4B
oxidada se redujo entonces usando 2,5 pug de PsTRXol (o una version mutada
mutPSTRX01C37S (Marti y col., 2009), 1,5 uM de AtNTRA (tiorredoxina reductasa A
dependiente de NADPH) y 0,04 mM de NADPH en tampén TBSK (Calderén y col.,
2017a). Se realizaron varias reacciones control en ausencia de cualquiera de estos
componentes o utilizando 10 uM DTT en lugar del sistema NADPH/TRX01l/NTRA.
Las diferentes mezclas de reaccion se incubaron con 0,48 pug de ATG8-Fc durante 45
min a 30°C antes de afadir el tampdn de muestra Laemmli y continuar con SDS-PAGE
como se describié anteriormente, identificando el producto escindido de ATG8-Fc tras

la transferencia Western blot.

Para la actividad ATG4 in vivo, seguimos un método descrito anteriormente (Lépez-
Vidal y col., 2020), en el que se incubaron 50 pg de extractos de proteina celular TBY-2
con ATGS8-Fc recombinante (0,6 pg) en tampon de reaccion TBSK y 100 uM DTT a
30°C durante 45 minutos. La reaccion se detuvo mediante la adicién de tampén de
muestra (tampon de Laemmli sin reductor) y 5 minutos de ebullicién, tras lo cual las
muestras se resolvieron en geles AnykD (BioRad) mediante SDS-PAGE vy
posteriormente se analizaron mediante Western blot con el anticuerpo anti-histidina. Se
realiz6 un control negativo en un extracto celular (linea OEX1) sin sustrato ATG8-Fc

para revelar sefiales no especificas.

4.8.2. Actividad de PYR1 como inhibidor de fosfatasa

La actividad PYR1 se midi6 colorimétricamente como se ha comentado
anteriormente, en un ensayo acoplado a la actividad fosfatasa HAB1 que desfosforila el
sustrato p-nitrofenil fosfato (pNPP) dando lugar al producto intermedio p-nitrofenol,
que en condiciones alcalinas genera un producto final coloreado, el p-nitrofenolato, que
permite monitorizar la reaccion midiendo el aumento de la absorbancia a 405 nm
(Castillo y col., 2015). La presencia de PYR1 y ABA disminuyen la velocidad de la

reaccion al inhibir la fosfatasa y esa disminucion se debe a la actividad de PYR1.
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Para los ensayos con proteinas PSTRXo0l e HisAtPYRL1 reducidas u oxidadas se
realizaron tratamientos previos modificando ligeramente el método seguido por
Calderdn y col. (2017a). Se disolvieron entre 100-120 pg de proteina recombinante en
un volumen final de 500 pL de tampon 20 mM Tris-HCI pH 7,9 conteniendo 50 mM
NaCl y 5% glicerol (v/v). En el caso de las proteinas reducidas, se afiadio a la
disolucion 2 mM de DTT y se mantuvo en agitacion por inversion a 4°C durante 1 hora,
mientras que para las proteinas oxidadas se afiadio 4 mM de H,0, y se incubd durante 1
hora a temperatura ambiente. Tras los tratamientos de reduccién u oxidacion, los 500
WL con proteinas modificadas se filtraron a través de dispositivos Amicon™ Ultra-0,5
mL 3K. A continuacion, se cargaron 400 pL de tampdén nuevo sin DTT y se
centrifugaron. Este proceso se repitié dos veces para recoger finalmente las proteinas

concentradas sin DTT.

Para medir la actividad fosfatasa, la relacion molar utilizada fue de 1:2 (fosfatasa:
PYR1) y, cuando se indico, se afiadieron 2 UM de PsTRXo1, previamente reducida por
DTT como se ha descrito anteriormente. Las proteinas se incubaron durante 10 minutos
a temperatura ambiente en agua Milli-Q en ausencia (-) y presencia (+) de 10 uM de
ABA. La reaccién tuvo lugar en 100 pL de solucidn de reaccion que contenia 25 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 2 mM MnCl; y 10 mM pNPP (Sigma-Aldrich) midiendo cada 30
segundos durante 30 minutos en un Espectrofotémetro de microplaca (Multiskan GO,

Thermoscientific).

4.9. Persulfuracion de proteinas de A. thaliana

Los ensayos de persulfuracion proteica se han realizado en plantas de 19 dias de los
genotipos WT (Col-0) y de los mutantes Attrxol KOl y KO2, asi como el
sobreexpresante OEX1, crecidos en ausencia y presencia durante 7 dias de 300 mM

NaCl, tal y como se describid en el apartado 1.2.2.
4.9.1. Deteccion en gel

Siguiendo el protocolo descrito en Aroca y col. (2022), se realizdé el ensayo para
detectar y comparar de forma semicuantitativa el patrén de persulfuracion de las
proteinas de A. thaliana en las condiciones descritas. En este método basado en el
cambio de dimedona, se realizan dos pasos principales en los extractos proteicos. En el
primer paso, todas las cisteinas y grupos amino en las proteinas reaccionan con 4-cloro-

7-nitrobenzofurazan (CI-NBF) para producir una variedad de aductos con una sefial de
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fluorescencia verde caracteristica que podria utilizarse para medir la carga proteica total.
En el segundo paso, solo los aductos de cisteina persulfurada se marcan selectivamente
con una mezcla de dimedona azida-2 (DAz-2; Cayman Chemical) y Cy5-alquino
(Lumiprobe), que contiene una fraccion de fluorescencia Cy5 para generar una sefial de

fluorescencia roja.
4.9.1.1. Reaccion y bloqueo con CI-NBF

Se partio de 500 mg de material pulverizado en nitrogeno liquido y se resuspendio en
500 pL de tampodn de bloqueo frio (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA, 2% SDS, 5
mM CI-NBF (preparado en DMSO) y céctel inhibidor de proteasas 1x libre de EDTA,
(Roche)). Se incubaron las muestras en un termobloque a 37°C durante 30 minutos con
agitacion leve protegidas de la luz. Pasado el tiempo de bloqueo, se centrifugaron las
muestras a 12.000 xg en una microcentrifuga durante 20 minutos a 4°C para eliminar
los restos vegetales y se recogieron los sobrenadantes en un nuevo microtubo, siempre
protegiendo de la luz. A continuacidn, se precipitaron las proteinas afiadiendo a los
sobrenadantes igual volumen de metanol y un cuarto de volumen de cloroformo. Se
agitaron las muestras mediante vartex, y se centrifugaron durante 10 minutos a 16.000
xg en frio. Tras la centrifugacion, las proteinas se precipitaron en una intercapa formada
entre una fase acuosa/metanol (fase superior) y fase organica/cloroformo (fase inferior).
Para obtener el precipitado de proteinas, se retir6 con cuidado la fase acuosa superior
por inclinacion del microtubo y posteriormente, la fase organica. La fase proteica se
lavo con 500 pL de agua MilliQ, 500 uL de metanol y 125 pL de cloroformo. Se mezcld
mediante vortex, y se centrifugd durante 10 minutos en frio a 16.000 xg. Se eliminaron
las dos capas, como se explicé anteriormente, y se volvid a recuperar el precipitado de
proteinas. Se realizd un ultimo lavado con 500 pL. de metanol, se agitd6 mediante vortex
y se centrifug6 a 16.000 xg en frio durante 10 minutos. Se elimind el metanol y se dejo
secar el precipitado dentro de la campana extractora de gases, protegido de la luz. Las

muestras se conservaron a -20°C hasta su posterior procesamiento.

4.9.1.2. Marcaje con DAz-2/Cy5

Para proceder con el segundo paso de marcaje con la mezcla DAz-2/Cy5, se
resuspendieron los precipitados de las muestras obtenidas como se ha descrito en la
seccion anterior, afiadiendo primero 30 pL de 10% SDS (p/v). Luego, se afiadieron 120

puL de PBS 1x (pH 7.,4), suplementado con el coctel inhibidor de proteasas 1x libre de
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EDTA (Roche). Las muestras se agitaron mediante vortex y para la completa disolucion
del precipitado se utiliz6 un Bioruptor (o bafio de sonicacion) con 10 ciclos de 60
segundos ON y 30 segundos OFF. Se determind la concentracion total de proteinas
espectrofotométricamente utilizando el DC Protein Assay (BioRad) a 650 nm, reactivo

compatible con detergentes. Se ajusto la concentracion final de proteinas a 2 pg/uL.

Se preparar6 la mezcla DAz-2/Cy5 con antelacion, combinando PBS 1x pH 7,4; 30%
acetonitrilo (v/v); 1 mM DAz-2 (stock preparado en DMSO; Cayman Chemical); 1 mM
Cybs-alquino (fluoroforo; stock preparado en DMSO; Lumiprobe); 2 mM de complejo
TBTA-Cu y 4 mM de &cido L-ascorbico, en un volumen final de 150 pL. Para obtener
una mezcla homogénea, se dejo la preparacion durante toda la noche a temperatura
ambiente en un agitador rotatorio. Al dia siguiente, la reaccion se par6 por adicion de
EDTA a una concentracion final de 20 mM durante 1 hora. La mezcla final se alicuoto

(20 pL/alicuota) y se almacend a -20 °C (tiempo inferior a dos meses).

Las muestras de proteinas fueron incubadas con 25 uM de la mezcla DAz-2/Cy5
durante 30 minutos a 37°C y protegidas de la luz. Luego, las proteinas fueron
precipitadas afiadiendo un volumen igual de metanol y un cuarto de volumen de
cloroformo. Se agitaron las muestras mediante vortex y se centrifugaron durante 10
minutos a 16.000 xg en frio. Tras la centrifugacion, las proteinas se precipitaron en una
intercapa formada entre una fase acuosa/metanol (fase superior) y fase
organica/cloroformo (fase inferior). Para obtener el precipitado de proteinas, se retir6
con cuidado la fase acuosa superior por inclinacion del microtubo y posteriormente, la
fase organica. La fase proteica se lavo con 500 pL de agua MilliQQ, 500 pL de metanol y
125 puL de cloroformo. Se mezclé mediante vortex y se centrifugo durante 10 minutos
en frio a 16.000 xg. Se eliminaron las dos capas, como se explicé anteriormente, y se
volvié a recuperar el precipitado de proteinas. Se realizo un tltimo lavado con 500 puL
de metanol, se agité mediante vortex y se centrifugé a 16.000 xg en frio durante 10
minutos. Se elimind el metanol y se dejo secar el precipitado dentro de la campana
extractora de gases, protegido de la luz. Las muestras se conservaron a -20°C hasta su

posterior procesamiento.
4.9.1.3. Electroforesis SDS-PAGE

Las muestras obtenidas segun se ha descrito en la seccion anterior fueron disueltas en
30 puL de 10% SDS (p/v) y 120 puL de PBS 1x (pH 7,4), suplementado con coctel
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inhibidor de proteasas 1x libore de EDTA (Roche). Se determind
espectrofotométricamente la concentracién de proteinas totales utilizando el reactivo
DC Protein Assay (BioRad). Se mezclaron 3 partes de la muestra disuelta que contenia
50 pg de proteina, con 1 parte de tampon Laemmli 4x suplementado con 10% p-
mercaptoetanol (v/v). Las muestras se desnaturalizaron a 95°C durante 5 minutos y se
separaron por SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 10%, protegiendo a las
muestras de la luz durante la electroforesis. Al finalizar la migracion, se fijaron los geles
(solucion de fijacion: 12,5% metanol (v/v) y 4% 4cido acético (v/v) en agua) durante
30 minutos con agitacion suave y protegidos de la luz. Se registr6 el gel a 640 nm para
la sefial Cy5 y a 488 nm para la sefial NBF en un analizador de imagen fluorescente
Typhoon 9500 FLA (Amersham™, GE Healthcare). El nivel total de persulfuracién en
los extractos de proteinas totales marcadas de A. thaliana se cuantific6 midiendo la
intensidad de la sefial de fluorescencia Cy5 (en color rojo; correspondiente a las
proteinas persulfuradas P-SSH) y NBF (en color verde; correspondiente al total de
proteinas cargadas) utilizando el software de analisis digital de imagenes ImageJ (NIH)

y calculando la relacion mediante la ratio Cy5/NBF (Fig. 27a).
4.9.2. Identificacion de proteinas persulfuradas

Para la identificacion de proteinas persulfuradas mediante analisis protedmico, una
vez bloqueadas las cisteinas con CI-NBF, se utilizd6 un método modificado del de
intercambio con biotina (Biotin Swich) que permite detectar cisteinas modificadas
postraduccionalmente mediante persulfuracion, marcando con una sonda de DCP-Biol
(3-(2,4-dioxociclohexil) propil-biotina 1), una forma biotinilada de la dimedona.
Posteriormente las muestras se analizarian por LC/MS/MS como se detalla a

continuacion.
4.9.2.1. Marcaje con DCP-Biol

Siguiendo la metodologia de Aroca y col. (2022) y en colaboracion con este grupo
del laboratorio de la Dra. Cecilia Gotor y del Dr. Luis Romero (IBVF-CSIC, Sevilla), se
partié de 500 mg de material vegetal pulverizado que se resuspendieron en 500 pL de
tampon de lisis frio (PBS 1x pH 7,4, 1 mM EDTA, 2% SDS (p/v)), y se bloquearon con
CI-NBF, como ha descrito en el apartado anterior, hasta obtener el precipitado de
proteinas. Se afiadieron 200 uM de DCP-Biol (stock preparado en DMSO, Merck) y se
incubd la mezcla a 37°C durante 2 horas. Se precipitaron las proteinas como se
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describid en el apartado de blogueo con CI-NBF. Se resuspendieron las muestras de
proteinas en 500 uL de PBS 1x (pH 7,4), suplementado con 0,1% SDS (p/v) y coctel
inhibidor de proteasas 1x libre de EDTA (Roche). Se afiadieron 150 puL de microesferas
magnéticas de estreptavidina Sera-Mag (Cytiva) y se incubaron las muestras a 4°C
durante toda la noche con agitacion suave en agitador rotatorio. Los microtubos se
colocaron en un iman rotatorio (Invitrogen™ DynaMag™-Spin Magnet) y, tras varios
segundos, las microesferas se separaron del sobrenadante, el cual fue desechado. Los
microtubos se retiraron del iman y las microesferas magnéticas se lavaron
resuspendiéndolas en 1 mL de PBS 1x (pH 7,4), suplementado con 0,001% Tween-20
(v/v) a temperatura ambiente. Se volvieron a colocar los microtubos en el iméan para
realizar los lavados, desechando el sobrenadante. Este paso fue repetido tres veces. A
continuacion, las microesferas magnéticas se lavan dos veces con 1 mL de PBS 1x pH
7,4 como se ha descrito anteriormente y una vez con 1 mL de H,O con calidad para
LC/MS. Después de los seis lavados, las microesferas se incubaron con 2,25 M de
hidroxido de amonio (NH4OH) a temperatura ambiente durante toda la noche, con
agitacion suave. A continuacion, las muestras se localizaron de nuevo en el iméan
rotatorio, recogiéndose los sobrenadantes en microtubos nuevos (tubos con alta calidad
para no contaminar las muestras a analizar por Espectrometria de Masas) y las
microesferas magnéticas fueron desechadas. Las muestras se neutralizaron con acido
férmico puro (CH,0,; calidad para LC/MS). Se determind la concentracion de proteinas

espectrofotométricamente.
4.9.2.2. Analisis por Espectrometria de Masas

Para identificar las proteinas persulfuradas se tom6 una alicuota de 50 pg de
proteinas de cada grupo de tratamiento marcadas con DCP-Biol y se digirieron con
tripsina modificada (calidad para secuenciacion por MS; Sigma Aldrich) a 37°C durante
toda la noche en un agitador. Una alicuota de 1 pg de los péptidos obtenidos de cada
muestra se separaron e identificaron mediante Cromatografia liquida nano (nLC;
Eksigent Technologies nanoLC Ultra 1D plus, AB SCIEX) acoplada a un Espectrometro
de masas de alta velocidad TripleTOF 5600 (AB SCIEX) con una fuente Nanospray Il
en el Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC; Madrid, Espafia). Los datos
obtenidos se procesaron utilizando el software Analyst® TF 1.5.1 (AB SCIEX). Las
busquedas de las proteinas de A. thaliana se realizaron en la base de datos UniProt

(https://www.uniprot.org) y sus correspondientes entradas invertidas utilizando Mascot

-110 -


https://www.uniprot.org/

MATERIALES Y METODOS

Server v. 2.5.1 (Matrix Science, Londres, Reino Unido) (Aroca y col., 2017). El analisis
de enriquecimiento singular (SEA) de Gene Ontology (GO) se realizd utilizando la
herramienta web y la base de datos especifica para especies agricolas AgriGO (GO
Analysus Toolkit and Database for Agricultural Community;

http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/) para la clasificacion de las distintas

ontologias: funcién molecular (GOTERM_MF; Molecular Function), componentes
celulares (GOTERM_CC; Cellular Content) y procesos bioldgicos (GOTERM_BP;
Biological Process) de los resultados obtenidos (Du y col., 2010). A través de Database
for  Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID2021;
https://david.ncifcrf.gov/), actualizada en 2021, utilizando los términos GO se realizaron

las busquedas de las proteinas incluidas en los enriquecimientos (Sherman y col., 2022)
(Fig. 27b).
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Figura 27. Esquema resumen del tratamiento de las muestras para analizar la
persulfuracion (P-SSH). a) Deteccion en gel del patron de persulfuracion de proteinas a partir
de extractos foliares de A. thaliana de los genotipos WT (Col-0) y mutantes KO y OEX de
Attrxol tras un blogueo inicial con el fluor6foro CI-NBF de los grupos tioles, persulfuros y
aminos (control de carga total de proteinas), y un posterior marcaje selectivo con DAz-2 de
aductos de cisteinas persulfuradas. Mediante el calculo de la ratio de las sefiales de intensidad de
fluorescencia Cy5/NBF, se obtiene el nivel de persulfuracion, relacion que puede ser comparada
de forma semicuantitativa entre los distintos genotipos y condiciones. b) Identificacion
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protedmica de las proteinas persulfuradas mediante Espectrometria de Masas. Partiendo de un
bloqueo total de las cisteinas con NBF, se realiza un marcaje selectivo de persulfuros con DCP-
Bio. Tras una digestién con tripsina, se obtienen fragmentos peptidicos que son separados
mediante Cromatografia liquida (LC) e identificados mediante Espectrometria de Masas en
tandem (MS/MS). Modificado de Aroca y col. (2022).

5. Tratamiento estadistico

En los diferentes estudios, cada experimento se repitio al menos tres veces en el
tiempo con tres repeticiones bioldgicas por tratamiento para cada genotipo en cada

experimento. Los valores presentados son la media + error estandar.

En los estudios de autofagia para representar las diferencias significativas (p<0,05)
entre genotipos en cada condicién se utilizaron distintas letras segin la prueba b de
Tukey, usando el software SPSS (IBMVR SPSSVR Statistics 19). Para comparar en
cada genotipo la condicion control con el tratamiento con H,0,, las diferencias
significativas se utiliz6 la prueba t de Student P <0,05 (*), P <0,01 (**) o P <0,001

(***) .

En los ensayos relativos a PYR1, los datos se sometieron a la prueba t de Student
(P<0,05 (*)) utilizando el programa IBM SPSS Statistics (Statistical Package for Social
Sciences, 2011).

En los estudios de persulfuracion se analizaron dos réplicas bioldgicas para cada
genotipo y condicion (WT, KO1, OEX1) en un primer estudio, y tres réplicas bioldgicas
en un segundo ensayo (WT, KO1, KO2) con un minimo de 4 plantas por réplica. Se ha
considerado un nivel de péptidos con FDR (False Discovery Rate) < 1% en los analisis
cuantitativos. Una descripcion detallada del analisis por Espectrometria de Masas se

presenta en Arocay col. (2017).
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1. Papel de la TRXo1 en la autofagia inducida por estrés oxidativo

Con el objetivo de llevar a cabo un estudio de la existencia de un proceso autofagico
en células de tabaco BY-2 sometidas a un tratamiento oxidativo con H,O,, asi como la
funcién que pueda tener la TRXo1 en el proceso, se han analizado lineas control (GFP)
y sobreexpresantes Pstrxol (OEX1 y OEX2). Inicialmente, comprobamos que las lineas
estaban transformadas, visualizando el marcador de transformacion GFP por
Microscopia de fluorescencia, verificandose que, efectivamente, las células presentaban
fluorescencia GFP tanto en la linea control transformada con un vector con la proteina
GFP dirigida al reticulo endoplasmatico (“vacio” sin PSTRXo01), como en las lineas
OEX1 y OEX2 que portaban junto a GFP, el gen PSTRXol bajo un promotor CaMV
35S (Ortiz-Espin y col., 2015) (Fig. 28).

Linea GFP Linea OEX1 Linea OEX2

Figura 28. Comprobacion de la transformacion GFP/PsTRXol en células TBY-2.
Visualizacion de GFP por Microscopia de fluorescencia y contraste de fase en lineas
transformadas control (GFP) y sobreexpresantes Pstrxol (OEX1 y OEX2). Se presentan
también las imagenes de contraste de fase de cada una de ellas.

1.1. Medida de viabilidad y peso fresco en las lineas celulares

Los cultivos celulares TBY-2 de la linea control (GFP) y dos sobreexpresantes
(OEX1 y OEX2) se sometieron a un tratamiento con 35 mM H,0, en el dia 5 de
crecimiento, tal y como ya se habia hecho en un trabajo anterior del grupo (Ortiz-Espin
y col., 2015). La sobreexpresion de PsTRXol provocaba un aumento de la viabilidad en
el cultivo después del tratamiento oxidativo junto a un incremento del estado
antioxidante y al retraso de la muerte celular que presentan en estas condiciones (Ortiz-
Espin y col., 2015). En el transcurso de esta Tesis Doctoral, hemos analizado si el
proceso de reciclaje celular autofagia también podria estar colaborando en dicho
incremento observado de la viabilidad celular. Para abordar este estudio, inicialmente

confirmamos que, de forma similar a la encontrada en dicho trabajo, las tres lineas
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presentaban una viabilidad similar (cercana al 100%) durante el crecimiento del cultivo
hasta los 8 dias del mismo (Fig. 29A). También comprobamos que como describimos
anteriormente, el tratamiento con H,O, provocaba una mayor mortalidad en las células
que no sobreexpresan PsTRXo1, presentando alrededor del 30% de viabilidad a las 24

horas (Fig. 29B) en comparacion con el 70% observado en las dos lineas OEX.

Viabilidad Celular

GFP OEX1 OEX2

50um

T T T T T T !
1 2 3 4 5 6 7 8
Tratamiento H,0,

+35mMH,0, 24 h

Dias de crecimiento

Figura 29. Viabilidad celular de la linea TBY-2 no sobreexpresante (GFP control) y dos
lineas sobreexpresantes PsTRXol (OEX1 y OEX2) sin tratar (A) y tratadas con 35 mM
H,O, (B). La viabilidad celular (en porcentaje) se midié usando colorante azul de tripan durante
los 8 dias de cultivo, afladiendo H,O, el dia 5 de crecimiento como se indica en la figura. Los
valores representan la media + error estandar de cuatro experimentos independientes. Las
diferencias de los valores de las células OEX relacionadas con la linea de control en cada
tiempo en ausencia de tratamiento no fueron significativas segin la prueba t de Student (P<0,05
(*), n> 1000 células) mientras que se encontraron diferencias significativas en el tratamiento
con H,0, (P <0,001 (***), n> 1000 células).

Ademas, se analiz6 el peso fresco de los cultivos y se encontré que era similar en las
tres lineas durante el crecimiento en ausencia de H,O, (Fig. 30A). El tratamiento con
H.O, disminuia drasticamente el peso fresco en las células control, mientras que las
lineas OEX mantenian un peso fresco alto después del tratamiento (Fig. 30B), lo que
implicaba que en estas condiciones el crecimiento se encontraba menos comprometido

como efecto de la sobreexpresion de PSTRXo1.
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Peso fresco Peso fresco

2,5 16 H,0,
" —C— GFP --0EX1 —— OEX2

(8)

T . T . T ) T T . . T )
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
Dias de crecimiento Dias de crecimiento

Figura 30. Peso fresco del cultivo de la linea TBY-2 no sobreexpresante (GFP control) y
dos lineas sobreexpresantes PsTRXol (OEX1 y OEX2) en ausencia (A) y tras el
tratamiento con 35 mM H,O, (B). El peso fresco (g) se midié durante los 8 dias de cultivo,
afiadiendo H,0, el dia 5 de crecimiento como se indica en la figura. Los valores representan la
media * error estandar de cuatro experimentos independientes. Las diferencias de los valores de
las células OEX relacionadas con la linea de control en cada tiempo en ausencia de tratamiento
no fueron significativas segun la prueba t de Student (P<0,05 (*)) mientras que se encontraron
diferencias significativas en el tratamiento con H,0, (P <0,001 (**%*)).

1.2. Autofagia y viabilidad celular

La diferencia observada en la viabilidad entre las lineas celulares 24 horas después
del tratamiento oxidativo nos llevo a pensar en la posible participacion de la autofagia
en el aumento en viabilidad observado en las células OEX. De esta forma, la autofagia
podria actuar como un mecanismo protector probablemente eliminando componentes
dafiados en respuesta a la situacion de estrés oxidativo, aumentando asi la viabilidad. Lo
primero que quisimos averiguar fue si una inhibicion de la autofagia tendria un efecto
en la viabilidad celular, asi que tratamos a las células bajo estrés oxidativo con E-64d,
un inhibidor de cistein proteasas que funciona suprimiendo las proteasas lisosomales y
da como resultado la acumulacién de estructuras similares a autofagosomas y (auto)
lisosomas. Por otro lado, si se tratan las células con E64d en conjunto con 3-
metiladenina (3-MA), se revierte el efecto del E-64d, tal como ha sido descrito en

celulas de tabaco sometidas a autofagia inducida (Takatsuka y col., 2004; 2011).

De manera similar a lo mostrado en la Figura 29, medimos la viabilidad de las
células control no sobreexpresantes en ausencia de tratamiento y 24 horas después del
tratamiento oxidativo con H,0O, (+ H,0,). Este tratamiento provoco una disminucion en

la viabilidad del 96% al 20% en la linea control (Fig. 31). Paralelamente, se comprobd
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que el inhibidor E-64d (+ E-64d) solo sin H,O, no afectaba a la viabilidad celular.
Cuando se aplicaron al cultivo no sobreexpresante (linea GFP) tanto H,O, como E-64d,
bien juntos o en combinacién con 3-MA, no se observo ningun efecto, sugiriendo que la
autofagia no estaba involucrada en la viabilidad de las células control en condiciones de
tratamiento oxidativo con H,0,. Sin embargo, se observé un efecto diferente en las
células OEX1, que mostraban una disminucion en la viabilidad del 99% al 65% con el
tratamiento oxidativo (Fig. 31). De nuevo, el tratamiento con el inhibidor E-64d solo no
afecto su viabilidad. Interesantemente, cuando se aplic6 H,0, junto con E-64d a la linea
OEX, se observé una marcada disminucién en la viabilidad celular (alrededor del 33%),
revertiéndose en presencia de 3-MA (Ultima imagen en la Fig. 31), lo que nuevamente
condujo a una alta viabilidad celular (76%), indicando una situacion de supervivencia

celular dependiente del proceso de autofagia.

Linea GFP

100 a g
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25
0
+E-64d  +H,0, +H,0, -H,0, +E-64d  +H,0, +H,0, +H,0,
+E-64d +E-64d  +E-64d
+3-MA

Figura 31. Viabilidad celular de las lineas TBY-2 control no sobreexpresante (GFP) y
sobreexpresantes de Pstrxol (OEX1y OEX2) 24 horas después del tratamiento con 35 mM
H,0, en ausencia y presencia de los inhibidores de autofagia E-64d y 3-MA. Se analiz6 la
viabilidad celular (porcentaje) sin tratamiento (-) y después del tratamiento (+) con H,0,, E-
64d, H,O, + E-64d y H,0, + E-64d + 3-MA utilizando colorante azul de tripan 24 horas
después de los respectivos tratamientos. Los valores representan la media + error estandar de
cuatro experimentos independientes. Letras diferentes indican diferencias significativas
(P<0,05) entre tratamientos segun la prueba de Tukey.
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Posteriormente, investigamos si el efecto de los dos inhibidores se observaba aun en
las lineas OEX 48 horas después del tratamiento con H,0,, obteniéndose resultados
similares (Fig. 32), por lo que el efecto de los inhibidores duré al menos este tiempo. No
se analizé el efecto de los inhibidores en la linea GFP control 48 horas despues del

tratamiento oxidativo porque la tasa de viabilidad celular era minima (cercana al 0%).

Linea OEX1 Linea OEX2

a a
X
= b
]
° c
3
.
> I
-H,0, +H,0, +E-64d +H,0, +H,0, -H,0, +H,0, +E-64d +H,0, +H,0,
+E-64d  +E-64d +E-64d  +E-64d
+3-MA +3-MA

Figura 32. Viabilidad celular de las lineas TBY-2 transformadas Pstrxol (OEX1y OEX2)
48 horas después del tratamiento con 35 mM H,O, en ausencia y presencia de los
inhibidores de la autofagia E-64d y E-64 mas 3-MA.

Por otro lado, también determinamos que el 3-MA individualmente no afectaba a la
viabilidad de la linea OEX1 (Fig. 33) tanto en ausencia como en presencia de H,O, 24

horas después del tratamiento oxidativo; mientras que a las 48 horas del tratamiento, la
viabilidad disminuyd en torno al 25%.

Todos estos experimentos apuntan a una relacion entre el proceso de autofagia y la
viabilidad en la respuesta celular a la situacion oxidativa que ocurre 24/48 horas
después del tratamiento con H,0,, solo cuando PsSTRXo1 est4 sobreexpresado.
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Linea OEX1
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Figura 33. Viabilidad celular de la linea TBY-2 transformada con PsTRXol (OEX1) 24
horas y 48 horas después del tratamiento con 35 mM H,0, en ausencia y presencia del
inhibidor de la autofagia 3-MA.

1.3. Marcadores autofagicos en lineas sobreexpresantes

Tras implicar al proceso de autofagia en la mayor viabilidad celular presentada por
las células sobreexpresantes de PsTRXo1, decidimos analizar si diferentes marcadores
del mismo pudieran estar afectados por la sobreexpresion de PsTRXol y por el estrés
aplicado a dia 5 de crecimiento, analizando los cultivos 24 horas después del
tratamiento oxidativo. Asi, se eligieron los genes ATG8a y ATG4 como marcadores de
autofagia, destacando que de los cinco genes descritos en tabaco para ATG8, elegimos
ATG8a por ser de los pocos descritos que regulan su expresion en algunas situaciones
de estrés. De hecho, el nivel de expresion de ATG8a se ha usado como marcador de
autofagia en estrés en células de A. thaliana y tabaco (Zhou y col., 2015; Rose y col.,
2006). La transformacion de las células TBY-2 con PsTRXo1 no afectd la expresion del
gen ATGB8a (Panel izquierdo en Fig. 34), mientras que el tratamiento con H,O, afecto
solo a las células no sobreexpresantes (GFP) (Panel derecho en Fig. 34), descendiendo
la expresion genica de forma significativa (asterisco), mostrando asi que la
sobreexpresion permite mantener unos niveles altos de este marcador autofagico en
estas células OEX. El analisis del contenido en proteina de ATG8 por Western blot en

células no sobreexpresantes mostr0 dos bandas de diferentes pesos moleculares
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correspondientes a las formas citosdlicas libres, a saber, ATG8 alrededor de 13 kDa y
debajo de ella la forma lipidada ATG8-PE (PE: fosfatidiletanolamina), que a pesar de
tener mayor tamafio, migra antes por su estructura, tal y como se ha descrito
anteriormente (Alvarez y col., 2012). La sobreexpresion de PsTRXo1 aumento el nivel
de ambas formas proteicas y el tratamiento con H,O, aumenté el contenido de ATG8
particularmente en las lineas OEX (més del doble), especialmente en la forma ATG8-
PE lipidada.

Proteina ATGS8

anti-ATGS - - b - - +—— ATGS (~13 kDa)
ATGS-PE (¥17 kDa)

Pounceau

relativa

Expresion génica
[ATG8a]/[ACT8]
[=] L5} = : ra uu w

GFP OEX1 OEX2 GFP-T OEX1-T OEX2-T

+H,0,

Figura 34. Expresion del gen ATG8a y contenido en proteinas ATGS8 en la linea TBY-2 no
sobreexpresante GFP y dos lineas sobreexpresantes Pstrxol (OEX1 y OEX2) en el dia 6 de
crecimiento (panel izquierdo) y 24 horas después del tratamiento con 35 mM H,0, (células
tratadas (-T), panel derecho). El nivel de ARNm se determiné mediante qPCR en tiempo real.
Los valores se expresan como expresion relativa frente al gen NtACTINA8 (ACT8). Las barras
muestran medias + error estandar de tres experimentos independientes con tres réplicas
bioldgicas en cada una y tres réplicas técnicas. Las letras diferentes indican diferencias
significativas (P<0,05) entre genotipos en cada condicion segin la prueba de Tukey y el
asterisco indica diferencia significativa del genotipo después del tratamiento con H,O, en
comparacion con las células no tratadas, segun lo determinado por la prueba t de Student
(P<0,05 (*)). Western blot representativo de las proteinas ATG8 (panel superior) de extractos
celulares separados por SDS-PAGE y visualizados por quimioluminiscencia, sefialando las
formas no lipidadas y lipidadas (PE) de la proteina. Se utilizé tincion Pounceau de la membrana
para corregir la carga. Los valores bajo la membrana son la media de tres experimentos
cuantificados después de la densitometria (los nimeros muestran la suma de ambas formas de
ATG8) y se refieren a la intensidad de banda mas baja cuyo valor es 1.

El andlisis de la expresion del gen ATG4 en las células crecidas en un medio sin
H.O, (Fig. 35) revelé que la transformacién con PsTRXol aumentd la expresion de
dicho gen. El tratamiento con H,0, solo afect6 a las células no sobreexpresantes (GFP-
T), disminuyendo la expresion del gen ATG4, demostrando asi que la sobreexpresion de
PsTRXol permite el mantenimiento de niveles elevados de gen ATG4 en las células
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OEX. El analisis Western blot de los niveles de proteina ATG4 revel6 la presencia de
dos bandas reconocidas por el anticuerpo alrededor del peso molecular descrito de las
isoformas X1 y X2 de las proteinas del tabaco, 53 y 57 kDa (base de datos Uniprot:
XP_016513796 y XP_016513797). Ademas, comprobamos que la sobreexpresion de
PsTRXol aumenté el nivel de proteina ATG4 y, de hecho, ATG4 se detectd solo en
células OEX y no en la linea control en condiciones no oxidativas. El tratamiento
oxidativo indujo la acumulacion de ambas isoformas ATG4 en la linea Control (GFP-T)
pero de forma mas intensa en las lineas OEX-T, que presentaron un mayor contenido de

proteina a 53 kDa.
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Figura 35. Expresion del gen y contenido en proteinas ATG4 en la linea TBY-2 no
sobreexpresante GFP y dos lineas sobreexpresantes Pstrxol (OEX1 y OEX2) en el dia 6 de
crecimiento (panel izquierdo) y 24 horas después del tratamiento con 35 mM H,0, (células
tratadas (-T), panel derecho). El nivel de ARNm se determin6 mediante gPCR en tiempo real.
Los valores se expresan como expresion relativa frente al gen NtACTINA8 (ACT8). Las barras
muestran medias * error estandar de tres experimentos independientes con tres réplicas
biolégicas en cada una y tres réplicas técnicas. Las letras diferentes indican diferencias
significativas (P<0,05) entre genotipos en cada condicion segln la prueba de Tukey y el
asterisco indica diferencia significativa del genotipo después del tratamiento con H,O, en
comparacion con las células no tratadas, segun lo determinado por la prueba t de Student
(P<0,05 (*)). Western blot representativo de las proteinas ATG4 (panel superior) de extractos
celulares separados por SDS-PAGE y visualizados por quimioluminiscencia. Se utilizé tincion
Pounceau de la membrana para corregir la carga. Los valores bajo la membrana son la media de
tres experimentos cuantificados después de la densitometria (los nimeros muestran el valor de
cada isoforma detectada) y se refieren a la intensidad de banda més baja cuyo valor es 1.

Debido a que disponiamos del anticuerpo comercial anti-CrATG4 generado frente a
Chlamydomonas (Cre12.g510100.t1.1), organismo cuya ATG4 presenta solo un 21% de
similitud con la secuencia proteica completa de la ATG4 de tabaco, decidimos generar

dos anticuerpos especificos frente a dos zonas diferentes de la secuencia proteica de
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tabaco NtATG4 (anticuerpo 1 frente a ISSEPEPGPSSNIK; anticuerpo 2 frente a
RKGFPPIGDSKYTS) para corroborar los resultados. El andlisis Western blot de
extractos celulares de tabaco con estos anticuerpos nos permitié detectar la banda
mayoritaria de 53 kDa en el caso del anticuerpo 1y las dos bandas proteicas de 53 y 57
kDa en el caso del anticuerpo 2, las mismas detectadas con el anticuerpo de
Chlamydomonas (Fig. 36), quedando validados asi los resultados obtenidos en los

Western blot utilizando este ultimo anticuerpo.

anti-NtATG4-1 anti-NtATG4-2

kpa M GFP OEX1 OEX2 M GFP  OEX1 OEX2

75
- -
o | & 57 kDa
_53 kDa ‘:: —53 kDa
50 - at - —
50
‘ »
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Figura 36. Contenido de proteinas ATG4. Western blot realizado en la linea TBY-2 no
sobreexpresante GFP y dos lineas sobreexpresantes Pstrxol (OEX1 y OEX2) en el dia 6 de
crecimiento utilizando dos anticuerpos frente a secuencias especificas de NtATG4.

El analisis mas detallado de la secuencia aminoacidica comparativa (Programa
CLUSTAL) entre las dos especies nos permitio delimitar una zona de 20-30 aa (desde
164-193 en la isoforma X1 de tabaco) que presenta una similitud de 65-75% con la de
Chlamydomonas (en rojo Fig. 37). Més aun, acotando a 16 aa (164-179) la identidad es
del 81%.

NtATG4 MRRIFGI----- NKTGIPNGSKSDIWLLGVCYKVVQDDDPSIEPTQSEGFSAFVDDFSSR 55
CrATG4b MSQALSLRKLSELMHGTTSLSQHTICLLGKSYGDAGTGDQ SKALDAEALEAMLGDFRSR 59

* . . * * . % kdk * % . ek e ke ** * %k

NtATG4 ILVTYRKGFPPIGDSKYTSDVNWGCMLRSSQMLVAQALLLHRLGRSWRKSLDKPHDQKYV 115
CrATG4b MWCTYRKDFPALGPSLLloDVGWGClLRSGQMLLAhAMMRVALGRDWQRCSDNLEAVR—— 117

‘k**‘k * % 'k * * k k% *** *‘k* *** * . * . *** * . * o

NtATG4 DILHLFGDSEESACSIHNLLQAGKTYGLSPGSWVGPYAMCRTWETLARSKRE----ETGN 171
CrATG4b PVVAALLDCAEAPLSIHRICDAGGPAGIVPGRWLGPWMLCKGLEALFSQLAGAQQEPLGL 177

. K * . *** . ‘k* * e kK * ** ok . * *

Figura 37. Alineamiento de parte de las secuencias de NtATG4 y CrATG4B. En rojo se
sefiala una zona de alta similitud.
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Esta region, ademas, segin modelizacion de la proteina realizada por el Profesor
Javier Lépez-Jaramillo (Universidad de Granada), esta parcialmente expuesta (Fig. 38)
y mas aun en condiciones desnaturalizantes como es el caso del Western blot, por lo que

se podria explicar el reconocimiento observado por el anti-CrATG4.

Figura 38. Modelado de la proteina ATG4 de tabaco. En amarillo se sefiala la zona de
aminoacidos 164-193 con alta similitud con la secuencia de ATG4 de Chlamydomonas.

Para comprobar si los cambios en la expresion y los niveles de proteina se
correlacionaban con los niveles de actividad, se ensay0 la actividad de ATG4 endogena
en las tres lineas celulares en presencia de DTT. En ausencia del tratamiento con H,O, y
en paralelo al contenido de proteina, la linea control presenté baja actividad ATG4,
mientras que las células sobreexpresantes Pstrxol mostraron alta actividad, como se
evidencia por la presencia de un producto de escision alrededor de 18 kDa (Fig. 39,
panel izquierdo). Ademas, se midié la actividad de HSATG4 recombinante como
control positivo. Después del tratamiento con H,0,, de forma similar a lo encontrado
para el contenido de proteinas, las lineas OEX mantuvieron una mayor actividad de
ATGA4, siendo aproximadamente el doble que la linea control, que mostré un aumento

de 6 veces (Fig. 39 panel derecho).
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Actividad ATG4
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Figura 39. Actividad de procesamiento de ATG4 enddgeno de la linea control GFP y dos
lineas de TBY-2 sobreexpresantes Pstrxol (OEX). Las células se analizaron en el dia 6 de
crecimiento (panel izquierdo) y 24 horas después del tratamiento con 35 mM H,O, (células
tratadas (-T), panel derecho). Actividad ATG4 de extractos celulares en presencia de DTT,
evidenciada siguiendo la escision del sustrato His-ATG8-Fc quimérico recombinante de las
formas sin procesar (His-ATG8-Fc) a las formas His-ATG8 procesadas (indicadas por la flecha)
mediante analisis de transferencia Western blot utilizando el anticuerpo anti-histidina. La
actividad de HSATG4 recombinante se muestra como control positivo. El asterisco indica una
banda no especifica. Los valores son la media de tres experimentos cuantificados después de la
densitometria de las bandas de 18 kDa detectadas (numeros bajo las membranas relacionadas
con la sefial en la linea de control de valor 1). En el panel inferior se presenta un esquema de la
medida de la actividad.

La banda definida como inespecifica alrededor de 24 kDa que se presentaba con una
mayor intensidad en las lineas de sobreexpresion (asterisco en Fig. 39 y Fig. 40), se
comprobd que aparecia como resultado de la incubacion de las células sin el sustrato
ATG8-Fc (Fig. 39).
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Figura 40. Experimento control para la actividad de procesamiento de ATG4 enddgeno de
la linea Pstrxol (OEX1) 24 horas después del tratamiento con 35 mM H,0O,.

Todos estos resultados mostraron que la sobreexpresion de PSTRXol, asi como el
propio tratamiento con H,0O,, provocaron un aumento de los marcadores de autofagia
ATG8 y ATG4, siendo las células OEX tratadas las que presentaron niveles mas

elevados comparados con los de las células no sobreexpresantes.

1.4. Estructuras autofagicas en lineas sobreexpresantes tras el

tratamiento oxidativo

Para ampliar nuestro conocimiento del proceso de autofagia que tiene lugar en las
células que sobreexpresan PsTRXo1 bajo el tratamiento oxidativo con H,0,, decidimos
observar la presencia de estructuras autofagicas. El proceso autofagico es muy rapido y
lo que se denomina como flujo autofagico, que va desde la formacion de las estructuras
autofagicas hasta su degradacién en vacuola, se mide con bloqueantes del proceso que
permitan una acumulacién de dichas estructuras, de forma que si este flujo existe,
dichas estructuras se acumulan cuando se usan ciertos bloqueantes autofagicos. Por otro
lado, dichas estructuras se pueden visualizar utilizando el colorante fluorescente
acidotropico Lysotracker Deep Red (LDR), que marca los autolisosomas en sistemas
animales y las estructuras similares a autolisosomas en vegetales. E-64d es un inhibidor
que bloquea la transferencia de autolisosomas a la vacuola permitiendo su acumulacion,

bloqueando asi el flujo de autofagia por lo que las estructuras pueden ser tefiidas con
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LDR vy visualizadas. Al igual que en los ensayos realizados anteriormente de viabilidad,
el inhibidor 3-MA se uso para revertir el efeto del E-64d.

El analisis de la presencia de vesiculas se realizo en las lineas control y una de las
lineas sobreexpresantes OEX1 (Fig. 41 y Fig. 42, respectivamente) 24 horas después del
tratamiento con H,O, en presencia del inhibidor E-64d utilizando un microscopio de
fluorescencia con Optica Nomarski (Microscopia de contraste de interferencia
diferencial; DIC). En la linea control GFP apenas se visualizaron algunas vesiculas
principalmente en las células tratadas con el H,O, tanto en DIC como tras tincion con

LDR (sefialadas por flechas en Fig. 41).

Linea GFP
+H,0, +H,0,
- H.0, +H.0, + E-64 E-64d + 3-MA

-] 7,

LDR

ey
L

(um?/célula)

H

Area de estructuras
tefiidas con LDR

-H,0, +H,0, +H,0, +H,0,
+ E-64d +E-64d+3-MA

Figura 41. Visualizacion de la formacién de estructuras similares a autolisosomas
inducidas por H,O, en células de tabaco BY-2 control GFP. Las imagenes de Microscopia
de contraste de interferencia diferencial (DIC) y las imagenes de fluorescencia de estructuras
tefiidas con LDR son representativas de tres experimentos independientes. Se trataron células
TBY-2 de cinco dias de edad con 35 mM H,0, solo o en combinacién con E-64d o E-64d mas
3-MA y se observaron después de 24 horas bajo un microscopio de fluorescencia equipado con
una oOptica Nomarski. Las flechas indican algunas sefiales de autolisosomas (tefiidos en rojo).
Barras de escala: 50 um. En el panel de la derecha se presenta la cuantificacion de dichas
estructuras en LDR.
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Sin embargo, se observd una acumulacion de vesiculas visualizadas tanto en células
marcadas con DIC como con LDR, principalmente en células OEX1 en comparacion
con las células control después del tratamiento con H,O, + E-64d (tercera columna en la
Fig. 42). Ademas, sefialar que algunas estructuras autofagicas se acumulaban
constitutivamente en la linea OEX debido a la deteccion de sefiales LDR en células en
ausencia o presencia de H,O; sin el inhibidor (la primera y segunda columnas en la Fig.
42) o cuando el compuesto 3-MA estaba presente (Gltima columna). Todos estos
resultados indicaron que el inhibidor E-64d afect6 principalmente a las células OEX1

blogueando el proceso de autofagia e induciendo la acumulacion de vesiculas.

Linea OEX1
+H,0, +H,0,

-H,0, , +H,0, +E-64d +E-64d +3-MA

# /
e

DIC

LDR

Area de estructuras
tenidas con LDR
(um?2/célula)

0 == )| ——
-H,0, +H,0, +H,0, +H,0,
+E-64d +E-64d +3-MA

Figura 42. Visualizacion de la formacién de estructuras similares a autolisosomas
inducidas por H,O, en células sobreexpresantes (OEX1) Pstrxol. Las imagenes de contraste
de interferencia diferencial (DIC) y las imégenes de fluorescencia de estructuras tefiidas con
LDR son representativas de tres experimentos independientes. Se trataron células TBY-2 de
cinco dias de edad con 35 mM H,0, solo o0 en combinacion con E-64d o E-64d mas 3-MA y se
observaron después de 24 horas bajo un microscopio de fluorescencia equipado con una Optica
Nomarski. Las flechas indican algunas sefiales de autolisosomas (tefiidos en rojo). Barras de
escala: 50 um.
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La acumulacion se observo incluso 48 horas después de los tratamientos en células
OEX1 (Fig. 43). Quedaba asi demostrada la existencia de un flujo autofagico evidente
por la acumulacion de autolisosomas en las celulas transformadas con PsTRXol

sometidas al tratamiento con H,O,.

Linea OEX1

Figura 43. Visualizacion de la formacion de estructuras similares a autolisosomas. La
formacion de estructuras liticas fue inducida por 35 mM H,0, en células de tabaco BY-2
sobreexpresantes Pstrxol (OEX1) 48 horas después del tratamiento.

1.5. Deteccion de la proteina ATG8 por inmunofluorescencia

Con el fin de corroborar la existencia del flujo autofagico, se utilizé el anticuerpo
anti-CrATG8 para examinar la presencia de esta proteina por inmunofluorescencia (IF)
en la linea OEX1 tratada con H,O, en ausencia y presencia de E-64d y en presencia de
E-64d mas 3-MA. Se detectd una sefial de fluorescencia alta en las células tratadas con
H.O, mas E-64d en comparacion con la observada en las células tratadas con el
oxidante en ausencia del inhibidor (Fig. 44), corroborando la existencia de estructuras
autofagicas que contienen la proteina ATG8 en estas células tratadas con H,0O,. Esta
acumulacion de ATGS se revirtio utilizando 3-MA en combinacion con E-64d.
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LINEA OEX1

Control negativo - H,0,

+H,0, +H,0, + E-64d +H,0, + E-64d + 3-MA

Figura 44. Inmunodeteccion de ATGS8 en células TBY-2 sobreexpresantes Pstrxol OEX1
tratadas con 35 mM H,0,. Se trataron las células OEX1 de cinco dias de crecimiento en
ausencia (-) y presencia (+) de 35 mM H,0, solo 0 en combinacion con E-64d y 3-MA y se
recogieron y procesaron después de 24 horas para Microscopia de inmunofluorescencia, como
se describe en Material y métodos. Las imagenes de fluorescencia de la sefial reconocida por el
anticuerpo anti-CrATG8 (punteados purpuras) se muestran como representativas de tres
experimentos independientes después de usar el software Huygens Essential Microscopy
Analysis. También se presenta un control negativo sin incubacion con el anticuerpo primario.

Las sefiales puntiformes de inmunofluorescencia ATG8 por célula se cuantificaron
en las lineas no sobreexpresantes GFP y Pstrxol OEX1 y los valores se presentan en la
Figura 45. Después de analizar 20 células por genotipo y tratamiento, solo las lineas
OEX presentaron una alta y significativa acumulacion de ATG8 24 horas después del
tratamiento con H,O, + E-64d, siendo los valores tres veces mas altos en estas lineas

que en las células tratadas con H,0,.
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ek —_— OGFP MOEX1

15 4

10 4

0 0 -

-H,0, +H,0, +H,0, + E-64d +H,0,+ E-64
+3-MA

Sefiales fluorescencia ATG8/célula

Figura 45. Cuantificacion de ATG8 después del analisis de inmunofluorescencia. Nimero
de sefiales puntiformes inmunofluorescentes por célula después de la inmunodeteccion de
ATGS en la linea no sobreexpresante GFP y Pstrxol OEX1 24 horas después del tratamiento
con 35 mM H,0; y en presencia de E-64d o E-64d mas 3-MA, como se ha descrito en
Materiales y Métodos. Se encontraron diferencias significativas entre los genotipos en
comparacion con las células tratadas con H,0, (+ H,0;), como indica la prueba t de Student
(P<0,001 (***)).

1.6. Viabilidad celular y estructuras autofagicas tras 14 horas del

tratamiento oxidativo

Sobre la base de la baja viabilidad observada en la linea control no sobreexpresante
GFP 24 horas después del tratamiento con H,O, y con el fin de evaluar la posible
aparicion de un aumento de la autofagia como respuesta a corto plazo en esta linea,
averiguamos el punto en que estas células presentaban una viabilidad similar a la
observada en las lineas OEX 24 horas después del tratamiento oxidativo, eligiendo
entonces 14 horas postratamiento con H,0O,. En este tiempo, la linea control presentaba
un 40% de viabilidad y las lineas OEX alrededor del 80% (Fig. 46A). Usando E-64d, no
se observo ningun efecto significativo sobre la viabilidad celular en la linea GFP control
mientras que en las lineas OEX, la viabilidad si resulto afectada y disminuyé de nuevo
significativamente al 60% (Fig. 46B). 3-MA no afectd la viabilidad en la linea de
control después del tratamiento oxidativo, mientras que revirtio el efecto de E-64d en la

linea OEX1. Se obtuvieron resultados similares en la linea OEX2.
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Figura 46. Viabilidad celular de la linea GFP control no sobreexpresante y las lineas
sobreexpresante Pstrxol TBY-2 OEX1 y OEX2. Las células se analizaron 14 horas después
del tratamiento con 35 mM H,0, en ausencia y presencia de los inhibidores de la autofagia E-
64d y 3-MA. Se comprobd la viabilidad celular (porcentaje) de las células sin tratamiento (-) y
después del tratamiento con H,0,, H,O,+E-64d y H,0,+E-64d+3-MA utilizando colorante azul
de tripan 14 horas después del tratamiento oxidativo. Los valores representan la media + error
estandar de cuatro experimentos independientes. Letras diferentes indican diferencias

significativas (P<0,05) entre tratamientos (mayusculas para OEX1 y minusculas para OEX2)
segun la prueba de Tukey.

También comprobamos el efecto de los inhibidores 2 horas después del tratamiento
con H,O, y no encontramos cambios en la viabilidad celular en ninguna de las tres

lineas (Fig. 47), verificando que la autofagia atn no se evidenciaba en este corto tiempo
en las lineas sobreexpresantes tratadas.
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100 - OGFP MOEX1 MOEX2
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-H,0, +H,0, +H,0,+E-64d +H,0,+E-64d
+3-MA

Figura 47. Viabilidad celular de la linea GFP control no sobreexpresante y las lineas
sobreexpresante Pstrxol TBY-2 OEX1 y OEX2. Las células se analizaron tras 2 horas del
tratamiento con 35 mM H,0O; en ausencia y presencia de los inhibidores de la autofagia E-64d y
3-MA. Se comprob6 la viabilidad celular (porcentaje) de las células sin tratamiento (-) y
después del tratamiento con H,0,, H,0,+E-64d y H,O,+E-64d+3-MA utilizando el colorante
azul de tripan 2 horas después del tratamiento oxidativo. Los valores representan la media +
error estandar de cuatro experimentos independientes. No se encontraron diferencias
significativas (P<0,05) entre el tratamiento con H,0O, y los tratamientos en presencia de
inhibidores segun la prueba de Tukey.

Estos resultados sugieren la ausencia de autofagia inducida en la linea control no
sobreexpresante GFP en respuesta a la condicion oxidativa tras las 14 horas. Para
corroborarlo, analizamos la presencia de estructuras similares a autolisosomas 14 horas
después del tratamiento con H,O,, en ausencia y presencia del inhibidor E-64d en una
de las lineas OEX1 comparada con la linea GFP control. Similar a lo observado para el
efecto de E-64d sobre la viabilidad celular, la fluorescencia de baja intensidad no se
acompafid de acumulacion de dichas estructuras en la linea control (Fig. 48A), mientras
que si se observd una mayor intensidad y estas estructuras se acumularon
principalmente en las células tratadas con E-64d de la linea OEX1 14 horas después del
tratamiento con H,0, (Fig. 48B).
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(A) Linea GFP

+H,0, + E-64d + 3-MA

X7

-H,0, +H,0, +H,0, + E-64d

(B) Linea OEX1
-H,0, +H,0, +H,0,+E-64d  +H,0,+E-64d +3-MA

Figura 48. Visualizacion de la formacion de autolisosomas inducida por H,O; en células
de tabaco BY-2 no sobreexpresantes GFP control (A) y sobreexpresantes Pstrxol (OEX1)
(B). Las imagenes de contraste de interferencia diferencial (DIC) y las imagenes de
fluorescencia de estructuras tefiidas con Lysotracker Deep-Red se muestran como
representativas de tres experimentos independientes. Se trataron células TBY-2 de cinco dias
con 35 mM H;,0; solo o en combinacién con E-64d o E-64d y 3-MA y se observaron después
de 14 horas bajo un microscopio de fluorescencia equipado con una Optica Nomarski. Las
puntas de flecha indican algunas sefiales puntuales de estructuras similares a autolisosomas
(rojo). Barras de escala: 50 um.
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1.7. Interaccion in vitro de ATG4 con TRXol

Uno de los posibles mecanismos de control del proceso de autofagia puede ser la
regulacién redox por TRX de componentes de autofagia como ciertas proteinas ATG,
tal y como se ha descrito para ATG4 en Chlamydomonas y levadura (desarrollado en la
seccion de introduccion). Para determinar si la TRX también podria regular la proteina
ATG4 en plantas, primero realizamos un experimento para analizar la posible
interaccion entre ambas proteinas utilizando PSTRXol de guisante recombinante y la
proteina comercial HSATG4B humana. Tras estos experimentos, estudiariamos la
posible regulacion redox in vitro de la actividad de escision de ATG4 por parte del
sistema NTR/TRXol.

Para analizar la interaccion fisica entre PsTRXol y HSATG4B, se llevé a cabo un
experimento de transferencia puntual de proteinas (ensayo Dot blot trampa),
depositando las proteinas en membranas de nitrocelulosa por separado para incubarlas
posteriormente con la proteina a interactuar. Después de un lavado extenso de la
membrana, la presencia de TRXol unida a ATG4 depositada en la membrana fue
revelada con el anticuerpo anti-PsTRXol (Fig. 49, primera linea) y la presencia de
ATG4 unida a TRXol depositada membrana fue revelada por el anticuerpo anti-
CreATG4 (Fig. 49, segunda linea). Como controles positivos, la proteina recombinante
PsTRXo1l fue depositada y revelada con anti-PsTRXo0l y HSATG4 fue depositada y
revelada con anti-ATG4 (Fig. 49, primera linea, primer punto; segunda linea, segundo
punto). La interaccion parecio ser especifica, ya que no se detectd ninguna sefial en las
posiciones correspondientes a cantidades equivalentes de albumina BSA, sefialadas
como controles negativos (membranas en la Ultima columna). Estos resultados

confirman la interaccion fisica in vitro de las proteinas PSTRX0l y HSATG4B.

-135-



RESULTADOS

Proteina depositada en membrana:

PsTRXol HsATG4 BSA
Incubadacon: (L5pg) (2,3pg) (1.5 pg) Reveladacon:

@ _ anti-PsTRXo1l

HsATG4B @ . ﬂ anti-CreATG4B
LW |

PsTRXol

Figura 49. Andlisis Dot blot representativo de la interaccion entre las proteinas
recombinantes PsTRXol y HSATGA4. En las membranas, se depositaron PSTRXo1, HSATG4B
y BSA (como control negativo) y se incubaron con tampén TBS-T que contenia las proteinas
PsTRXol o HSATG4B recombinantes. La presencia de las proteinas se revel6 utilizando
anticuerpos anti-PsTRXol o anti-CreATG4B, respectivamente. En rojo se sefialan las
interacciones positivas.

Para corroborar el resultado obtenido en el ensayo trampa Dot blot, se realiz6 un
ensayo de co-inmunoprecipitacion (ColP) de las proteinas recombinantes His-
HSATG4B y PsTRXo1, seguida de un andlisis Western blot de la presencia de ambas
proteinas en el resultado del ensayo, utilizando microesferas magnéticas anti-histidina
(MACS Miltenyi Biotec). El dltimo lavado de las particulas magnéticas antes de la
elucion de la columna se cargd en la primera calle del gel (membrana de la izquierda en
la Fig. 50) para verificar la ausencia de las proteinas no retenidas antes de la elucién
(fraccion de lavado). La segunda calle contenia una fraccion de la solucién en la que se
incubaron las proteinas antes de pasar por la columna (Entrada), que demostrd la
presencia de proteina His-HSATG4B monomérica y dimérica (segun lo revelado por
anti-histidina). La dltima calle contenia las proteinas eluidas de las microparticulas
(ColP), que revelaron principalmente la presencia de la proteina monomérica
HSATG4B. Posteriormente, la misma membrana se someti6 a una extraccion suave y se
incubd con anti-PsTRXo1, revelando la presencia de la forma monomerica (alrededor
de 12,5 kDa) de esta proteina en la fraccién Entrada y también en la ultima calle que
contenia el resultado de la ColP eluida de las microparticulas magnéticas (membrana de
la derecha en la Fig. 50) junto con varias formas diméricas esperables de 24-25 kDa. La
presencia de ambas proteinas en la fraccion de ColP eluida confirmo la interaccion entre
las proteinas HSATG4B y PsTRXo01. Debido a la baja cantidad de TRXo1 en la fraccion
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de ColP eluida, la membrana se revel6 con anti-PsTRXol durante un periodo
prolongado para la deteccion de la proteina, lo que también permiti6 la deteccion de la

forma dimérica de HSATG4B en la fraccién Entrada.

anti-Histidina anti-PsTRXo1 tras anti-Histidina
Lavado Marcador Entrada ColP kpa Lavado Marcador Entrada ColP
- = 7 ]
kDa
100__,| HsATG4B dimero  » ] -y = |" PsTRXo1 dimeros
75—l
20 —»
50, HsATG4B monémero 15 )| ,
PsTRXol monomero
- ol P ST
37 —) *

Figura 50. Transferencia Western blot de la co-inmunoprecipitacién resultante entre las
proteinas recombinantes His-HSATG4B y PsTRXol reveladas con anti-histidina y anti-
PsTRXol después de una extraccion suave. La primera calle contiene el ultimo lavado antes
de la eluciéon de los complejos co-inmunoprecipitados (ColP) de las microparticulas para
comprobar la ausencia de cualquiera de las proteinas. La segunda calle contiene el Marcador de
pesos moleculares con los nimeros correspondientes en kDa. La calle Entrada corresponde a
una fraccién de ambas proteinas incubadas antes de pasar por la columna y la Gltima calle
contiene las proteinas ColP que revelan la interaccion entre HSATG4B y PsTRXol en sus
formas monomérica y dimérica.

Debido a la diferencia de sefial de marcaje de las dos proteinas a la hora del revelado,
y como complemento a la anterior figura, se presenta en la Figura 51 la membrana
completa, ya que en la Figura 50 se ha presentado solo una parte de la membrana donde

se revelaba cada una de las proteinas.

-137 -



RESULTADOS

anti-Histidina anti-PsTRXo1 tras anti-Histidina
Lavado Marcador Entrada ColP Lavado Marcador Entrada ColP
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Figura 51. Western blot del resultado de la Co-IP entre las proteinas recombinantes His-
HsATG4B y PsTRXol. Se presenta el revelado anti-histidina y posteriormente, frente a anti-
PsTRXol tras extraccion suave de la membrana, mostrandose la membrana completa
correspondiente a la Figura anterior.

1.8. Regulacion redox de la actividad de ATG4

Después de confirmar la interaccion entre las proteinas recombinantes HSATG4 y
PsTRXo1 in vitro, intentamos determinar si la proteina HSATG4 podria estar regulada
por oxido-reduccién y ademas por PSTRXo1 mediante el sequimiento de la actividad de
HSATG4B recombinante en presencia de reductores, incluida la proteina PSTRXo1.
Para ello, en primer lugar, se analizé la regulacién redox de la actividad de la proteina
recombinante HSATG4 en presencia de tratamientos tanto oxidantes por H,O, como
reductores, en un principio DTT antes de analizar el sistema TRXo1l. La actividad de la
proteina recombinante (6xHis-HSATG4B de 47 kDa) fue demostrada por la aparicién en
el Western blot del péptido de alrededor de 17 kDa como resultado de la escision del
sustrato ATG8-Fc (Fig. 49A, calle 2) que confirma la funcionalidad de la proteina
cuando se encuentra en forma reducida por el tratamiento con DTT. Para determinar si
la actividad de ATG4 esta influenciada por el entorno redox, la proteina se incub6 en

presencia de compuestos oxidantes (H,O,) o reductores (DTT). El pretratamiento de
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HSATG4B con 1y 3 mM de H,0; (Fig. 52A, calles 3 y 4) disminuy0 la actividad de
procesamiento de ATG4 y resultd en la pérdida de la mayor parte del péptido
procesado, mientras que el DTT restaurd la actividad (Fig. 52A, calles 5y 6). De hecho,
el H,0; indujo la oligomerizacion de la proteina, mientras que el DTT la interrumpio,
permitiendo la monomerizacion, lo que implica que la ATG4 es inhibida por oxidacion
y activada por reduccion, siendo ambos procesos completamente reversibles. Un
experimento control incluyé la actividad de las proteinas recombinantes ATG4 y ATG8
etiquetadas con cola de histidina después del tratamiento con DTT (Fig. 52B). Estos
resultados indican que la actividad esta regulada por una modificacion postraduccional
redox, como se describi6 previamente para ATG4 de levadura y Chlamydomonas.

B
{ A) ( )
M ATG4 ATG4 ATG4 ATG4 ATG4 aTGE |+ +
+1#H,0, 43*H,0, +1*H,0, +3%H,0,
+DTT +DTT +DTT AtGe |+ -4
+ATGB +ATGB +ATGB +ATGS +ATGB DIT |+ + +
170 — 170 —
125 —| ATG4 Oligomérico 93 __fm— -
P T - - -
53
33— 4l [ e
42— —_— e € ATGS, ATGA ]
24 24— ATGS Procesado
ATGS Procesado 15 le—— pATGS
15 — - — €— pATGS (17 kDa)
(17 kDa)

Figura 52. Regulacion de la actividad de ATG4 por oxidacion y reduccion. La actividad de
ATG4 se controld siguiendo la escision del sustrato ATGS8 de la etiqueta de histidina quimérica
recombinante de las formas ATGS8 sin procesar (His-ATG8-Fc) a las procesadas pATG8 (His-
ATGS, indicadas por flechas) mediante analisis de transferencia Western blot utilizando
anticuerpo anti-histidina. (A) HSATG4B se incub6 separadamente con DTT (calle 2), 1 mM
H,0, (calle 3) y 3 mM H,0O, (calle 4) y 1 mM H,0, + DTT (calle 4) y 3 mM H,O, + DTT antes
de su incubacioén con el sustrato quimérico His-ATG8-Fc. Las proteinas marcadoras (M) se
cargaron en la calle 1. (B) Experimento control para la actividad de la proteina recombinante
His-HSATG4 en presencia del sustrato His-ATG8-Fc (calle 1) y controles negativos con solo
His-HSATG4 o His-ATG8-Fc (calles 2 y 3, respectivamente) después del tratamiento con 15
UM DTT (seccidon Materiales y Métodos para obtener mas detalles).

1.9. Regulacion de la actividad de ATG4 por tiorredoxina ol in vitro

Para probar la capacidad de reduccién de ATG4 por el sistema TRX, incluyendo
TRXo0l, NADPH y NADPH-TR, usamos las proteinas recombinantes PSTRXol y
AINTRA, que fueron previamente clonadas, expresadas en E. coli y purificadas en
nuestro grupo de investigacion (Calderon y col., 2017a). La proteina HSATG4B
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recombinante tratada con DTT presentd actividad de procesamiento tal y como revelaba
la presencia del producto de escision de 17 kDa (Fig. 53, calle 2). Esta actividad
disminuyé cuando se trataba de HSATG4B previamente reducido por DTT vy
posteriormente oxidado con 1 mM H,0O, (calle 3), que fue responsable de la
oligomerizacién como lo demostro la aparicion de una sefial de alto peso molecular en
la Fig. 53. En ensayos paralelos, se utilizd el sistema TRX para reducir ATG4B
previamente tratado de igual manera con H,O,. Como control se ensay0 la actividad en
presencia de NADPH/TR (sin TRXo1) (calle 4), si bien la actividad observada fue
claramente mayor en presencia de TRXo1 junto a NADPH/TR (calle 5). Por otro lado,
cuando se utiliz6 una proteina TRXol mutada en una de las Cys, concretamente en la
Cys catalitica, TRX01C37S (MutTRXo1), se observo una actividad de procesamiento
de ATG8 por ATG4 muy baja, similar a la observada con NADPH/TR en ausencia de
TRXo1 (calle 6). La actividad de ATG4 fue menor cuando se emplearon en el ensayo
TRX + DTT o DTT solo como reductores (calles 7 y 8) en lugar de NADPH/TR. Todos
estos resultados apuntan a la regulacion dependiente de TRX de la actividad ATG4

posiblemente debido a la reduccion de un enlace disulfuro regulador.

ATG4 + H,0,

M ATG4 ATG4 +NADPH +Trxol +MutTrxol +Trxol +DTT
+DTT +H,0, +NTR +NADPH +NADPH +DTT
+NTR +NTR

170 —|
125—

1]

93—}
72
53—

!

€— ATGS, ATG4
42—

31—

ATG8 Procesado

le— pATG8
(17 kDa)

24—

I

Figura 53. Regulacién de la actividad de ATG4 por oxidacion y reduccion por el sistema
TRXo1l. La actividad de ATG4 se control6 siguiendo la escision del sustrato recombinante His-
ATGB8-Fc quimérico desde la forma ATGS sin procesar a la procesada pATG8 (indicadas por
flechas) mediante anélisis de transferencia Western blot usando el anticuerpo anti-histidina. La
proteina HSATG4B se incub6 con 15 uM DTT (calle 2) + 1 mM H,0, (calle 3). Después de la
oxidacion con H,0,, la muestra se redujo mediante el sistema NADPH/TR/TRXo1 (calle 5) o
NADPH/TR/ MutTRXol (variante mutada TRXo01C37S, calle 6). También, se realizaron
controles en ausencia de TRXo1 (calle 4) y reduccion por DTT en lugar del sistema TRX (calles
7'y 8) (consultar la seccion de Materiales y Métodos para obtener més detalles). Se cargaron
proteinas marcadoras (M) en la calle 1 para la posicidn del peso molecular.
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2. Papel de la TRXo01 en la percepcién de ABA

Con el objetivo de avanzar en el papel de la TRXo1 sobre la diana PYR1 y partiendo
de los resultados obtenidos en el grupo demostrando la interaccion entre ambas
proteinas, se han realizado estudios de cambios en los patrones de oligomerizacion por
reduccion-oxidacion y formacion de puentes disulfuro (-S-S-), utilizando en un
principio proteinas recombinantes. Posteriormente, analizaremos estos cambios in vivo
en plantas de Arabidopsis thaliana tanto silvestres WT como mutantes KO y OEX

Attrxol cuando crecen en presencia de ABA.

2.1. Tratamiento redox de PYR1 recombinante

La proteina recombinante HisAtPYR1 se sometié a tratamientos reductores y
oxidantes con DTT y H,0,, respectivamente, y el estado redox se analiz6 tras SDS-
PAGE mediante Western blot utilizando anti-PYR1. La proteina recombinante sin
ningun tratamiento mostré una fuerte sefial de una banda monomérica en torno a 25
kDa, formas diméricas en torno a 50 kDa y una débil sefial en torno a 100 kDa (sefialada
como oligémero) (Fig. 54, calle 1). Cuando la proteina se trat6 con 20 mM de DTT
(Fig. 54, calle 2), las formas diméricas y oligoméricas disminuyeron y apenas se
detectaron. La proteina tratada con H,O, mostr6 mayores cantidades de formas
diméricas y menores cantidades de banda monomérica. Cuando la proteina se redujo
previamente antes de ser oxidada, la banda monomérica disminuyé mucho mientras que
las bandas oligoméricas aumentaron (cuarta calle), apareciendo bandas de mayor peso
molecular, por lo que decidimos en experimentos posteriores reducir siempre
previamente a PYR1 antes de oxidar. Estos resultados apoyan una modulacion redox
reversible por DTT y H,0, del estado oligomérico de la proteina PYR1, algo hasta

ahora no descrito para ningun receptor de ABA.
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Figura 54. Tratamientos redox de PYRL1. La proteina HisAtPYR1 recombinante se tratd con
DTT y H,O, tal y como se describe en Materiales y Métodos. Las formas monomérica,
diméricas y oligoméricas se sefialan a la izquierda y los marcadores de peso molecular a la
derecha.

Para estudiar la capacidad del sistema fisiolégico NTR/TRXo1l para reducir in vitro
PYRL1 en lugar de DTT, analizamos el patron oligomérico de la proteina HisAtPYR1
recombinante  previamente oxidada (PYR1l,) tratada con el sistema
NADPH/TRX01/NTRB. La proteina PYR1 previamente reducida con DTT se oxidd
con un tratamiento con H,0O, que dio lugar a cantidades similares de las formas dimérica
y monomérica de la proteina, pero se detectaron niveles bajos de oligémeros (Fig. 55).
Cuando la proteina PYR1 oxidada se incub6 con el sistema TRX, desaparecieron las
formas oligoméricas, disminuyo la dimérica y aumenté la monomeérica (Fig. 55). Los
cambios en las formas oligoméricas, dimérica y monomeérica del receptor dependian
estrictamente de la reduccion catalizada por la TRXo1, ya que no se detectaron cambios
significativos en el patron de bandas en comparacion con el presentado por PYR1
oxidado (PYR1.x) en presencia de NAPPH y NTR pero en ausencia de la TRXol (Fig.
55).
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Figura 55. Reduccion de PYR1 por el sistema tiorredoxina. La proteina HisAtPYR1
recombinante se redujo primero con DTT antes de ser oxidado con H,0, (PYR,), tal y como se
describe en Materiales y Métodos. Tras la oxidacion, PYR,y se traté con NADPH/NTR/TRXo1l
con NADPH/NTR como control.

Para realizar un estudio de la identificacion de puentes disulfuro (-S-S-) en la
proteina PYR1, analizamos la secuencia aminoacidica de la misma. AtPYR1 (TAIR
ATA4G17870.1) contiene tres residuos de cisteina en su secuencia sefialados en la Figura
56, que podrian formar puentes disulfuro intra o intermoleculares. De existir un puente
intramolecular, éste podria formarse solo entre las C* y C’” ya que son las Gnicas lo

suficientemente cercanas al observar la estructura tridimensional.

30 65
MPSELTPEER SELKNSIAEF HTYQLDPGSI SSLHAQRIHA PPELVWSIVR RFDKPQTYKH FIKSISVEQN
FEMRVGITRD VIVISGLPAN TSTERLDIT.D NSEDDTRMFA DTVVKLNLQK LATVAEAMAR NSGDGSGSQV T
77

swissmodel.expasy.org

Figura 56. Secuencia aminoacidica de AtPYR1 y modelizacion de la estructura 3D. Se
sefialan en la secuencia (TAIR AT4G17870.1) y en la estructura 3D (usando
swissmodel.expasy.org) los tres residuos de cisteina (C).
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2.2. ldentificacidn de puentes disulfuro

Para analizar la presencia de puentes disulfuro (-S-S-) en la proteina recombinante
AtPYR1 se realizd un andlisis por Espectrometria de Masas (MS) de la misma tras
tratarla con DTT, H,0; y dimedona (DMD; marcador de grupos -SOH) mas H,O,. Las
proteinas se bloguearon inmediatamente tras los tratamientos con NEM, a fin de que su
estado redox permaneciera invariable hasta su analisis por MS. Previo a dicho analisis
por MS, se realiz6 un Western blot para verificar el patron de oligomerizacion tras cada
tratamiento (Fig. 57). Tanto la proteina no tratada como la tratada con 2 mM DTT
(calles 1 y 2) presentaron una banda mayoritaria sobre los 25 kDa correspondiente a la
forma mondmérica y una sefial menos intensa sobre los 50 kDa del dimero y sefial débil
correspondiente a oligdmeros (membrana en panel izquierdo de Fig. 57). A fin de
localizar mejor la sefial de dichos oligdmeros, la membrana se recortd por debajo de los
dimeros a la hora del revelado, optimizando asi la visualizacion de bandas minoritarias
(membrana en panel derecho de Fig. 57). El tratamiento con 4 mM H,0O; tanto en
ausencia como presencia de dimedona (calles 3 y 4, respectivamente) reveld la
formacion de distintas bandas de alto peso molecular correspondientes a los dimeros y

oligbmeros.

1 2 3 4
PYR1 _ +DTT __ +H,0, +DMD+H,0,

kD4 kDa
25q 250 Fa :
150 150
104 L 100
75 75
% 50 - - - " ". Dimeros

~ Oligdmeros

= - -— - <— Monémeros

Pounceau

Figura 57. Tratamientos redox de la proteina HisAtPYR1 recombinante. Western blot
usando anti-PYR1 de la proteina recombinante sin tratar (calle 1), tratada con DTT (calle 2),
con H,0, (calle 3) o con dimedona + H,0, (calle 4), tal y como se describe en la seccién de
Materiales y Métodos. Las sefiales correspondientes a las formas monoméricas, diméricas y
oligoméricas se revelaron en la membrana completa (panel izquierdo) y en la membrana
recortada por debajo de los dimeros (panel derecho) a fin de optimizar la visualizacion de las
bandas minoritarias. EI marcador de peso molecular en kDa se presenta a la izquierda de la
membrana.
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El analisis de las muestras por Espectrometria de Masas reveld que la proteina no
tratada presentaba un bajo numero de coincidencias espectrales peptidicas (PSMs)
correspondientes a puentes -S-S- entre Cys®®-Cys’® mientras que no se detectaron -S-S-
en la proteina tratada con DTT (Tabla 13).

Tabla 13. Andlisis de la presencia de puentes disulfuro (-S-S-) en la proteina recombinante
HisAtPYR1 tras su tratamiento con el reductor DTT, el oxidante (H,0,) y el marcador de
grupos sulfénicos dimedona+H,0,, identificando los residuos de cisteina (Cys) involucrados.

CyssO—CyS30 | CySGS—CyS65 | Cys3°—Cyse5 | CySGS—CySW
(PSMs)
Bajo
PYR1 nimero
PYR1+DTT - - - -
PYR1+H,0, 4 89 13 1
PYR1+DMD+H,0, 4 83 17 2

En las muestras tratadas con H,O, y dimedona+H,O, se detectaron diferentes
puentes -S-S-, con el mayor ndmero entre Cys®-Cys®® seguido de Cys®*-Cys®®, mientras
que se detectd una baja cantidad de las combinaciones Cys®-Cys*® y Cys®®-Cys’".
Estos resultados apuntan a una mayor formacion de enlaces disulfuro entre dos residuos
Cys®® de diferentes monémeros ligados a una homodimerizacién de la proteina.
Ademas, es probable que la existencia de enlaces disulfuro Cys®*-Cys®® sugiera que los
oligbmeros se forman por la adicién de nuevos monémeros PYR1 a dimeros ya
formados mediante la unién de los residuos Cys® libres de los dimeros a los residuos
Cys® de los nuevos mondmeros, aunque no se descartan otras formas de
oligomerizacién. Algunos de los posibles puentes disulfuro en formacion se presentan

en la Fig. 58 tras la modelizacion de la estructura de un tetramero.
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Figura 58. Modelo de la estructura 3D de PYRL. La estructura cristalina de PYR1 en
complejo con ABA (estructura Experimental PDB 3K90) formada por dos dimeros organizados
en una unidad cristalina tetramérica. Solo el monémero PYR1 de color magenta tiene una
molécula de ABA unida al bolsillo de unién. Se indica la posicion de los residuos de cisteina
(C) en los distintos monémeros. Vista que muestra la proximidad de los residuos C® (A) y C¥
(B) en la diferente orientacion de los monémeros en la estructura del tetrdmero.

2.3. ldentificacion de cisteinas implicadas

Para profundizar en el papel de cada una de las tres cisteinas del PYR en la
oligomerizacion de la proteina, generamos versiones de proteinas mutadas
recombinantes HisAtPYR1C30S (C30S), HisAtPYR1C65S (C65S) e HisAtPYR1C77S

(C77S) en las que la cisteina se sustituyo6 por serina (Ser) (Fig. 59).

65 65 65 65
Cys® Y555 Ser3Cyd Cys Cys® % Ser Cys® Cys
ys'’ Cys™ Cys™ s”Ser”

Figura 59. Produccion de proteinas recombinantes HisAtPYR1 mutadas en distintas
cisteinas. Se han producido en E. coli las proteinas recombinantes en las que cada una de las
cisteinas (Cys) han sido sustituidas por serina (Ser).

Las proteinas mutadas en las distintas Cys se sometieron entonces a los mismos
tratamientos reductores (DTT) y oxidantes (H,O,) descritos anteriormente, tratando de
identificar alguna diferencia en los patrones de oligomerizacion por la falta de alguna de
ellas, que podria ser indicio de la importancia de cada residuo. El analisis por Western
blot usando anticuerpo frente a PYRL1 revelé que todas las proteinas recombinantes (3

ug) presentaban un aumento de las bandas oligoméricas (mas de 75 kDa) (las cuatro
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ultimas muestras comparadas con las cuatro primeras en la membrana de la izquierda de
la Fig. 60) cuando se sometieron a un tratamiento oxidante, tal y como habiamos
observado anteriormente para la proteina PYR1 recombinante de tipo silvestre (Fig. 57).
Todas las proteinas mutadas presentaban mas mondémeros que la silvestre, pero diferian
en las formas diméricas: mientras que C30S y C77S presentaban menos dimeros que
PYR1 (0,3 y 0,6 veces, respectivamente), C65S tenia la mayor cantidad de dimeros (2,3
veces en comparacion con PYR1). Todas ellas presentaban formas oligoméricas en
menor abundancia, aunque con diferencias evidentes (panel izquierdo, Fig. 60), por lo
que decidimos cargar mayor cantidad de proteina (5 pg) a fin de mejorar la

visualizacion de estos oligomeros.

anti-PYR1 +DTT +H,0, +H,0,

PYR1 C30S (655 C77S PYR1 (€30S (€655 C77S PYRL C30S (655 C77S
- kDa 3

Oligémeros | ;5
150
100

Monémeros  Dimeros  Oligémeros

PYR1+H,0, 1 1 1
Monémeros €30S +H,0, 14 03 0,3
€655 +H,0, 1,7 2,3 04

C77S +H,0, 14 0,6 14

Figura 60. Tratamientos redox de las proteinas recombinantes HisAtPYR1 y las mutadas
en las diferentes cisteinas. Western blot usando anti-PYR1 de las proteinas HisAtPYRL,
HisAtPYR1C30S (C30S), HisAtPYR1C65S (C65S) e HisAtPYR1C77S (C77S) tratadas con
DTT (calles 1-4 tras el marcador en panel izquierdo) o con H,O, (calles 5-8 tras el marcador).
En el panel derecho se presentan las mismas muestras tratadas con H,O,, pero cargando mayor
cantidad de proteina y revelando con mayor tiempo de exposicion. La tabla presenta la
cuantificacion de las bandas considerando valor 1 a lo cuantificado en la proteina silvestre
PYR1.

Destacar que se detectd un oligdmero de alta masa molecular de mas de 250 kDa en
la proteina silvestre PYR1 y en menor medida en las mutadas C30S, pero no estaba
presente (al menos no se detectaba) en las mutadas en C65S o C77S (panel derecho,
Fig. 60). La cantidad de oligbmeros de la proteina C77S (cuantificando las sefiales y
refiriéndolas a valor 1 de la proteina silvestre PYR1) fue similar a la de la proteina
silvestre, aunque con un patron de intensidad diferente. Por su parte, las proteinas C30S
y C65S formaron muchos menos oligdmeros que PYR1 (panel derecho, Fig. 60). Estos

resultados sugieren que el proceso de oligomerizacion de PYR1 en respuesta a
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condiciones oxidativas ocurre principalmente a través de la formacion de enlaces

disulfuro intermoleculares entre los residuos C** y C* de diferentes receptores PYRL.

2.4. Modulacion de la actividad de PYR1 por TRXo1

Una vez comprobado que el estado de oligomerizacion de PYR1 y la formacion-
eliminacién de puentes disulfuro es dependiente de dxido-reduccion, y que el sistema
NTR/TRXo1 es capaz de revertir dicha oligomerizacion, decidimos realizar un estudio
sobre la actividad de PYR1 como inhibidor de fosfatasas PP2C, como HABL. Para ello
inicialmente medimos la actividad fosfatasa de HAB1 recombinante, purificada en
presencia del reductor B-mercaptoetanol. Esta actividad necesita poder reductor, aunque
su reductor fisiolégico no se ha descrito. La actividad de partida de HAB1 fue
considerada como 100% (1% barra en Fig. 61). Como control, realizamos esa misma
medida en presencia de PsTRXol y comprobamos que se producia un aumento de
actividad HABL, probablemente debida a la reduccién de la fraccion oxidada de HAB1,
lo que sugiere que esta fosfatasa podria también ser modulada por TRXo1 (22 barra). A
continuacion, analizamos si el estado redox de PYRL influia en su efecto inhibidor
sobre la actividad de HABL. Para ello, medimos la actividad fosfatasa en presencia de
ABA utilizando PYR1 reducido con DTT, asi como oxidado con H,0,, en ausencia
(barras 3 y 4, respectivamente) y presencia (barras 5 y 6) de TRXol previamente
reducida con DTT. Para cada reaccion, se realiz6 un control interno en ausencia de

ABA y se representa el valor de la diferencia.
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Figura 61. Actividad fosfatasa de HAB1. La actividad de HAB1 se midi6 en ausencia y
presencia de TRXol. Posteriormente se midi6 HAB1 en presencia de PYR1 y ABA en
condiciones reductoras (+DTT) y oxidantes (+H,0,) en ausencia y presencia de TRXol. Los
valores representan el porcentaje de actividad fosfatasa en la reaccion utilizando los diferentes
componentes especificados en cada caso, en comparacion con la actividad fosfatasa de HAB1
sola (control positivo como 100%). Western blot representativo usando el anticuerpo anti-PYR1
donde se muestran las formas monomeéricas, diméricas y oligoméricas en las diferentes
reacciones ensayadas para la medida de la actividad fosfatasa. Los valores son la media + SE de
3 réplicas experimentales.

Cuando PYRL1 se redujo con DTT (PYR1+DTT) la actividad de HABL se inhibid,
presentando alrededor de un 20% de la actividad respecto al control positivo (100%), lo
que demuestra que PYRL1 estaba activo inhibiendo a la fosfatasa. Sin embargo, cuando
PYR1 fue oxidado (PYR1+H,0,), la actividad de HAB1 fue alrededor de 75%,
inhibiendo por tanto solo un 25%, implicando que la actividad de PYRL1 se afecta
negativamente por oxidacion. Para comprobar si un reductor fisiolégico como TRXol
puede restaurar la actividad de PYR1 oxidado, realizamos el ensayo en presencia de
PsTRXo01,q. Interesantemente, cuando se incubd TRXol reducida con PYR1y se
observO una recuperacién de la inhibicion de HAB1 desencadenada por el receptor
(Gltima barra en Fig. 61), realizando una reaccion control de PYR1 reducido incubado
con TRXo1 que no afectaba a la actividad (PYR1+DTT+TRXo1). Analizamos entonces
el patron de oligomerizacion de PYR1 por Western blot en las diferentes reacciones de

ensayo de fosfatasas mostradas anteriormente (membrana en Fig. 61). La presencia de
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formas diméricas y oligoméricas de PYR1 detectadas en la reaccién con PYRg
disminuyé tras la incubacién con TRXo1, probablemente debido a la reduccién mediada
por la misma y la consiguiente reversion a monomeros. Estos resultados revelaron que
las funciones de HAB1 y PYR1 estaban reguladas de forma redox por TRXol. Por lo
tanto, la interaccion TRXo0l1-PYR1 podria tener un papel fisiolégico en la modulacion
de la actividad de PYRL1 y, en consecuencia, en la sefializacion por ABA.

2.5. Analisis in vivo del estado oligomérico de PYR1

Una vez realizados los estudios in vitro nos propusimos realizar un estudio in vivo en
plantas de A. thaliana. Inicialmente, examinamos en plantas silvestres WT el estado
oligomérico de PYR1 por SDS-PAGE en condiciones no reductoras. PYR1 se detectd
en un extracto foliar obtenido en ausencia de agentes bloqueantes o alquilantes
principalmente como una forma dimérica de alrededor de 50 kDa (al contrario que in
vitro donde la mayoria estaba como mondmero) y varias bandas de oligobmeros y en
mucha menor cantidad como monoémero de 25 kDa (Fig. 62). Cuando se afiadié 50 mM
de DTT al extracto, se observd un aumento de sefial de las formas dimérica y
monomérica (calle 2 tras el marcador) junto con varias bandas intermedias,
probablemente por la reduccion de los puentes disulfuro de las formas oligoméricas.
Tras la reduccion, cuando PYR1 se oxidd con 4 mM de H,O, se detectd una
disminucion del mondmero pero un aumento de los complejos oligoméricos de alta
masa molecular en comparacién con la muestra tratada con DTT (Ultima calle en Fig.
62), sefialandose con un asterisco un supracomplejo tras el tratamento oxidativo. Estos
datos apoyan el hecho de que PYR1 pueda ser méas estable como dimero que
mondmero, que los cambios redox in vivo de la proteina PYR1 se producen y que

ademas son reversibles.
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Figura 62. Analisis Western blot para la deteccion in vivo de PYR1 en condiciones
reductoras y oxidantes. Se realiz6 un Western blot utilizando el anticuerpo anti-PYRL1 en
extractos foliares de plantas de Arabidopsis WT tratados con 50 mM DTT 6 4 mM H,0.. El
asterisco sefiala un supra-complejo. Las proteinas marcadoras (M) se usan para indicar el
tamafio molecular.

2.6. Analisis in vivo de la existencia de puentes disulfuro en PYR1

Con el fin de analizar la presencia de puentes disulfuro en la proteina in vivo,
realizamos ensayos de movilidad por desplazamiento redox en extractos proteicos de
plantas WT de Arabidopsis thaliana utilizando NEM para bloguear los tioles reducidos
y TCEP para reducir los posibles puentes disulfuro, marcando los tioles resultantes con
MM(PEG),4 que aumentan entonces de tamafio y se desplazan menos en SDS-PAGE.
Se presentan dos cantidades de proteina a fin de visualizar mejor los cambios. Como
resultado de los tratamientos, la banda de monémeros de PYR1 se desplazé a un peso
molecular alrededor de 2 kDa mayor, los dimeros también cambiaron la movilidad
alrededor de 6 kDa mayor e incluso los oligbmeros aparecieron a mayor movilidad que
la proteina sin los tratamientos alquilantes (Fig. 63). Se sefiala con interrogante una
banda de alrededor de 37 kDa sin determinar que también tiene -S-S-, que podria ser un

producto de degradacién de PYRL1 o la proteina unida en complejo con alguna otra.
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Figura 63. Ensayo de movilidad redox para la deteccidon de puentes disulfuro en PYR1.
Western blot frente a PYR1 extractos foliares tratados con el bloqueante NEM y el reductor
TCEP en ausencia y presencia del alquilante MM(PEG),,. Se presentan dos cantidades
diferentes de proteinas para una mejor visualizacion de las diferentes bandas y se sefialan el
mondémero, dimero y oligbmeros asi como una banda indeterminada intermedia entre el
mondémero y dimero (?). Las proteinas marcadoras (M) se cargaron para posicionar el peso
molecular.

Los cambios en la movilidad de todas las bandas detectadas indicaban la existencia
de puentes disulfuro en todas ellas. En cuanto al monémero, interesantemente el cambio
de movilidad implica la existencia de un puente intramolecular, probablemente entre las
cisteinas Cys™ y Cys’’, que son los residuos de cisteina mas cercanos en la estructura
3D modelizada (Fig. 64).
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Figura 64. Modelo de la estructura 3D de PYRI1. La estructura cristalizada de PYR1 en
complejo con ABA (estructura PDB experimental 3K90) formada por dos dimeros organizados
en una unidad tetramérica. Solo el monémero PYR1 de color magenta tiene una molécula de
ABA unida al bolsillo de unién. Se indica la posicién de los residuos de cisteina en los distintos
monémeros. Vista que muestra la proximidad de los residuos C%® (A) y C* (B) en distintas
orientaciones de los monémeros en la estructura tetramérica.

2.7. Caracterizacion de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana

sobreexpresantes Attrxol

Con objeto de profundizar en la funcion fisiologica de TRXol en relacion con la
sefializacion por ABA decidimos examinar la respuesta a la hormona de dos mutantes
KO Attrxol (lineas SALK) y dos lineas sobrexpresantes (OEX) obtenidas en nuestro
laboratorio. Inicialmente para comprobar la sobreexpresién en estas Ultimas lineas
realizamos un analisis de la expresion génica mediante RT-gPCR, asi como a nivel de
proteina, mediante Western blot de mitocondrias aisladas y fracciones enriquecidas en
nucleo de hojas de A. thaliana. Como se muestra en la Figura 65A, ambas lineas OEX
transgénicas presentaron un alto nivel de transcripcion de AtTRXol en comparacién con
las plantas WT, siendo mayor en la linea OEX2. A nivel proteico, las lineas OEX
mostraron una mayor cantidad de proteina TRXol mitocondrial (principalmente
monomero alrededor de 13,5 kDa como se ha descrito para la proteina madura de A.
thaliana (Laloi y col., 2001) (Fig. 65B) y nuclear (monomero alrededor de 25 kDa y
principalmente dimeros alrededor de 50 kDa) (Fig. 65C).
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Figura 65. Analisis de la sobreexpresion génica y de proteina AtTRXol. (A) Analisis de la
expresion génica mediante RT-qPCR de AtTRXol en relacion con el gen ACTINA 8 (AtACT8) y
Western blot de proteinas mitocondriales (B) y enriquecidas nucleares (C) de plantas de A.
thaliana silvestre (WT) y sobrexpresantes (OEX) utilizando el anticuerpo anti-AtTRXol. La
proteina recombinante (r) PsHisTRXo1 de guisante se cargé como control en B y la tincion de
Pounceau de las membranas se muestra como control de carga. Se cargaron proteinas
marcadoras (M) para indicar los pesos moleculares. Los datos de expresion son la mediat+SE de
tres réplicas técnicas de cinco muestras bioldgicas (con un conjunto de diez plantas en cada
muestra). El asterisco indica que los datos son significativamente diferentes segun la prueba t-
Student (P<0,05 (*)).

Estos resultados permitieron validar la sobreexpresion a nivel de ARNm y proteina
en las dos lineas OEX que serian posteriormente analizadas en su respuesta a ABA

como se describe a continuacion.

2.8. Patron de oligomerizacion de PYR1 en lineas transgénicas
Attrxol

Para explorar la posible implicaciéon fisiologica de TRXol en el patrén de
oligomerizacién de PYRL1 in vivo en respuesta a ABA, analizamos el estado oligomérico
del receptor en las dos lineas mutantes KO y OEX Attrxol en comparacion con el
genotipo WT, en extractos foliares de las plantas tras 48 horas creciendo en placa en
presencia de 10 uM ABA (+ABA, Fig. 66). También se realizo un experimento control

en todos los genotipos crecidos en ausencia de ABA (condicion control, Fig. 66).
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Figura 66. Analisis Western blot para la deteccion de PYRL1 en extractos foliares. Se realiz6
Western blot utilizando el anticuerpo anti-PYR1 en extractos foliares de plantas WT, mutantes
KO y OEX Attrxol crecidos en placa en ausencia y presencia de 10 uM ABA (+ABA) durante
48 horas. Las proteinas marcadoras (M) se cargaron para posicionar el peso molecular y la
tincion de Pounceau se muestra para comprobar la carga. Las tablas bajo las membranas
presentan la cuantificacion de bandas como media de tres experimentos independientes + SE y
los asteriscos representan diferencias significativas con WT (valor 1) mediante la prueba t-
Student (P<0,05 (*), P<0,005 (***)).

No se visualizaron diferencias aparentes en condicion control en ausencia de ABA
entre los genotipos en las diferentes formas de oligomerizacion de la proteina PYR1
(Fig. 66, membrana a la izquierda) aunque la cuantificacion de las bandas de tres
experimentos independientes revel6 que los mutantes KO Attrxol (media de valores en
KO1 y KO2) presentaban una cantidad significativamente menor de monémero y mayor
de dimero que el genotipo WT (tabla bajo membrana en la izquierda en Fig. 66).
Cuando las plantas se crecieron durante 48 horas en presencia de ABA (Fig. 66,
membrana de la derecha), las lineas KO presentaron una cantidad significativamente
mayor de oligdmeros (> 75 kDa) mientras que las plantas OEX (media de valores en
OEX1 y OEX2) presentaron una sefial visiblemente menor de estas formas de la
proteina que las plantas WT, mas evidente en las de mayor peso molecular (més de 250
kDa), confirmado por los valores de cuantificacion (tabla bajo membrana de la derecha
en la Fig. 66). La forma dimérica fue similar en todos los genotipos, mientras que la
monomérica fue mayor en las plantas OEX. Debido a la elevada cantidad y sefial de la
forma dimérica de la proteina, realizamos un Western blot cargando menos cantidad de

proteina para cuantificar mejor la sefial (en la Fig. 67 se muestra un ejemplo).
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Figura 67. Analisis Western blot para la deteccion de PYR1 en extractos foliares. Se realizd
un Western blot utilizando anticuerpo anti-PYR1 en extractos foliares de plantas WT, KOl y
OEX1 Attrxol crecidas en presencia de 10 uM ABA (+ABA) durante 48 horas cargando menos
proteina que en la Figura 64. Las proteinas marcadoras (M) se usaron para posicionar el peso
molecular y la tincidn de Pounceau se realiz6 para comprobar la carga.

2.9. Papel de TRXo1l en crecimiento radicular en respuesta a ABA

Con el fin de analizar los efectos fisiologicos de la falta y sobreexpresion de
AtTRXol en las plantas en algin proceso dependiente de ABA, estudiamos el
crecimiento radicular de los diferentes genotipos en presencia de 10 uM ABA.
Inicialmente, comprobamos que en una condicion control en ausencia de ABA no se
observaban diferencias significativas en la longitud de las raices de plantas mutantes y
las de WT (Fig. 68). Sin embargo, el analisis de la inhibicion de la elongacion de la raiz
primaria provocada por ABA, reveld que las raices de los mutantes KO1 y KO2 y en
menor medida la de los OEX1 y OEX2, eran menos sensibles a ABA que las raices del
genotipo silvestre WT (Fig. 68). Estos efectos se detectaron a los 4 dias (Fig. 68 Ay C)
y se mantuvieron hasta los 18 dias (Fig. 68 B y D) de crecimiento. Estos resultados
indican que sobre todo la falta y algo menos la sobreexpresion de AtTRXol, provoca
una insensibilidad a ABA en relacion a la elongacion radicular.
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Figura 68. Crecimiento de la raiz en respuesta a ABA. La longitud de las raices se midi6 en
plantas crecidas en placas verticales en ausencia o presencia de 10 pM ABA después de 4 (A 'y
B) y 18 (C y D) dias en los genotipos WT, KO y OEX Attrxol. Los datos son la media + SE de
tres experimentos independientes y los asteriscos representan diferencias significativas con WT

en el mismo momento y tratamiento mediante la prueba t-Student (P<0,05 (*), P<0,01 (**) y
P<0,001 (***).

2.10. Papel de TRXol en cierre estomatico en respuesta a ABA

Para comprobar si la falta y/o sobreexpresion de TRXol afectaba a otro proceso
dependiente de ABA, se analiz6 el comportamiento estomético de plantas WT, KO y
OEX Attrxol en respuesta al tratamiento con ABA. Para ello, la epidermis separada del
envés de las hojas se incubaron con 10 uM  ABA y se compararon con las de los
controles no tratados. En ausencia de ABA, todos los genotipos presentaron un indice
de apertura estomatica similar (Fig. 69). En presencia de ABA, las plantas WT cerraron
sus estomas en torno al 39%, mientras que las OEX solo lo hicieron en un 21% vy la falta

de AtTRXo1 provocaba una insensibilidad a ABA ya que los mutantes KO1 y KO2 no
cerraron sus estomas.
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Figura 69. Respuesta estomatica en ausencia y presencia de ABA. indice de apertura medido
en la epidermis abaxial de las hojas en A. thaliana tipo silvestre (WT) y dos lineas mutantes
knock-out (KO) y dos sobrexpresantes (OEX) Attrxol tras incubacion en una solucion de
apertura en ausencia (Control) y presencia de 10 uM ABA. El indice de apertura representa la
medida de la anchura/longitud del poro estomatico. Los datos son la media + SE de tres
experimentos independientes (n > 900 estomas por genotipo y tratamiento) y el asterisco indica
una diferencia significativa entre el control y los tratamientos con ABA de cada genotipo
mediante la prueba t-Student (P<0,05 (*)).

3. Papel de TRXol en persulfuracion en condiciones salinas

3.1. Efecto de la falta y sobreexpresion de TRXol

Con el Objetivo de investigar sobre el posible papel que pudiera tener la proteina
TRXo1 en procesos de persulfuracion proteica en una situacion de estrés salino, en una
primera aproximacién, se analizaron dos réplicas bioldgicas de extractos foliares de
plantas de Arabidopsis thaliana genotipos silvestre WT (Col-0), una linea KO1 y una
sobrexpresante (OEX1) de AtTRXol, crecidas en condicion control y en condicién
salina (300 mM NaCl durante 7 dias) (Fig. 70).
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Figura 70. Plantas utilizadas para los ensayos de persulfuracion. Los genotipos de A.
thaliana WT, KO1 y OEX1 Attrxol se crecieron durante 12 dias y posteriormente se regaron en
ausencia y presencia de 300 mM NaCl durante 7 dias.

En un inicio, se marcaron los grupos persulfurados con CI-NBF y las muestras se
analizaron por SDS-PAGE visualizando las proteinas marcadas con DAz-2/Cy5-alquino
(Cy5) (Fig. 71A) y usando la fluorescencia del CI-NBF (verde en Fig. 71) para corregir

la carga y poder cuantificar las muestras con el cociente Cy5/NBF (Fig. 71B).
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Figura 71. Deteccion de proteinas persulfuradas tras SDS-PAGE. (A) Los grupos
persulfurados de extractos foliares de plantas de A. thaliana WT, KO1 y OEX1 Attrxol
crecidas en ausencia y presencia de 300 mM NaCl durante 7 dias, se marcaron con DAz-2/Cy5
y se representan en pseudo-color para mejorar la visualizacion de la sefial. La fluorescencia en
verde representa la carga de la proteina total correspondiente al aducto CI-NBF. (B) Cociente de
la sefial Cy5/CI-NBF usado para la cuantificacion.
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Tras el analisis por MS de las proteinas persulfuradas y centrandonos en la condicién
salina para analizar las diferencias entre los genotipos, encontramos 2099 proteinas en
las plantas WT (comunes en muestras S1 y S2), 1894 en el genotipo KO1 (muestras S3
y S4) y 2102 en el OEX1 (muestras S5 y S6) (Fig. 72). Comparando plantas WT y
KO1, aparecian 1675 proteinas comunes a los dos genotipos, comparando WT y OEX1
eran 1790, mientras que 1626 eran comunes entre KO1 y OEX1.

WT-51S2 KO1-5354 WT-S1S2 OEX1-5556

[ Tamafio de cada lista [ Tamafio de cada lista

KO1-S354 OEX1-55S6

Tamafio de cada lista

= — -

ssse

Figura 72. Numero de proteinas persulfuradas en los distintos genotipos crecidos en
condicion salina. Diagramas de Venn del nimero de proteinas persulfuradas en extractos
foliares de plantas de A. thaliana WT (S1 y S2), KO1 (S3 y S4) y OEX1 (S5 y S6) Attrxol
crecidas en presencia de 300 mM de NaCl durante 7 dias.

Para estudiar el papel regulador y las posibles funciones de la persulfuraciéon en
procesos bioldgicos especificos e identificar categorias funcionales sobrerrepresentadas,
realizamos un andlisis de enriquecimiento singular (SEA) de términos de Gene
Ontology (GO) utilizando AgriGO (Du vy col., 2010). SEA compara cada gen anotado
con todos los genes expresados presentes en la base de datos. El analisis de
enriquecimiento revelé un namero significativo de proteinas persulfuradas implicadas
en procesos celulares y metabolicos, respuesta a estimulos y regulacion bioldgica (Fig.
73), ademas de diferentes procesos como desarrollo, reproduccién, crecimiento,

detoxificacion o interaccion inter-especies. Interesantemente, el nimero de proteinas
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persulfuradas era menor en cada categoria en los mutantes KO que en los demas
genotipos, mientras que en los OEX era parecido al del WT, en los distintos procesos

identificados.

WT
KO

Procesos celulares

Procesos metabdlicos = OEX
Respuesta a estimulos

Regulacion biolégica

Localizacion ¥
Procesos de desarrollo
Interaccién entre organismos'
Procesos multicelulares |
Procesos reproductivos -
Procesos del sistema inmune

Crecimiento

Detoxificacion

Figura 73. Clasificacion funcional de proteinas persulfuradas. Clasificacién funcional de
ontologias génicas enriquecidas (Gene Ontology, GO) categorizadas por procesos bioldgicos
realizada con AgriGO entre las proteinas persufuradas de extractos foliares de plantas de A.
thaliana WT, KO1 y OEX1 Attrxol crecidas en presencia de 300 mM de NaCl durante 7 dias.

3.2. Comparativa WT con KO1y KO2

Debido a la alta cantidad de proteinas persulfuradas a analizar, y al resultado
obtenido en los mutantes KO, decidimos realizar de nuevo el experimento restringiendo
el andlisis a plantas WT y dos lineas KO Attrxol, realizando tres réplicas
experimentales de cada genotipo crecido en condiciones iguales a las usadas

anteriormente (ausencia y presencia de 300 mM de NaCl durante 7 dias) (Fig. 74).
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300 mM Nacl §

Figura 74. Plantas utilizadas en un segundo ensayo de persulfuracion. Los genotipos de A.
thaliana WT, KO1 y KO2 Attrxol se crecieron durante 12 dias y posteriormente se regaron en
ausencia y presencia de 300 mM NaCl durante 7 dias.

Los extractos fueron tratados con CI-NBF y Cy5 y analizados por MS segun se
describid en la seccion correspondiente de Materiales y Métodos. Tras la identificacion
de las proteinas considerando un valor de FDR <1%, realizamos comparativas entre
genotipos en cada condicion, considerando como persulfuradas en cada genotipo a las
proteinas que estaban presentes en las tres réplicas bioldgicas, por lo que no
descartamos que alguna de las que se identificaron en alguna y no todas las réplicas,
también puedan ser susceptibles de persulfuracion. Tras dicha comparativa,
seleccionamos aquellas proteinas que presentaban una diferencia en el nivel de
persulfuraciéon con un p<0,05 para ser consideradas en el anélisis como diferentes entre
los genotipos a comparar. Entre ellas, identificamos las proteinas mitocondriales y

nucleares usando el programa DAVID 2021 (https://david.ncifcrf.gov) y seleccionando

entre las opciones de GO, la localizacion subcelular.

Para ello, se han realizado tres estudios comparativos que incluyen:

1) Analisis de las diferencias entre los genotipos WT, Attrxol KO1 y KO2, en
ausencia de sal (control).

2) Efecto de la sal en el patrén de persulfuracion en cada genotipo.

3) Diferencias entre los genotipos en presencia de sal.
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3.2.1. Diferencias en ausencia de NacCl

Comparamos inicialmente las proteinas persulfuradas en una condicién control,
tratando de identificar diferencias entre los genotipos WT y KOs. En la comparativa
WT vs KO1 control (Tabla 14) destacamos algunas proteinas del sistema antioxidante
como fumarasa (2,2 veces mas persulfurada en WT), Fe-SOD (2 veces méas en KO1),
peroxidasa (2,7 mas en KO1), ascorbato peroxidasa (1,8 mas en KO1), peroxirredoxina
IIF (3,6 mas en KO1) y una tiorredoxina h2 (5 mas en WT). Ademas, aparecen varias
proteinas descritas como posibles dianas de regulacion por TRX como ATP sintasa,
aconitasa, mercaptopiruvato sulfurotransferasa, succinato deshidrogenasa, entre otras.

Como proteina nuclear, aparecia persulfurada una proteina nucleoredoxina.

Tabla 14. Proteinas persulfuradas diferencialmente en el genotipo KO1 respecto al WT en
condicidn control, clasificadas como mitocondriales o nucleares. Clasificacion de ontologias
génicas enriquecidas (Gene Ontology, GO) categorizados por localizacion subcelular. Se
presentan las proteinas con diferencias significativas p<0,05 entre genotipos WT y KO1 de
extractos foliares de plantas de Arabidopsis thaliana de 19 dias de edad crecidas en ausencia de
NaCl. Se sefialan en rojo proteinas del sistema antioxidante.
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Condicion control: WTC vs KO1C

Mitocondriales

Q9XIE2 ABC-2 and Plant PDR ABC-type transporterprotein(PEN3)
PODH91 ADP-ribosylation factor 1(ARF1)

P92549 ATP synthase CF1 alpha subunit(atpA)

Q9FT52 ATP synthase D chain(ATPQ)

Q9ZW85 Aconitase/3-isopropylmalate dehydratase protein
Q9SJQ9 Aldolase superfamily protein(FBA6)

Q9ZU52 Aldolase superfamily protein(PDE345)

023247 Arginyl-tRNA synthetase, class Ic(emb1027)

QI9FKO7 CLP protease regulatory subunit X(CLPX)

Q9FI56 CLPC homologue 1(CLPC1)

P25071 Calcium-binding EF hand family protein(TCH3)
QO9SIF2 Chaperone protein htpG family protein(CR88)
048593 Class Il aminoacyl-tRNA and biotin synthetase(NS1)
Q8LB47 Co-chaperone GrpE family protein(AR192)

Q9SKQO Cyclophilin-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
QIFKS5 Cytochrome C1 family(AT5G40810)

Q5M729 Dihydrolipoamide acetyltransferase, long form protein
QI9FLQ4 Dihydrolipoamide succinyltransferase

Q9SVG4 FAD-binding Berberine family protein

Q9SJ81 FASCICLIN-like arabinoogalactan 7(FLA7)

Q9FI53 Fumarase 2(FUM2)

P21276 Fe superoxide dismutase 1(FSD1)

064883 Glycosyl hydrolase superfamily protein(PEN2)
Q9SJ12 MALE GAMETOPHYTE DEFECTIVE 1(MGP1)

022793 Multiple organellar RNA editing factor 2(MORF2)
Q9ZW19 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein
Q9FIJ2 NADH-ubiquinone oxidoreductase B8 subunit
Q9FNH6 NDR1/HIN1-like 3(NHL3)

Q56WK6 PATELLIN 1(PATL1)

Q9M3AS8 Pentatricopeptide repeat (PPR) protein

023614 Peptidase S41 family protein

Q96520 Peroxidase superfamily protein

Q9SGC1 Phosphoglucomutase/phosphomannomutasePGM?2)
P50318 Phosphoglycerate kinase family

064730 Protein phosphatase 2C family PBCP)

Q94CES5 Pyridoxal phosphate (PLP)-dependent transferase(POP2)
PODH91 Ras-related small GTP-binding family protein(ARFA1D)
Q9SYL9 Ribosomal protein L13 family

P46286 Ribosomal protein L2 family

Q7Y208 SHV3-like 2(SVL2)

Q9LW15 Rubredoxin-like superfamily

Q9LJE4 TCP-1/cpn60 chaperonin family

C0Z361 TCP-1/cpn60 chaperonin family protein(Cpn60beta3)
QIXGX9 Tim10/DDP family zinc finger protein(TIM9)
Q38799 Transketolase family protein(MAB1)

P45434 Translocon-associated protein (TRAP), alpha sub
Q9ZVH7 Transmembrane proteins 14C

Q42560 aconitase 1(ACO1)

Q94A28 aconitase 2(ACO2)

P53496 actin-11(ACT11)

Q9SU63 aldehyde dehydrogenase 2B4(ALDH2B4)

Q9SAK4 aldehyde dehydrogenase 5F1(ALDH5F1)

Q93ZC5 allene oxide cyclase 4(AOC4)

Q29Q26 ankyrin repeat-containing 2B(AKR2B)

Q9SYTO annexin 1(ANNAT1)

Q9FN48 calcium sensing receptor(CaS)

P29402 calnexin 1(CNX1)

Q38858 calreticulin 1b(CRT1b)

049354 coenzyme Q 3(COQ3)

Q9ZUX4 copper ion binding protein

Q94JQ4 endoribonuclease L-PSP family protein

004921 ferrochelatase 2(FC2)

P48347 general regulatory factor 10(GRF10)

Q01525 general regulatory factor 2(GRF2)

P42644 general regulatory factor 3(GRF3)

Q38946 glutamate dehydrogenase 2(GDH2)

Q8L785 glycine-tRNA ligase(EDD1)

023627 glycyl-tRNA synthetase / glycine-tRNA ligase
Q9C8L4 glyoxalase Il 3(GLY3)

F41907 glyoxylate reductase 2(GLYR2)

Q9FN41 haloacid dehalogenase-like hydrolase

P29197 heat shock protein 60(HSP60)

Q8L7B5 heat shock protein 81-2(HSP81-2)

Q8H1E?2 lactate/malate dehydrogenase

064530 mercaptopyruvate sulfurtransferase 1(MST1)
064471 metaxin-like protein(AT2G19080)

Q9LDZ0 mitochondrial HSO70 2(MTHSC70-2)

Q8LDLO multidrug resistance protein

A4GSNS8 nuclear pore anchor(NUA)

P54150 peptide met sulfoxide reductase 4(PMSR4)

Q95L42 peptidylprolyl cis/trans isomerase (PIN1AT)
Q9FMUG phosphate transporter 3;1(PHT3;1)

004331 prohibitin 3(PHB3)

P16180 ribosomal protein S17(RPS17)

Q38900 rotamase CYP 3(ROC3)

065686 small subunit ribosomal protein 16(SSR16)

P94111 strictosidine synthase 2(SS2)

Q42592 stromal/mit ascorbate peroxidase(SAPX)

Q9SX77 succinate dehydrogenase 5(SDH5)

F4JJT9 tRNA synthetase class Il (D, K and N) family protein(AT4G33760)
Q38814 thiazole biosynthetic enzyme, chloroplast (ARA6) (THI1) (THI4)(THI1)
Q38879 thioredoxin h2(TRX2)

QS5XF75 translation elongation factor Ts (EF-Ts)(AT4G11120)
Q38820 translocase inner membrane subunit 23-2(TIM23-2)
Q95119 ubiquitin family protein(AT2G17190)

Q95118 ubiquitin family protein(DSK2)

Q9SJY5 uncoupling protein 5(UCP5)

Q562Q3 vacuolar sorting receptor 4(VSR4)

Membrana interna

P92549 ATP synthase CF1 alpha subunit(atpA)

Q94KT8 COBRA-like extracellular glycosyl-phosphatidyl inositol(COB)
Q9FKS5 Cytochrome C1 family(AT5G40810)

Q9FIJ2 NADH-ubiquinone oxidoreductase B8 subunit(AT5G47890)
064471 metaxin-like protein(AT2G19080)

004331 prohibitin 3(PHB3)

Q38820 translocase inner membrane subunit 23-2(TIM23-2)
Q9SJY5 uncoupling protein 5(UCP5)

Matriz mitocondrial

Q8H7F6 CAX-interacting protein 2(CXIP2)

QI9FKO7 CLP protease regulatory subunit X(CLPX)

Q5M729 Dihydrolipoamide acetyltransferase, long form protein
Q9SU63 aldehyde dehydrogenase 2B4(ALDH2B4)

Q9SAK4 aldehyde dehydrogenase 5F1(ALDH5F1)

P29197 heat shock protein 60(HSP60)

Q9LDZ0 mitochondrial HSO70 2(MTHSC70-2)

Q9M7TO0 peroxiredoxin IIF(PRXIIF)

Q5XF75 translation elongation factor Ts (EF-Ts)

Nucleares

080763 Nucleoredoxin 1
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En la comparativa WT vs KO2 en condicion control (Tabla 15), ademas de Fe-SOD,
APX y TRXh2 igual que en el KO1, aparecian persulfuradas una proteina
deshidroascorbato reductasa (1,4 veces mas en KO2) y Mn-SOD1 (1,9 mas en KO2).
Otra diana de TRXo01 que esta persulfurada es serina hidroximetil transferasa en el KO2
(10 veces maés persulfurada). Como nuclear aparecia una proteina del poro de este

orgénulo.

Tabla 15. Proteinas persulfuradas diferencialmente en el genotipo KO2 respecto al WT en
condicion control (C), clasificadas como mitocondriales o nucleares. Clasificacién de
ontologias génicas enriquecidas (Gene Ontology, GO) categorizados por localizacion
subcelular. Se presentan las proteinas con diferencias significativas p<0,05 entre genotipos WT
y KOL1 de extractos foliares de plantas de Arabidopsis de 19 dias de edad crecidas en ausencia
de NaCl. Se sefialan en rojo proteinas del sistema antioxidante.
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Condicion control: WTC vs KO2C

Mitocondriales

QOXIE2 ABC-2 and Plant PDR ABC-type transporter family (PEN3)
P92549 ATP synthase CF1 alpha subunit(atpA)

QITOK7 ATP-dependent caseinolytic (Clp) protease/crotonase family
Q9SFH9 Aldolase superfamily protein(HEMB1)

Q9ZU52 Aldolase superfamily protein(PDE345)

023247 Arginyl-tRNA synthetase, class Ic(emb1027)

QOLF68 BolA-like family protein

QOFKO07 CLP protease regulatory subunit X(CLPX)

QO9FI56 CLPC homologue 1(CLPC1)

048593 Class Il aminoacyl-tRNA and biotin synthetases superfam(NS1)
Q9SKQO Cyclophilin-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase family
Q9FKSS5 Cytochrome C1 family

Q9ZVA4 D-mannose binding lectin protein

Q5M729 Dihydrolipoamide acetyltransferase, long form protein
P25696 Enolase(LOS2)

Q9FGMO FTSH protease 11(FTSH11)

P21276 Fe superoxide dismutase 1(FSD1)

Q9LU64 Fe superoxide dismutase 2(FSD2)

049313 GRIM-19 protein(AT2G33220)

Q8W4H7 GTP binding Elongation factor Tu family protein
Q9SJ12 MALE GAMETOPHYTE DEFECTIVE 1(MGP1)

Q38858 calreticulin 1b(CRT1b)

065282 chaperonin 20(CPN20)

P21238 chaperonin-60alpha(CPN60A)

Q9FWR4 dehydroascorbate reductase(DHAR1)

004921 ferrochelatase 2(FC2)

Q01525 general regulatory factor 2(GRF2)

Q38946 glutamate dehydrogenase 2(GDH2)

080988 glycine decarboxylase P-protein 2(GLDP2)

P25855 glycine decarboxylase complex H(GDCH)

023627 glycyl-tRNA synthetase / glycine-tRNA ligase

Q9C8L4 glyoxalase Il 3(GLY3)

065398 glyoxalase/bleomycin resistance protein/dioxygenaseGLX1)
Q9FN41 haloacid dehalogenase-like hydrolase family

Q42525 hexokinase 1(HXK1)

QIM5K?2 lipoamide dehydrogenase 2(mtLPD2)

Q9SXP7 lipoyltransferase 2(LIP2)

081235 manganese superoxide dismutase 1(MSD1)

Q9FV50 methionine aminopeptidase 1D(MAP1D)

Q9FNK4 ornithine-delta-aminotransferase(DELTA-OAT)

P28493 pathogenesis-related protein 5(PR5)

QIFUZ2 peptide deformylase 1B(PDF1B)

Q9SL42 peptidylprolyl cis/trans isomerase, NIMA-interacting 1(PIN1AT)
Q9FMUG phosphate transporter 3;1(PHT3;1)

QIFGI6 NADH-ubiquinone dehydrogenase(EMB1467)

Q9FNH6 NDR1/HIN1-like 3(NHL3)

Q9ZUG4 NagB/RpiA/CoA transferase-like superfamily

Q56WK6 PATELLIN 1(PATL1)

Q9SGC1 Phosphoglucomutase/phosphomannomutase family(PGM2)
Q94CES5 Pyridoxal phosphate (PLP)-dependent transferase(POP2)
Q9C9C5 Ribosomal protein L6 family protein(AT1G74050)
Q6NPR7 S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferase
Q42546 SAL1 phosphatase-like protein(SAL1)

Q7Y208 SHV3-like 2(SVL2)

Q9LQLO Single hybrid motif superfamily protein

082179 Single hybrid motif superfamily

QILJE4 TCP-1/cpn60 chaperonin family (Cpn60beta2)

C0Z361 TCP-1/cpn60 chaperonin familyCpn60beta3)

Q8LBS4 Thioredoxin superfamily protein

QIXGX9 Tim10/DDP family zinc finger protein(TIM9)

Q9ZVH7 Transmembrane proteins 14C)

Q42560 aconitase 1(ACO1)

-166 -

P53496 actin-11(ACT11)

Q56YAS alanine:glyoxylate aminotransferase(AGT)
Q9SU63 aldehyde dehydrogenase 2B4(ALDH2B4)
Q9SAK4 aldehyde dehydrogenase 5F1(ALDH5F1)
Q96242 allene oxide synthase(AOS)

Q9S7Y7 alpha-xylosidase 1(XYL1)

Q9SYTO annexin 1(ANNAT1)

Q9FN48 calcium sensing receptor(CaS)

P29402 calnexin 1(CNX1)

004331 prohibitin 3(PHB3)

Q94C74 serine hydroxymethyltransferase 2(SHM2)
P94111 strictosidine synthase 2(SS2)

Q42592 stromal/mitoc ascorbate peroxidase(SAPX)
Q9SX77succinate dehydrogenase 5 (SDH5)

Q38814 thiazole biosynthetic enzyme, chloroplast (ARA6) (THI1) (THI4)(THI1)

Q38879 thioredoxin 2(TRX2)

Q38820 translocase inner membrane subunit 23-2(TIM23-2)
P82874 translocase of outer membrane 20 kDa subunit 3(TOM20-3)
Q9SI118 ubiquitin family protein(DSK2)

Matriz mitocondrial

Q8H7F6 CAX-interacting protein 2(CXIP2)

Q9FKO7 CLP protease regulatory subunit X(CLPX)

Q5M729 Dihydrolipoamide acetyltransferase, long form
Q9SU63 aldehyde dehydrogenase 2B4(ALDH2B4)

Q9SAK4 aldehyde dehydrogenase 5F1(ALDH5F1)

065282 chaperonin 20(CPN20)

Q9M5K?2 lipoamide dehydrogenase 2(mtLPD2)

081235 manganese superoxide dismutase 1(MSD1)
Q9FNK4 ornithine-delta-aminotransferase(DELTA-OAT)
Membrana externa

P25696 Enolase(LOS2)

Q42525 hexokinase 1(HXK1)

P82874 translocase of outer membrane 20 kDa subunit 3(TOM20-3)
Membrana interna

P92549 ATP synthase CF1 alpha subunit(atpA)

Q9FKS5 Cytochrome C1 family(AT5G40810)

Q9FGMO FTSH protease 11(FTSH11)

049313 GRIM-19 protein(AT2G33220)

004331 prohibitin 3(PHB3)

Q38820 translocase inner membrane subunit 23-2(TIM23-2)
P82874 translocase of outer membrane 20 kDa sub 3(TOM20-3)
Complejo | mitocondrial

049313 GRIM-19 protein

Q9FGI6 NADH-ubiquinone dehydrogenase

Q9M5K?2 lipoamide dehydrogenase 2(mtLPD2)

004331 prohibitin 3(PHB3)

Q94C74 serine hydroxymethyltransferase 2(SHM2)
Complejo piruvato DHasa

Q9C8PO 2-oxoacid dehydrogenases acyltransferase family
Q5M729 Dihydrolipoamide acetyltransferase

Nucleares

A4GSN8 nuclear pore anchor(NUA)



RESULTADOS

3.2.2. Efecto de la salinidad en cada genotipo

Como segunda aproximacion realizamos un estudio del efecto de la salinidad en la
persulfuracién de proteinas en cada genotipo, y posteriormente, se analizaron las
diferencias entre los genotipos en la condicion salina. En las plantas silvestres WT, la
salinidad provocd una mayor persulfuracion de proteinas del sistema antioxidante
mitocondrial como Mn-SOD (4,6 veces), MDHARG (5,5 veces), y algunas proteinas del
metabolismo del S como D-CDES (13 veces) y mercaptopiruvato sulfutransferasa (4
veces). Ademas, se detectaron como mas persulfuradas algunas dianas de TRXol como
serina hidroximetil transferasa 1 y 2, y las proteinas P1 y P2 del complejo glicina
descarboxilasa (2,3 y 6,3 veces, respectivamente). Por otro lado, entra las proteinas
nucleares, aparecian mas persulfuradas en salinidad el PCNAL (6,8 veces) que es diana
de TRXo1 también y una nucleoredoxina, concretamente la proteina NRX1 (13 veces)
(Tablas 16A y 166B). Asi mismo, algunas proteinas aparecian menos persulfuradas en
salinidad, entre ellas DHARL (1,4 veces) y APX (2,3 veces) asi como la diana de TRX,

proteina T del complejo de la glicina descarboxilasa (1,7 veces).

Tabla 16 (A) y (B). Efecto de la salinidad en las proteinas persulfuradas clasificadas como
mitocondriales y nucleares en el genotipo WT. Clasificacion de ontologias génicas
enriquecidas (Gene Ontology, GO) categorizados por localizacion subcelular. Se presentan las
proteinas con diferencias significativas p<0,05 entre genotipos WTC y WTS de extractos
foliares de plantas de Arabidopsis thaliana de 19 dias de edad crecidas en ausencia (Control C)
y presencia de NaCl durante 7 dias (salinidad S). Se sefialan en rojo proteinas del sistema
antioxidante y en azul algunas relacionadas con el metabolismo del azufre.
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(A) Efecto de la salinidad: WTC vs WTS

Mitocondriales

Q9FFR3 6-phosphogluconate dehydrogenase
PODH91ADP-ribosylation factor 1(ARF1)

P92549 ATP synthase CF1 alpha subunit(atpA)

F4JML5 ATP-dependent caseinolytic (Clp) protease/crotonase
Q9LF98 Aldolase superfamily protein (FBA8)

Q9ZPF5 Arginase/deacetylase superfamily protein(ARGAH2)
Q9FKO7 CLP protease regulatory subunit X(CLPX)

Q9SIF2 Chaperone protein htpG family protein(CR88)

P20115 Citrate synthase family protein(ATCS)

048593 Class Il aminoacyl-tRNA and biotin synthetase(NS1)
Q8LB47 Co-chaperone GrpE family protein(AR192)

Q9SKQO Cyclophilin-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
QOLEV3 Cystathionine beta-synthase (CBS) family protein(CBSX3)
QIFKS5 Cytochrome C1 family(AT5G40810)

FAHYF3 D-cysteine desulfhydrase (D-CDES)
Q9ZVA4D-mannose binding lectin protein(AT1G78850)
Q5M729 Dihydrolipoamide acetyltransferase(AT1G54220)
Q8RWN9 Dihydrolipoamide acetyltransferase(AT3G13930)
P25696 Enolase(LOS2)

P21276 Fe superoxide dismutase 1(FSD1)

049313 GRIM-19 protein(AT2G33220)

Q97791 GTP binding Elongation factor Tu family protein(AT4G02930)
065396 Glycine cleavage T-protein family(AT1G11860)
Q9M8M7 HOPW1-1-interacting 1(WIN1)

Q9ZP06 Lactate/malate dehydrogenase(mMDH1)

QILKA3 Lactate/malate dehydrogenase(mMDH2)

Q9SCK3 Mitochondrial import inner memb translocase Tim17/Tim22/Tim23

QIFLS8 Mitochondrial substrate carrier family protein(APC1)
Q9FHX2 Mitochondrial substrate carrier family protein(Mfl1)
Q9ZW19 NAD(P)-binding Rossmann-fold (AT2G29360)
Q9FJW4 NADH-ubiquinone oxidoreductase-like protein(FRO1)
Q9FNH6 NDR1/HIN1-like 3(NHL3)

Q9ZUG4 NagB/RpiA/CoA transferase-like protein(AT2G05830)
Q9SGC1 Phosphoglucomutase/phosphomannomutase (PGM2)
Q9LVQ8 Protein phosphatase 2C family protein(AT5G66720)
Q94CE5 Pyridoxal phosphate (PLP)-dependent transferase(POP2)
PODH91 Ras-related small GTP-binding protein(ARFA1D)
Q9SFX3 Ribophorin I(AT1G76400)

Q9SFX3 Ribophorin I(AT1G76400)

Q9SYL9 Ribosomal protein L13 family protein(emb1473)
P46286 Ribosomal protein L2 family(EMB2296)

Q9FWS4 Ribosomal protein L31(emb2184)

Q6NPR7 S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferase
Q42546 SAL1 phosphatase-like protein(SAL1)

Q94AI6 SEC6(SECE)

Q9LQLO Single hybrid motif superfamily protein(AT1G32470)
Q8LBS4 Thioredoxin superfamily protein(AT2G20270)
Q9XGX9 Tim10/DDP family zinc finger protein(TIM9)

P92959 Translation protein SH3-like family protein(RPL24)
Q42560 aconitase 1(ACO1)

Q9SIB9 aconitase 3(ACO3)

P53496 actin-11(ACT11)

F41710  alanine aminotransferas(AlaAT1)

Q940M2 alanine:glyoxylate aminotransferase 2(AGT2)
Q56YAS alanine:glyoxylate aminotransferase(AGT)

Q95U63 aldehyde dehydrogenase 2B4(ALDH2B4)

Q9SAK4 aldehyde dehydrogenase 5F1(ALDH5F1)

Q93ZC5 allene oxide cyclase 4(AOC4)

P46637 arginase(ARGAH1)

Q42564 ascorbate peroxidase 3(APX3)

P46645 aspartate aminotransferase 2(ASP2)

Q9FYA6 branched-chain amino acid aminotransferase 5 (BCAT5)
Q9FN48 calcium sensing receptor(CaS)

004151 calreticulin 1a(CRT1a)

P48491 triosephosphate isomerase(TPI)

QOFJX3 voltage dependent anion channel 2(VDAC2)
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P25819 catalase 2(CAT2)

Q42547 catalase 3(CAT3)

P34893 chaperonin 10(CPN10)

065282 chaperonin 20(CPN20)

P21238 chaperonin-60alpha(CPN60A)

Q9ZUX4 copper ion binding protein(AT2G27730)

Q9SRZ6 NADP+-dependent isocitrate dehydrogenase(clCDH)
Q9FWR4 dehydroascorbate reductase(DHAR1)

Q96251 delta subunit of Mt ATP synthase(ATP5)

Q9C6I6 electron transfer flavoprotein alpha(ETFALPHA)
Q94JQ4 endoribonuclease L-PSP family protein(AT3G20390)
004921 ferrochelatase 2(FC2)

Q9S7E4 formate dehydrogenase(FDH)

Q9SJU4 fructose-bisphosphate aldolase 1(FBA1)

P48347 general regulatory factor 10(GRF10)

Q01525 general regulatory factor 2(GRF2)

P42644 general regulatory factor 3(GRF3)

Q43314 glutamate dehydrogenase 1(GDH1)

Q38946 glutamate dehydrogenase 2(GDH2)

Q84WV9 glutaminyl cyclase(QC)

Q9ZRWS8 glutathione S-transferase TAU 19(GSTU19)
F4JTE7 glycerol-3-phosphatase 1(GPP1)

Q94B78 glycine decarboxylase P-protein 1(GLDP1)

080988 glycine decarboxylase P-protein 2(GLDP2)

Q8L785 glycine-tRNA ligase(EDD1)

Q9C8L4 glyoxalase Il 3(GLY3)

065398 glyoxalase/bleomycin resistance protein(GLX1)
P29197 heat shock protein 60(HSP60)

P55737 heat shock protein 81-2(HSP81-2)

Q42525 hexokinase 1(HXK1)

Q42553 isopentenyl pyrophosphate:dimethylallyl isomerase 2(IPP2)
Q9MS5K2 lipoamide dehydrogenase 2(mtLPD2)

Q9SXP7 lipoyltransferase 2(LIP2)

023006 lysm domain GPI-anchored protein 2 precursor(LYM2)
Q9SN86 malate dehydrogenase(MDH)

081235 manganese superoxide dismutase 1(MSD1)
064530 mercaptopyruvate sulfurtransferase 1(MST1)
Q9FV50 methionine aminopeptidase 1D(MAP1D)

Q9M5K3 mitochondrial lipoamide dehydrogenase 1(mtLPD1)
P92947 monodehydroascorbate reductase 6(MDAR6)
Q39161 nitrite reductase 1(NIR1)

Q9SL42 peptidylprolyl cis/trans isomerase(PIN1AT)
Q9FMUG phosphate transporter 3;1(PHT3;1)

Q9LD57 phosphoglycerate kinase 1(PGK1)

081845 plant uncoupling mitochondrial protein 1(PUMP1)
Q9FK23 plastid transcriptionally active 15(PTAC15)
Q8GZQ3 polyribonucleotide nucleotidyltransferase(RIF10)
Q9LJL3 presequence protease 1(PREP1)

004331 prohibitin 3(PHB3)

P93732 proline iminopeptidase(PIP)

024457 pyruvate dehydrogenase E1 alpha(PDH-E1 ALPHA)
P56793 ribosomal protein L16(rpl16)

QOFE65 ribosomal protein L34(RPL34)

P16180 ribosomal protein S17(RPS17)

Q9M1XO0 ribosome recycling factor, chloroplast precursor(RRF)
Q94C74 serine hydroxymethyltransferase 2(SHM2)

Q9SZJ5 serine transhydroxymethyltransferase 1(SHM1)
065686 small subunit ribosomal protein 16(SSR16)
P94111 strictosidine synthase 2(SS2)

Q42592 stromal ascorbate peroxidase(SAPX)

Q9S850 sulfite oxidase(SOX)

F4JJT9  tRNA synthetase class Il (D, K and N) family protein(AT4G33760)

Q38820 translocase inner membrane subunit 23-2(TIM23-2)
Q9SJY5 uncoupling protein 5(UCPS)
023654 vacuolar ATP synthase subunit A(VHA-A)
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(B) Efecto de la salinidad: WTC vs WTS

Membrana interna

P92549 ATP synthase CF1 alpha subunit(atpA)

QIFKS5 Cytochrome C1 family(AT5G40810)

049313 GRIM-19 protein(AT2G33220)

Q9FLS8 Mitochondrial substrate carrier family protein(APC1)
Q9FHX2 Mitochondrial substrate carrier family protein(Mfl1)
081845 plant uncoupling mitochondrial protein 1(PUMP1)
004331 prohibitin 3(PHB3)

Q38820 translocase inner membrane subunit 23-2(TIM23-2)
Q9SJY5 uncoupling protein 5(UCP5)

Membrana externa

9LF98  Aldolase superfamily protein(FBA8)

P25696 Enolase(LOS2)

Q42525 hexokinase 1(HXK1)

Q9FJX3 voltage dependent anion channel 2(VDAC2

9LF98 Aldolase superfamily protein(FBAS)

P25696 Enolase(LOS2)

004499 Phosphoglycerate mutase(iPGAM1)

5M729 Dihydrolipoamide acetyltransferase(AT1G54220)
Q8RWNS9 Dihydrolipoamide acetyltransferase(AT3G13930)
Matriz mitocondrial

Q9FKO7 CLP protease regulatory subunit X(CLPX)

P20115 Citrate synthase family protein(ATCS)

Q5M729 Dihydrolipoamide acetyltransferase(AT1G54220)
Q8RWNS9 Dihydrolipoamide acetyltransferase(AT3G13930
Q9ZP06 Lactate/malate dehydrogenase (MDH1)

Q9SU63 aldehyde dehydrogenase 2B4(ALDH2B4)

Q9SAK4 aldehyde dehydrogenase 5F1(ALDH5F1)

P34893 chaperonin 10(CPN10)

065282 chaperonin 20(CPN20)

Q9C6I6 electron transfer flavoprotein alpha(ETFALPHA)
P29197 heat shock protein 60(HSP60)

Q9M5K2 lipoamide dehydrogenase 2(mtLPD2)

081235 manganese superoxide dismutase 1(MSD1)
QIM5K3 mitochondrial lipoamide dehydrogenase 1(mtLPD1)
Q9LIL3 presequence protease 1(PREP1)

Q9SZJ5 serine transhydroxymethyltransferase 1(SHM1)
Complejo | mitocondrial

49313 GRIM-19 protein(AT2G33220)

Q9FJW4 NADH-ubiquinone oxidoreductase-like protein(FRO1)
Q9ZUX4 copper ion binding protein(AT2G27730)

Q9M5K?2 lipoamide dehydrogenase 2(mtLPD2)

QIM5K3 mitochondrial lipoamide dehydrogenase 1(mtLPD1)
004331 prohibitin 3(PHB3)

Q94C74 serine hydroxymethyltransferase 2(SHM2)

Ruptura glicina

Q9LQLO Single hybrid motif(AT1G32470)

Q94B78 glycine decarboxylase P-protein 1(GLDP1)

080988 glycine decarboxylase P-protein 2(GLDP2)
Nucleares

080763 Nucleoredoxin 1, NRX1 (AT1G60420)

Q9M7Q7 Proliferating cellular nuclear antigen 1 PCNA1

QILKA3 Lactate/malate dehydrogenase family protein(mMDH2)
Q9SCL7 N-acetyl-I-glutamate kinase(NAGK)

En las plantas mutantes KO1 Attrxol la salinidad indujo una mayor persulfuracion en
las mismas proteinas mitocondriales, algunas con similar intensidad (proteinas P de
GDC, SHMT y MDHARG®) y otras con diferente intensidad D-CDES (1,9 veces), MST1
(2,4), Mn-SOD1 (2,8) (Tablas 17A y 17B). Algunas proteinas similares que en el WT
menos persulfuradas en salinidad fueron DHARL (2 veces menor) y APX (3,2 menos)
mientras que otras diferentes aparecian menos persulfuradas en sal en este mutante
como GRX4 (4,2 veces) y PRXIIF (5,9 veces). No se detectaron proteinas nucleares

diferencialmente persulfuradas.

Tabla 17 (A) y (B). Efecto de la salinidad en las proteinas persulfuradas clasificadas como
mitocondriales en el genotipo mutante KO1 Attrxol. Clasificacion de ontologias génicas
enriquecidas (Gene Ontology, GO) categorizados por localizacion subcelular. Se presentan las
proteinas con diferencias significativas p<0,05 entre genotipos KO1C y KO1S de extractos
foliares de plantas de A. thaliana de 19 dias de edad crecidas en ausencia (Control C) y
presencia de NaCl durante 7 dias (salinidad S). Se sefialan en rojo proteinas del sistema
antioxidante y en azul algunas relacionadas con el metabolismo del S.
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(A)

Mitocondriales

QOFLI7 2iron, 2 sulfur cluster binding protein(NEET)

081153 20S proteasome beta subunit C2(PBC2)

Q9FFR3 6-phosphogluconate dehydrogenase(AT5G41670)

Q9SL67 AAA-type ATPase family protein(RPT2b)

P56757 ATP synthase CF1 alpha subunit(atpA)

P83483 ATP synthase alpha/beta family protein(AT5G08670)
P83483 ATP synthase alpha/beta family protein(AT5G08690)
Q9ZW85 Aconitase/3-isopropylmalate dehydratase protein(AT2G43090)
P36428 Alanyl-tRNA synthetase(ALATS)

QILF98 Aldolase superfamily protein(FBAS8)

Q9ZPF5 Arginase/deacetylase superfamily protein(ARGAH2)

Q9FI56 CLPC homologue 1(CLPC1)

P25071 Calcium-binding EF hand family protein(TCH3)

QO9SIF2 Chaperone protein htpG family protein(CR88)
Q9SW96Class Il aminoacyl-tRNA and biotin synthetase(SYNC1)
FAHTT6 Cyclophilin-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (AT1G74070)
F4IPY2 Cysteinyl-tRNA synthetase, class la family protein(SYCO ARATH)
QIFKS5 Cytochrome C1 family(AT5G40810)

049485 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase(EDA9)

F4HYF3 D-cysteine desulfhydrase(D-CDES)

F4KAY5 DEK domain-containing chromatin associated prot(AT5G55660)
P25696 Enolase(LOS2)

Q9SVG4 FAD-binding Berberine family protein(AT4G20830)

P83291 FAD/NAD(P)-binding oxidoreductase(AT5G20080)

Q9S5J81 FASCICLIN-like arabinoogalactan 7(FLA7)

Q9FGMO FTSH protease 11(FTSH11)

P21276 Fe superoxide dismutase 1(FSD1)

Q93ZE5 Fumarylacetoacetate (FAA) hydrolase (AT4G15940)
Q9FV81 GLU-ADT subunit B(GATB)

Q8W4H7 GTP binding Elongation factor Tu(AT1G07920)

Q8W4H7 GTP binding Elongation factor Tu (AT1G07930)

Q8W4H7 GTP binding Elongation factor Tu (AT1G07940)

Q9ZT91 GTP binding Elongation factor Tu (AT4G02930)

Q8W4H7 GTP binding Elongation factor Tu (AT5G60390)

Q9SGZ5 Glycosyl hydrolase family protein(AT1G78060)

064883 Glycosyl hydrolase superfamily protein(PEN2)

F4JFN3 HEAT SHOCK PROTEIN 89.1(Hsp89.1)

Q9M8M7 HOPW1-1-interacting 1(WIN1)

Q9ZP06 Lactate/malate dehydrogenase (mMDH1)

QILKA3 Lactate/malate dehydrogenase(mMDH2)

Q9SJ12 MALE GAMETOPHYTE DEFECTIVE 1(MGP1)

Q9FLS8 Mitochondrial substrate carrier (APC1)

Q9SK66 NAD(P)-binding Rossmann-fold (AT2G20360)

Q1H537 NAD(P)-binding Rossmann-fold (PCB2)

Q9FGI6 NADH-ubiquinone dehydrogenase(EMB1467)

QOFLX7 NADH-ubiquinone oxidoreductase-like protein(AT5G52840)
Q9FJW4 NADH-ubiquinone oxidoreductase-like protein(FRO1)
Q39243 NADPH-dependent thioredoxin reductase B(NTRB)
QI9FNH6 NDR1/HIN1-like 3(NHL3)

Q9LIG6 NFU domain protein 4(NFU4)

Q9C8J2 NFU domain protein 5(NFU5)

Q8RXE9 Nucleotidylyl transferase superfamily protein(OVA4)
Q56WK6 PATELLIN 1(PATL1)

QISRG3 PDI-like 1-2(PDIL1-2)

QOFF55 PDI-like 1-4(PDIL1-4)

Q9SIU8 PP2C induced by AVRRPM1(PIA1)

Q9M3AB Pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily protein(emb1796)
Q96520 Peroxidase superfamily protein(AT1G71695)

P50318 Phosphoglycerate kinase family protein(AT1G56190)
Q9LVQ8 Protein phosphatase 2C family protein(AT5G66720)
064730 Protein phosphatase 2C family protein(PBCP)

Q9LMGT Purple acid phosphatases superfamily protein(PAP2)
Q8W485 Putative thiol-disulfide oxidoreductase DCC(AT5G50100)
Q94CES Pyridoxal phosphate (PLP)-dependent transferase(POP2)
P49637 Ribosomal protein L18e/L15 (AT1G70600)

Q9FWS4 S phase kinase-associated protein 1(SKP1)

Q9SRH6 SPFH/Band 7/PHB domain-containing membrane-associated (HIR2)
QO9SIP1 Stress responsive alpha-beta barrel domain(AT2G31670)
Q8H1YO0 Thiamin diphosphate-binding fold (THDP-binding) (IAR4)
Q8LBS4 Thioredoxin superfamily protein(AT2G20270)

P52901 pyruvate dehydrogenase complex E1 alpha subunit(E1 ALPHA)

Efecto de la salinidad: KO1C vs KO1S

Q38799 Transketolase family protein(MAB1)

Q9SI20 Translation elongation factor EF1B(AT2G18110)
Q9SI75 Tropomyosin-like protein(PMD1)

Q42560 aconitase 1(ACO1)

Q9SIB9 aconitase 3(ACO3)

P53492 actin 7(ACT7)

F41710 alanine aminotransferas(AlaAT1)

Q940M2 alanine:glyoxylate aminotransferase 2(AGT2)
Q56YAS alanine:glyoxylate aminotransferase(AGT)

Q9SU63 aldehyde dehydrogenase 2B4(ALDH2B4)

Q93ZC5 allene oxide cyclase 4(AOC4)

Q96242 allene oxide synthase(AOS)

Q9SYTO annexin 1(ANNAT1)

P46645 aspartate aminotransferase 2(ASP2)

Q67XN2 beta glucosidase 8(BGLUS)

Q9FYA6 branched-chain amino acid aminotransferase 5 (BCATS)
Q9FLHO branched-chain amino acid aminotransferase (LINC4)
004151 calreticulin 1a(CRT1a)

Q38858 calreticulin 1b(CRT1b)

065282 chaperonin 20(CPN20)

P21238 chaperonin-60alpha(CPN60A)

Q9STW6 chloroplast heat shock protein 70-1(cpHsc70-1)
Q9FWR4 dehydroascorbate reductase(DHAR1)

Q94JQ4 endoribonuclease L-PSP family protein(AT3G20390)
Q9S7E4 formate dehydrogenase(FDH)

Q9SJU4 general regulatory factor 10(GRF10)

Q01525 general regulatory factor 2(GRF2)

P42644 general regulatory factor 3(GRF3)

Q43314 glutamate dehydrogenase 1(GDH1)

Q9ZNZ7 glutamate synthase 1(GLU1)

Q43127 glutamine synthetase 2(GS2)

Q8LBK6 glutaredoxin 4(GRX4)

Q8L7C9 glutathione S-transferase TAU 20(GSTU20)

P42770 glutathione reductase(GR)

P25858 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C1(GAPC1)
Q9FX54 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C2(GAPC2)
Q94B78 glycine decarboxylase P-protein 1(GLDP1)

080988 glycine decarboxylase P-protein 2(GLDP2)

Q9SVMS glycine-rich RNA-binding protein 2(GR-RBP2)

Q8L785 glycine-tRNA ligase(EDD1)

Q9C8L4 glyoxalase Il 3(GLY3)

065398 glyoxalase/bleomycin resistance protein/dioxygenase(GLX1)
Q9FN41haloacid dehalogenase-like hydrolase (AT5G53850)
P29197 heat shock protein 60(HSP60)

Q42525 hexokinase 1(HXK1)

Q8LG77 isocitrate dehydrogenase VI(IDH-VI)

Q8H1E?2 lactate/malate dehydrogenase family protein(AT5G58330)
Q9M5K2 lipoamide dehydrogenase 2(mtLPD2)

023006 lysm domain GPl-anchored protein 2 precursor(LYM2)
081235 manganese superoxide dismutase 1(MSD1)

064530 mercaptopyruvate sulfurtransferase 1(MST1)
Q9M5K3 mitochondrial lipoamide dehydrogenase 1(mtLPD1)
P92947 monodehydroascorbate reductase 6(MDAR6)
Q39161 nitrite reductase 1(NIR1)

Q8L831 nudix hydrolase homolog 3(NUDT3)

Q9M7TO peroxiredoxin IIF(PRXIIF)

QILD57 phosphoglycerate kinase 1(PGK1)

Q9SAJ4 phosphoglycerate kinase(PGK)

Q38882 phospholipase D alpha 1(PLDALPHA1)

Q9S7J7 photosystem Il light harvesting complex prot 2.2(LHCB2.2)
QIFLW?9 plastidic pyruvate kinase beta subunit 1(PKP-BETA1)
Q9LIL3 presequence protease 1(PREP1)

Q8VY06 presequence protease 2(PREP2)

Q42449 profilin 1(PRF1)

049460 prohibitin 1(PHB1)

P93732 proline iminopeptidase(PIP)

F4KE63 protein EMBRYO DEFECTIVE 2247(EMB2247)

Q9MB8D3 purine biosynthesis 4(PUR4)

004904 pyrimidin 4(PYR4)

024457 pyruvate dehydrogenase E1 alpha(PDH-E1 ALPHA)
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(B) Efecto de la salinidad: KO1C vs KO1S
P56791 ribosomal protein L2(rpl2) Membrana externa
Q9IM1X0 ribosome recycling factor, chloroplast precursor(RRF)  Q9FLI7 2 iron, 2 sulfur cluster binding protein(NEET)
Q38900 rotamase CYP 3(ROC3) QILF98 Aldolase superfamily protein(FBA8)
Q94C74 serine hydroxymethyltransferase 2(SHM2) P25696 Enolase(LOS2)
Q9SZJ5 serine transhydroxymethyltransferase 1(SHM1) QILXR8 Tropomyosin-like protein(PMD1)
048661 spermidine synthase 2(SPDS2) Q42525 hexokinase 1(HXK1)
Q42592 stromal ascorbate peroxidase(SAPX) Q9SP35 translocase inner membrane sub 17-2(TIM17-2)
Q95850 sulfite oxidase(SOX) QIFNC9 translocase of outer membrane 22-V(TOM22-V)
Q9CIDO sulfotransferase 16(SOT16) Q9FJX3 voltage dependent anion channel 2(VDAC2)
D7SFH9 suppressor of nprl-1 constitutive 4(SNC4) Membrana interna
Q42403 thioredoxin 3(TRX3) 9LF98 Aldolase superfamily protein(FBA8)
064764 thioredoxin 01(TO1) P25696 Enolase(LOS2)
Q42593 ascorbate peroxidase(TAPX) QILMG7 Purple acid phosphatases (PAP2)
Q5XF75 translation elongation factor Ts (EF-Ts)(AT4G11120) P25858 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C1(GAPC1)
Q9SP35 translocase inner membrane sub 17-2(TIM17-2) NADPH DHAsa
Q38820 translocase inner membrane subunit 23-2(TIM23-2) Q84VQ4 Chaperone Dnal-domain superfamily protein(NdhU)
Q9FNC9 translocase of outer membrane 22-V(TOM22-V) Q9TO0A4 NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit S(NdhS)
Q9SKP6 triosephosphate isomerase(TIM) Q9FL87 chlororespiratory reduction 7(CRR7)
P48491 triosephosphate isomerase(TPI) Q2V2S7 subunit NDH-M of NAD(P)H:plastoquinone DHAse(NdhM)
Q9SII19  ubiquitin family protein(AT2G17190) Complejo | mitocondrial
Q9SI18 ubiquitin family protein(DSK2) P83483 ATP synthase alpha/beta protein(AT5G08670)
023654 vacuolar ATP synthase subunit A(VHA-A) P83483 ATP synthase alpha/beta protein(AT5G08690)
Q9FJX3 voltage dependent anion channel 2(VDAC2) Q9SK66 NAD(P)-binding Rossmann-fold prot(AT2G20360)
Matriz mitocondrial QIFGI6 NADH-ubiquinone dehydrogenase(EMB1467)

Q9ZP06 Lactate/malate dehydrogenase family protein(mMDH1) Q9FLX7 NADH-ubiquinone oxidoreductase-like protein(AT5G52840)
QILKA3 Lactate/malate dehydrogenase family protein(mMDH2) Q9FJW4 NADH-ubiquinone oxidoreductase-like protein(FRO1)
Q9SCL7 N-acetyl-I-glutamate kinase(NAGK) QIM5K?2 lipoamide dehydrogenase 2(mtLPD2)

Q9SK66 NAD(P)-binding Rossmann-fold protein(AT2G20360) Q9M5K3 mitochondrial lipoamide dehydrogenase 1(mtLPD1)
Q8H1Y0 Thiamin diphosphate-binding fold (THDP-binding)(IAR4) 049460 prohibitin 1(PHB1)

Q9SU63 chaperonin 20(CPN20) Q94C74 serine hydroxymethyltransferase 2(SHM2)
Q9ZNZ7 glutamate synthase 1(GLU1) ATPasa

Q8LBK6 glutaredoxin 4(GRX4) P19366 ATP synthase CF1 beta subunit(atpB)

P29197 heat shock protein 60(HSP60) P83483 ATP synthase alpha/beta protein(AT5G08670)
Q9M5K?2 lipoamide dehydrogenase 2(mtLPD2) P83483 ATP synthase alpha/beta protein(AT5G08690)
081235 manganese superoxide dismutase 1(MSD1) Q9SJ12 MALE GAMETOPHYTE DEFECTIVE 1(MGP1)

Q9M5K3 mitochondrial lipoamide dehydrogenase 1(mtLPD1)
QIM7TO peroxiredoxin IIF(PRXIIF)

Q9LJL3 presequence protease 1(PREP1)

Q8VY06 presequence protease 2(PREP2)

P52901 pyruvate dehydrogenase complex E1(E1 ALPHA)
Q9SZJ5 serine transhydroxymethyltransferase 1(SHM1)
064764 thioredoxin 01(TO1)

Q5XF75 translation elongation factor Ts (EF-Ts)(AT4G11120)

En el mutante KO2 Attrxol aparecia mas persulfurada en salinidad la proteina
antioxidante MDHARG (2,8 veces), mientras que menos persulfuradas estaban DHAR1
(3 veces), APX (5,2) y la propia TRXol (4.2 veces) (Tabla 18). Tampoco aparecian

proteinas nucleares diferencialmente persulfuradas por la salinidad.

Tabla 18. Efecto de la salinidad en las proteinas persulfuradas clasificadas como
mitocondriales en el genotipo mutante KO2 Attrxol. Clasificacién de ontologias génicas
enriquecidas (Gene Ontology, GO) categorizados por localizacion subcelular. Se presentan las
proteinas con diferencias significativas p<0,05 entre genotipos KO2C y KO2S de extractos
foliares de plantas de A. thaliana de 19 dias de edad crecidas en ausencia (Control C) y
presencia de NaCl durante 7 dias (salinidad S). Se sefialan en rojo proteinas del sistema
antioxidante.
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Condicidn salina: KO2C vs KO2S

Mitocondriales

Q9XIE2 ABC-2 and Plant PDR ABC-type transporter family protein(PEN3)
P83483 ATP synthase alpha/beta family protein(AT5G08670)

P83483 ATP synthase alpha/beta family protein(AT5G08690)

QOLF98 Aldolase superfamily protein(FBAS8)

Q9ZPF5 Arginase/deacetylase superfamily protein(ARGAH2)

Q9SIF2  Chaperone protein htpG family protein(CR88)

Q9CA90 D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase(AT1G79870)
QOWL80 EMS-MUTAGENIZED BRI1 SUPPRESSOR 1(EBS1)

Q9SJ81 FASCICLIN-like arabinoogalactan 7(FLA7)

QILU64 Fe superoxide dismutase 2(FSD2)

Q9ZP06 Lactate/malate dehydrogenase family protein(mMDH1)
Q9SJ12 MALE GAMETOPHYTE DEFECTIVE 1(MGP1)

Q9C5MO0 Mitochondrial substrate carrier family protein(AT5G19760)
Q9SLA8 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein(MOD1)
Q8L7K9 NAD-dependent malic enzyme 2(NAD-ME2)

Q9FNH6 NDR1/HIN1-like 3(NHL3)

Q9ZUG4 NagB/RpiA/CoA transferase-like superfamily protein(AT2G05830)
Q9CAT7 Nascent polypeptide-associated complex NAC(AT1G73230)
Q56WK6 PATELLIN 1(PATL1)

Q9LMG7 Purple acid phosphatases superfamily protein(PAP2)
Q9SIM4 Ribosomal protein L14(AT2G20450)

P60040 Ribosomal protein L30/L7 family protein(AT2G01250)
Q9LW15 Rubredoxin-like superfamily protein(AT3G15640)

Q9SL48 Secl/munci8-like (SM) proteins superfamily(ATSLY1)

P45434 Translocon-associated protein (TRAP), alpha subunit(AT2G21160)
Q9ZVH7 Transmembrane proteins 14C(AT2G38550)

Q9SIVO Tyrosine transaminase family protein(SUR1)

Q9SIB9 aconitase 3(ACO3)

Q42564 ascorbate peroxidase 3(APX3)

P46645 aspartate aminotransferase 2(ASP2)

Q9FLHO branched-chain amino acid aminotransferase 5 (BCAT5)(LINC4)
P29402calnexin 1(CNX1)

004151 calreticulin 1a(CRT1a)

065282 chaperonin 20(CPN20)

P21238 chaperonin-60alpha(CPN60A)

QIFWR¢ Q96251 delta subunit of Mt ATP synthase(ATP5)

Q9C6I6 electron transfer flavoprotein alpha(ETFALPHA)

Q95756 ferritin 4(FER4)

Q9SJU4 fructose-bisphosphate aldolase 1(FBA1)

P48347 general regulatory factor 10(GRF10)

Q01525 general regulatory factor 2(GRF2)

P42644 general regulatory factor 3(GRF3)

Q8L7C9 glutathione S-transferase TAU 20(GSTU20)

023627 glycyl-tRNA synthetase / glycine-tRNA ligase(AT1G29880)
P29197 heat shock protein 60(HSP60)

A4GSN8 nuclear pore anchor(NUA)

Q949P3 pantothenate kinase(AT2G17340)

Q9LD57 phosphoglycerate kinase 1(PGK1)

Q9SAJ4 phosphoglycerate kinase(PGK)

Q9S7J7 photosystem Il light harvesting complex protein 2.2(LHCB2.2)
Q9M1XO0 ribosome recycling factor, chloroplast precursor(RRF)
Q9SZJ5  serine transhydroxymethyltransferase 1(SHM1)
Q9C9CO signal peptide peptidase(SPPA)

Q42592 stromal ascorbate peroxidase(SAPX)

Q9SX77 succinate dehydrogenase 5(SDH5)

Q9SI19  ubiquitin family protein(AT2G17190)

Q9FJX3 voltage dependent anion channel 2(VDAC2)

Q8L7BS5 heat shock protein 60-2(HSP60-2)

Q9C9WS5 hydroxypyruvate reductase(HPR)

Q42553 isopentenyl pyrophosphate:dimethylallyl isomerase 2(IPP2)
Q8H1E2 lactate/malate dehydrogenase family protein(AT5G58330)
Q9M5K?2 lipoamide dehydrogenase 2(mtLPD2)

064517 metacaspase 4(MC4)

Q8GUM2 mitochondrial heat shock protein 70-1(mtHsc70-1)
Q9M5K3 mitochondrial lipoamide dehydrogenase 1(mtLPD1)
P92947 monodehydroascorbate reductase 6(MDARG6)
Matriz mitocondrial

Q9ZP06 Lactate/malate dehydrogenase family protein(mMDH1)
Q9SCL7 N-acetyl-I-glutamate kinase(NAGK)

065282 chaperonin 20(CPN20)

Q9C616 electron transfer flavoprotein alpha(ETFALPHA)
P29197 heat shock protein 60(HSP60)

Q9M5K?2 lipoamide dehydrogenase 2(mtLPD2)

Q8GUM2 mitochondrial heat shock protein 70-1(mtHsc70-1)
Q9M5K3 mitochondrial lipoamide dehydrogenase 1(mtLPD1)
Q9SZI5  serine transhydroxymethyltransferase 1(SHM1)
064764 thioredoxin 01(TO1)

Oxoglutarato DHasa

Q9M5K?2 lipoamide dehydrogenase 2(mtLPD2)

Q9M5K3 mitochondrial lipoamide dehydrogenase 1(mtLPD1)
ATPase

P83483 ATP synthase alpha/beta family protein(AT5G08670)
P83483 ATP synthase alpha/beta family protein(AT5G08690)
Q96251 delta subunit of Mt ATP synthase(ATP5)

P83483 ATP synthase alpha/beta family protein(AT5G08670)
P83483 ATP synthase alpha/beta family protein(AT5G08690)
Q96251 delta subunit of Mt ATP synthase(ATP5)

3.2.3. Diferencias en presencia de NaCl

Como tercera aproximacion hicimos un analisis comparativo del patron de proteinas
persulfuradas en los distintos genotipos en la condicion salina con el objeto de tener una
perspectiva mas detallada de las diferencias provocadas por la falta de TRXol en el
nivel de persulfuracion de proteinas mitocondriales o nucleares, cuando las plantas
crecen en esta condicion de estrés. En general se identifico un menor ndmero de
proteinas persulfuradas diferenciales entre genotipos que en la condicion control (Tabla.
19). Del sistema antioxidante, y comparando WTS y KO1S destacamos Fe-SOD (1,2
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veces mas en KO1), deshidroascorbato reductasa (1,5 veces mas en WT), una TRXh3
(1,3 veces més en KO1) y catalasa 3 (2,1 veces mas en KO1) clasificada como
mitocondrial. Del metabolismo de azufre, destacan MST1 (1,4 veces mas en KO1S) y
otra sulfotransferasa SOT16 (1,3 veces mas en KOL1S). Comparando WTS y KO2S
destacamos a una proteina similar a ferredoxina (3 veces mas en WTS), la propia
TRXo1 (4 veces més en WT), su diana PCNA (6,6 mas en WTS) y cisteina sintasa (1,3
veces mas en WTS). Como mas persulfurada en el KO2S que en el WTS se encontraba

una proteina nuclear de union a ARN (2,9 veces).

Tabla 19. Proteinas persulfuradas diferencialmente en los genotipos KO1/KO2 respecto al
WT en condicion salina, clasificadas como mitocondriales y nucleares. Clasificacion de
ontologias génicas enriquecidas (Gene Ontology, GO) -categorizados por localizacion
subcelular. Se presentan las proteinas con diferencias significativas p<0,05 entre genotipos (A)
WT vs KO1y (B) WT vs KO2, de extractos foliares de plantas de A. thaliana de 19 dias de
edad crecidas en presencia de 300 mM NaCl durante 7 dias. Se sefialan en rojo proteinas del
sistema antioxidante y en azul algunas relacionadas con el metabolismo del azufre.

(A) Condicién salina: WTS vs KO1S

Mitocondriales

Q8LAH7 12-oxophytodienoate reductase 1(OPR1)
P56757 ATP synthase CF1 alpha subunit(atpA)

P8348 ATP synthase alpha/beta family protein(AT5G08670)
P83483 ATP synthase alpha/beta family protein(AT5G08690)
P36428 Alanyl-tRNA synthetase(ALATS)

P20115 Citrate synthase family protein(ATCS)

Q8LB47 Co-chaperone GrpE family protein(AR192)
049485 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase(EDA9)
QILU64 Fe superoxide dismutase 2(FSD2)

Q8W4H7 GTP binding Elongation factor Tu (AT1G07920)
Q8W4H7 GTP binding Elongation factor Tu(AT1G07930)
Q8W4H7 GTP binding Elongation factor Tu (AT1G07940)
Q9ZT91 GTP binding Elongation factor Tu (AT4G02930)
Q8W4H7 GTP binding Elongation factor Tu AT5G60390)
065396 Glycine cleavage T-protein family(AT1G11860)
Q9M8BM7HOPW1-1-interacting 1(WIN1)

Q9C5MO0 Mitochondrial substrate carrier (AT5G19760)
QIFHX2 Mitochondrial substrate carrier (Mfl1)
Q9FNH6 NDR1/HIN1-like 3(NHL3)

Q94CES5 Pyridoxal phosphate (PLP)-dependent transferase(POP2)
P17745 RAB GTPase homolog E1B(RABE1b)

P49637 Ribosomal protein L18e/L15(AT1G70600)
Q42560 aconitase 1(ACO1)

Q9SIB9 aconitase 3(ACO3)

Q67XN2 beta glucosidase 8(BGLU8)

004151 calreticulin 1a(CRT1a)

Q42547 catalase 3(CAT3)

Q95757 cysteine synthase C1(CYSC1)

Q9FWR4 dehydroascorbate reductase(DHAR1)
Q9SJU4 fructose-bisphosphate aldolase 1(FBA1)
Q43314 glutamate dehydrogenase 1(GDH1)

P42760 glutathione S-transferase 6(GSTF6)

Q94B78 glycine decarboxylase P-protein 1(GLDP1)

Q9C909 glycine-rich RNA-binding protein 5(GR-RBP5)
Q8L785 glycine-tRNA ligase(EDD1)

Q42525 hexokinase 1(HXK1)

Q8LFCO isocitrate dehydrogenase 1(IDH1)

QIM5K2 lipoamide dehydrogenase 2(mtLPD2)

QISXP7 lipoyltransferase 2(LIP2)

064530 mercaptopyruvate sulfurtransferase 1(MST1)
Q8GUM2 mitochondrial heat shock protein 70-1(mtHsc70-1)
Q39161 nitrite reductase 1(NIR1)

Q9LD57 phosphoglycerate kinase 1(PGK1)

P93732 proline iminopeptidase(PIP)

Q9M8D3purine biosynthesis 4(PUR4)

QOFE65 ribosomal protein L34(RPL34)

P56799 ribosomal protein S4(rps4)

QOWPR4 serine carboxypeptidase-like 34(SCPL34)

Q94C74 serine hydroxymethyltransferase 2(SHM2)

065686 small subunit ribosomal protein 16(SSR16)

Q9CID0 sulfotransferase 16(SOT16)

Q42403 thioredoxin h3(TRX3)

Q38820 translocase inner membrane subunit 23-2(TIM23-2)
P82874 translocase of outer membrane 20kDa subunit3(TOM20-3)
Q9SKP6 triosephosphate isomerase(TIM)

P48491 triosephosphate isomerase(TPI)

-173 -



RESULTADOS

(B) WTS vs KO1S WTS vs KO2S
ATPasa Mitocondriales
P83483 ATP synthase alpha/beta family protein(AT5G08670) QILKA3 Lactate/malate dehydrogenase family protein(mMDH2)
P83483 ATP synthase alpha/beta family protein(AT5G08690) Q9C6I6 electron transfer flavoprotein alpha(ETFALPHA)
Q01908 ATPase, F1 complex, gamma subunit protein(ATPC1) Q9IMOVO0 mitochondrial ferredoxin 1(MFDX1)
P56757 ATP synthase CF1 alpha subunit(atpA) 064764 thioredoxin 01(TO1)
P83483 ATP synthase alpha/beta family protein(AT5G08670) P47998 Cys synthase
P83483 ATP synthase alpha/beta family protein(AT5G08690) Nucleares
Q01908 ATPase, F1 complex, gamma subunit protein(ATPC1) Q9LVT8 RNA binding protein
P83483 ATP synthase alpha/beta family protein(AT5G08670) Q9M7Q7 PCNA

P83483 ATP synthase alpha/beta family protein(AT5G08690)
Membrana interna

P56757 ATP synthase CF1 alpha subunit(atpA)

Q9C5MO Mitochondrial substrate carrier family protein(AT5G19760)
Q9FHX2 Mitochondrial substrate carrier family protein(Mfl1)
Q38820 translocase inner membrane subunit 23-2(TIM23-2)

P82874 translocase of outer membrane 20 kDa subunit 3(TOM20-3)

Como resumen de los resultados obtenidos en las comparativas de los genotipos en
las dos condiciones y el propio efecto de la sal en cada genotipo, destacar que en una
condicidn control, la falta 0 menor cantidad de TRXol provocaba niveles mayores de
persulfuracién en ciertas proteinas del sistema antioxidante y del metaboliosmo del S
mientras que en la condicion salina el numero de proteinas diferencialmente
persulfuradas en WT y KOs era parecido sobre todo en el KO1. La salinidad afecta a
proteinas similares en el WT y KOL1 siendo en general los niveles de persulfuracion de
las mismas iguales o menores en el mutante, excepto en el caso llamativo de la
generadora de H,S la proteina D-CDES que se encontraba mucho mas persulfurada en
en planras WT en salinidad (WTS).

Los resultados obtenidos sobre la identificacion de proteinas persulfuradas, en menor
0 mayor medida, en los mutantes KO Attrxol, supone un punto de partida de futuras
investigaciones en esta linea. De hecho, pretendemos en un futuro inmediato, estudiar el
efecto que esta modificacion pueda tener en la actividad de parte de las proteinas
identificadas y la posible funcion de la TRXol en la persulfuracion de las mismas,
investigacion que nos permitira posiblemente extender el papel de la regulacion redox y

de TRX sobre esta modificacion postraduccional proteica.
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4. Obtencion de dobles mutantes de TRXoly NTRB
4.1. Psntrb/trxol por VIGS

Cuando una planta es infectada por un virus, el mecanismo de defensa va dirigido
especificamente contra el genoma viral, induciendo la sintesis de ARN de doble hebra
gue median el silenciamiento génico postranscripcional degradando los ARN virales. El
silenciamiento génico inducido por virus (VIGS) es una técnica que utiliza los
mecanismos de defensa antivirales naturales que poseen las plantas mediados por ARN
mensajeros (ARNy,) para la caracterizacion funcional de los genes. En esta técnica
basada en el silenciamiento génico postranscripcional, los genomas viricos son
modificados, eliminando los genes que inducen los sintomas viricos y clonando ADNc
de los genomas viricos dentro de vectores binarios bajo el promotor CaMV35S con
maultiples sitios de clonacidn para facilitar la insercion de fragmentos de genes diana a
knockear. Mediante la realizacion de una Estancia Breve en el Grupo “Biologia y
Biotecnologia del Desarrollo Reproductivo” del Departamento Desarrollo y Accion
Hormonal en Plantas, Mecanismos Moleculares del Desarrollo y la Morfogénesis del
IBMCP-UPV-CSIC de Valencia, bajo la direccién del Dr. Luis Cafias y de la Dra. Rim
Hamza, se generaron construcciones para el silenciamiento a través de VIGS de los
genes PSNTRB y PsTRXo1 de guisante.

La secuencia consenso para el gen PSNTRB con las secuencias proporcionadas por

Pulse Crop Database (https://www.pulsedb.org/organism/639; Fig. 75) se realiz6 un

alineamiento en Multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/; Fig. 76) y para el
gen PsTRXol (Fig. 77; https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/AM235208;
GenBank/EMBL database; nimero de acceso AM235208) fue obtenida de la Tesis
Doctoral de la Dra. Maria del Carmen Marti Ruiz (2010).
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RESULTADOS

>BV165443.1-NTRB1 ID=BV165443.1-NTRB1 |Nombre=NTRBI1 |Organismo=Pisum
sativum |Tipo=gen |Longitud=467 pb
CACGCTTTGTTAATGTCTTTGTTGCCTGTCCTGCATTTTAATTATATTGTTTTTGTTICTCCTGGGGC
TTAAAAGTGGATTATTTTAATTCCATTGAAATTTTTGCAGTTAAGAAAAGTGCCAATGGTGTGGA
CCTCCTTGCTTCACTATGCAACTTGTATAACACTTCAGAAGACGAGTTGAGGAAAACCATTGAG
CAAGCCAACAACTTAGTAGCAGATATATTGAAAAAGAAACCCTGTTTGGCATCTGAATGCGAAA
CTGAAAACCTAGAGAATTTTGACCGAGGTTTGTTTTCCTTCAGCCATTTATTATTTATGCATCACG
ATCCAAATACAGGACTTTTTTAACTGAAGTTTATATATCGTACTTCACAGATGGTTTAACCTATTTT
AAAGATCTGATGGAGGAATCATCTCTGCCGTCTAGTTTGAGTGTCTTGGAAAATGATTACGATCA
AATGACTCG

>BV165442 1-NTRB1 ID=BV165442.1-NTRB1 |[Nombre=NTRBI1 |Organismo=Pismi
sativiin |Tipo=gen |Longitud=433 pb

TCTTTGTTGCCTGTCCTGCATTTTGATTATATTGTTTITGTTCTCCTGGGGCTTAAAAG
TGGATTAATTCCATTGAAATTTTTGCAGTTAAGAAAAGTGCCAATGGTGTGGACCTC
CITGCTTCACTATGCAACTTGTATAACACTTCAGAAGACGAGTTGAGGAAAACCATT
GAGCAAGCCAACAATTTAGTAGCAGATATATTGAAAAAGAAACCCTGTTTGGCATCT
GAATGCGAAACTGAAAACCTAGAGAATTTTGACCGAGGTTTGTTTTCCTTCAGCCAT
TTATTATTTATGCATCACGATCCAAATACAGGACTTTTTTAACTGAAGTTTATATATATC
GTACTTCACAGATGGTTTAACCTATTTTAAAGATCTGATGGAGGAATCATCTCTGTCG
TCTAGTITGAGTGTCTTGGAAAATGATT

Figura 75. Secuencias para el gen PSNTRB proporcionadas en Pulse Crop Database.
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1 50

BV165443.1-NTRB1 CACGCTTTGT TAATGTCTTT GTTGCCTGTC CTGCATTTTA ATTATATTGT
BV16S442.1-NTRB1 .......... csuan TCTTT GTTGCCTGTC CTYGCATTTTG ATTATATTGT
CONSANSYUS: savioasdete idivios TCTTT GTTGCCTGTC CTGCATTTTa ATTATATTGT

51 100

BV165443.1-NTRB1 TTTTGTTCTC CTGGGGCTTA AAAGTGGATT ATTTTAATTC CATTGAAATT
BV165442.1-NTRB1 TTTTGTTCTC CTGGGGCTTA AAAGTGGATT A..... ATTC CATTGAAATT
Consensus TTTTGTTCTC CTGGGGCTTA AAAGTGGATT A..... ATTC CATTGAAATT

1el 150

BV165443.1-NTRB1 TTTGCAGTTA AGAAAAGTGC CAATGGTGTG GACCTCCTTG CTTCACTATG
BV165442.1-NTRB1 TTTGCAGTTA AGAAAAGTGC CAATGGTGTG GACCTCCTTG CTTCACTATG
Consensus TTTGCAGTTA AGAAAAGTGC CAATGGTGTG GACCTCCTTG CTTCACTATG

151 200

BV165443.1-NTRB1 CAACTTGTAT AACACTTCAG AAGACGAGTT GAGGAAAACC ATTGAGCAAG
BV165442.1-NTRB1 CAACTTGTAT AACACTTCAG AAGACGAGTT GAGGAAAACC ATTGAGCAAG
Consensus CAACTTGTAT AACACTTCAG AAGACGAGTT GAGGAAAACC ATTGAGCAAG

201 250

BV165443.1-NTRE1 CCAACAACTT AGTAGCAGAT ATATTGAAAA AGAAACCCTG TTTGGCATCT
BV165442.1-NTRE1 CCAACAATTT AGTAGCAGAT ATATTGAAAA AGAAACCCTG TTTGGCATCT
Consensus CCAACAACTT AGTAGCAGAT ATATTGAAAA AGAAACCCTG TTTGGCATCT

251 300

BV165443.1-NTRB1 GAATGCGAAA CTGAAAACCT AGAGAATTTT GACCGAGGTT TGTTTTCCTT
BV165442.1-NTRB1 GAATGCGAAA CTGAAAACCT AGAGAATTTT GACCGAGGTT TGTTTTCCTT
Consensus GAATGCGAAA CTGAAAACCT AGAGAATTTT GACCGAGGTT TGTTTTCCTT

301 350

BV165443.1-NTRB1 CAGCCATTTA TTATTTATGC ATCACGATCC AAATACAGGA CTTTTTTAAC
BV165442.1-NTRB1 CAGCCATTTA TTATTTATGC ATCACGATCC AAATACAGGA CTTTTTTAAC
Consensus CAGCCATTTA TTATTTATGC ATCACGATCC AAATACAGGA CTTTTTTAAC

351 400

BV165443.1-NTRB1 TGAAGTTTAT ATAT..CGTA CTTCACAGAT GGTTTAACCT ATTTTAAAGA
BV165442.1-NTRB1 TGAAGTTTAT ATATATCGTA CTTCACAGAT GGTTTAACCT ATTTTAAAGA
Consensus TGAAGTTTAT ATAT..CGTA CTTCACAGAT GGTTTAACCT ATTTTAAAGA

401 459

BV165443.1-NTRB1 TCTGATGGAG GAATCATCTC TGCCGTCTAG TTTGAGTGTC TTGGAAAATG
BV165442.1-NTRB1 TCTGATGGAG GAATCATCTC TGTCGTCTAG TTTGAGTGTC TTGGAAAATG
Consensus TCTGATGGAG GAATCATCTC TGcCGTCTAG TTTGAGTGTC TTGGAAAATG

451 469

BV165443.1-NTRB1 ATTACGATCA AATGACTCG
BV165442.1-NTRB1 ATT......0 vevevenne
CONSensuS ATT.oiinee sasosnss

Figura 76. Secuencia consenso para PsNTRB tras alineamiento en Multalin de las
secuencias obtenidas en Pulse Crop Database.
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Secuencia de PsTRXo/ (AM235208)

ATGGTTGGAACCAGAAATTTGATCGTTCGATCTTTGGCACTTCGTCATGCAATCAAG
AACACTGTTCGTCCTCTCTTAACCAACACCAACCTTCATTCACGAATTTCCAAATCG
TCTCTCTTCGCCGCCACACTCGCCTCTTCCTCCTACTCCTCTCACCTCTCCCTCCACC
ATTCCCGTTCCCTITCCTCCGCCTCAGCTTICTCCTGGCGTTATCCTTGTTAATTCTGC
GGAAGAGTTCAATAAAATCCTTAGCAAAATTCAAGATGACTCGTTGCACGCGATCTT
CTATTTTACTGCTGTTTGGTGTGGACCTTGCAGGTTCATTTCTCCTATAGTTGGGGAG
CTCAGTAAGAAGTATCCTAATGTGGCAACTTATAAGATTGACATTGATCAGGAAGCA
ATTCAGGACACATTGAGCAGGTTGCAGATTACATCTGTGCCAACACTTCACTTCTTT
CAAAATGGGAAAAAGACCGATGAACTTATAGGTGCAGATGTTGCGCGATTGAATCA
TATTACGGAGAAACTCTTCAAGAAGGACTAA

Figura 77. Secuencia consenso para el gen PsTRXol. Nimero de acceso en GenBank/EMBL
database: AM235208.

Para la construccion de los vectores, se parti6 de ADNc (sintesis mediante
retrotranscripcion como se describe en 3.5.5 de Materiales y Métodos) de Pisum
sativum L. cv. Bonneville wild type para amplificar mediante PCR los fragmentos de los
genes a clonarse en el vector pGem®T-Easy (Promega) utilizando dos sets de
oligonucle6tidos como punto de partida para el gen PSNTRB. Los fragmentos de ADNc
utilizados para las construcciones oscilaban en torno a las 450 pb. Estos fragmentos se
amplificaron utilizando oligonucleétidos especificos que afiaden al inicio y al final del
fragmento sitios de restriccién que posteriormente permitieron clonar dichos fragmentos
en el vector pPCAPE2-PDS. Los fragmentos amplificados se purificaron y clonaron en
pGEM®T-Easy, de donde posteriormente se escindieron mediante restriccién doble con

los enzimas correspondientes (Fig. 78).

Set 1INTRB Control- Set2 NTRB Control-

500 pb

250pb

Figura 78. Electroforesis horizontal de los fragmentos de ADN amplificados por PCR
(enzima Taqg polimerasa de Biotools) con los dos sets de oligonucledtidos para NTRB junto
a los controles negativos de PCR. Como molde se utiliz6 cDNA de guisante variedad
Bonneville. Las bandas se recortaron para ser purificadas e insertadas en el vector pPGEM®T-
Easy. Migracion en gel de agarosa 1% (p/v) a 110 V durante 30 minutos. Marcador GeneRuler
1kb DNA Ladder (NZYTech). Intercalante de ADN Green Safe (NZYTech).
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Se disefid también una construccion que permitiese el silenciamiento de PSTRXol
para posteriormente lograr la pérdida de funcion simultdnea de ambos genes de Pisum
sativum. Para generar dicha construccion, se utilizaron dos fragmentos, que se
amplificaron utilizando oligonucledtidos especificos que afiadieron al inicio y al final
del fragmento sitios de restriccion que posteriormente permitieron clonarlos en el vector
pCAPE2-PDS en tdndem. Asi, se amplificaron los fragmentos Ncol-PSNTRB-Xbal y
Xbal-PSTRX01-Pstl, que se clonaron de manera independiente en pPGEM®T-Easy para

confirmar mediante secuenciacion la integracion de los sitios de restriccion (Fig. 79).

M Set1 Set2.1 Set2.2 Set2.3 Set2.4 Set2.5

500 pb

250 pb

Figura 79. Migracion en gel de agarosa 1% (p/v) de las digestiones de los plasmidos
obtenidos de las colonias positivas para la transformacion. Tres de las digestiones (Set2.2,
Set2.3, Set2.5) fueron validas, presentando el fragmento, en este caso, de 346 pb
correspondientes a NTRB. Los fragmentos que se visualizan a 3 kb corresponden al vector
pGem®T-Easy-T Easy linealizado.

Los fragmentos se escindieron y seguidamente el fragmento Ncol-PSNTRB-Xbal se
clondé en pCAPE2-PDS linearizado con Ncol y Xbal. Finalmente, tras comprobar la
insercion mediante restriccion, el fragmento Xbal-PSTRX01-Pstl se subclond a la
construccion transitoria (pCAPE2-PSNTRB), linearizada con los enzimas Xbal y Pstl
para la clonacion de los mismos. En todos los casos se comprob6 la clonacion de los

fragmentos en pCAPE2 por restricciones dobles y por secuenciacion (Fig. 80).
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| I , | Construccion doble en
| | | Ay |, Lo tandem pCAPE2-
‘ ' PsNTRB-PsTRXol

‘I‘ Secuenciacion de las construcciones
.

Secuencia de la construccién PsNTRB-TRXo1

CTGAATCACTTGCGCTAATCACCATGGAAAGTGCCAATGGTGTGGACCTCCTTGCTTCACTATGCAACTT
GTATAACACTTCAGAAGACGAGTTGAGGAAAACCATTGAGCAAGCCAACAACTTAGTAGCAGATATAT
TGAAAAAGAAACCCTGTTTGGCATCTGAATGCGAAACTGAAAACCTAGAGAATTTTGACCGAGATGGT
TTAACCTATTTTAAAGATCTGATGGAGGAATCATCTCTGCCCGCGGGAATTCGATTTCCTTGTTAATTCT
GCGGAAGAGTTCAATAAAATCCTTACCAAAATTCAAGATGACTCGTTGCACGCGATCTTCTATTITACTG
CTGTTTGGTGTGGACCTTGCAGGTTCATTTCTCCTATAGTTGGGGAGCTCAGTAAGAAGTATCCTAATG
TGGCAACTTATAAGATTGACATTGATCAGGAAGCAATTCAGGACACATTGAGCAGGTTGCAGATTACAT
CTGTGCCAACACTTCACTTCTTTCAAAATGGGAAAAAGACCGATGAACTTATAGGTGCAGATGTTGCGC
GATTGAATCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTT
ACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCC
AGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGA
ATGCTAGAGCAGCTTGAGCTTGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAACTATCAGTGTTTGAC
AGGATATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCG

Figura 80. Digestion y migracién en gel de las construcciones dobles pCAPE2-PsNTRB-
PsTRXol escindidas del vector pGEM®-T Easy (Promega) que posteriormente fueron
comprobadas por secuenciacion Sanger.

Estos fragmentos para ser comprobados, fueron secuenciados en el Servicio de
Secuenciacion de ADN del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas
(Universidad Politécnica de Valencia-CSIC), utilizando como cebadores, los
oligonucledtidos detallados en la Tabla 5 de Materiales y Métodos. Finalmente, las
secuencias obtenidas fueron alineadas en CLUSTAL Omega (Multiple Sequence

Alignment Omega) (Fig. 81).
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(A)

) . . . CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
Alineamiento con la secuencia amplificada de PsNTRB

PSNTRE-TRX01 CTGAATCACTTGCGCTAATCACCATGGAAAGTGCCAATGGTGTGGACCTCCTTGCTTCAC 60
PSNTRB mmmemmmeememmee oo oo - ANAGTGCCAATGGTGTGGACCTCCTTGCTTCAC 33
§ PSNTRB-TRXol1 TATGCAACTTGTATAACACTTCAGAAGACGAGTTGAGGAMACCATTGAGCAAGCCAACA 120
>NTRB Fragmento amplificado 310 pares de bases PSNTRB TATGCAACTTGTATAACACT TCAGAAGACGAGTTGAGGAMACCATTGAGCAAGCCAACA 93
AAAGTGCCAATGGTGTGGACCTCCTTGCTTCACTATGCAACTTGTATAACACTTCAGAAGACGAGTTGA
GGAAAACCATTGAGCAAGCCAACAACTTAGTAGCAG: AAAAAGAAACCCTGTTTGGCATCT
PSNTRB-TRXol1 ACTTAGTAGCAGATATATTGAAAAAGAAACCCTGTTTGGCATCTGAATGCGAAACTGARA 188
GAATGCGAAACTGAAAACCTAGAGAATTTTGACCGAGGTTTGTTTTCCTTCAGCCATTTATTATITATGE PSNTRS ACTTAGTAGCAGATATATTGAAARAGAAACCCTGTTTGGCATCTGAATGCGAAACTGARA 153
ATCACGATCCAAATACAGGACTTTTTTAACTGAAGTTTATATATATCGTACTTCACAGATGGTTTAACCT
ATTTTAAAGATCTGATGGAGGAATCATCTCTGC
PSNTRB-TRXol ACCTAGAGAATTTTGACCGAGATGGTTTAACCTATTTTAMMGATCTGATGGAGGAATCAT 248
PSNTRB ACCTAGAGAATTTTGACCGAGGTTTGTTTTCCTTCAGCCATTTATTATITATGCATCACG 213
Oligonucledtidos: FEmEREsestsiesesiases = ww e *
Set2-PsNtrb-fd: 5-AAAGTGCCAATGGTGTGGA-3 PsNTRB-TRXo1 CTCTGCCCGCGGGAATTCGATTTCCTTGTTAATTCTGCGGAAGAGTTCAATAARATCCTT 320
PSNTRB ATCCARATACAGGACTTTTTTAACTGAAGTTTATATATATCTACTICACAGATGETTTA - 273
Set2-PsNtrb-rv: 5'-GCAGAGATGATTCCTCCATCAG-3" - oErwoowow : ForeEsoox N
Reverso complementario: 5'-CTGATGGAGGAATCATCTCTGC-3 PSNTRE-TRX01 ACCARAATTCAAGATGACTCGTTGCACGCEATCTTCTATTTTACTGCTGTTTGETETGEA 368
PSNTRB ACCTATTTTAAAGATCTGATGGAGG- - - - ARTCATCTCTGC - - 318
Fragmento: 310 pb s5n 3 v wwess i e tas *
PSNTRE-TRX01 CCTTGCAGGTTCATTTCTCCTATAGTTGGGGAGCTCAGTAMGAAGTATCCTAATGTGGCA 420
PSNTRB oo 318
PSNTRE-TRX01 ACTTATAAGATTGACATTGATCAGGAAGCAAT TCAGGACACATTGAGCAGGTTGCAGATT 480
PSNTRB  mmmemmmmm o 310

(B)

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

. . . =] PsNTRB-TRXol TCACTTGCGCTAAT! IGAAAGTGCCAATGGTGTGGACCTCCTTGCTTCAC 6@
Alineamiento con la secuencia amplificada de la PsTRXo1 peTRXGL , R " o

PSNTRB-TRXol 120
PsTRXol

> PsTRX01 Fragmento amplificado 200 pares de bases ;:g;zfnm "_'\ETT“CT"?CM'_‘ITTATWT 1

TCCTTGTTAATTCTGCGGAAGAGTTCAATAAAATCCTTAGCAAAATTCAAGATGACTCGTTGCACGCGA

TCTTCTATTTTACTGCTGTTTGGTGTGGACCTTGCAGGTTCATTICTCCTATAGTTGGGGAGCTCAGTAA PENTRE-TRX01 280

GAAGTATCCTAATGTGGCAACTTATAAGATTGACATTGATCAGGAAGCAATTCAGGACACATTGAGCA PsTRX0L R 8

GGTTGCAGATTACATCTGTGCCAACACTTCACTTCTTTCAAAATGGGAAAAAGACCGATGAACTTATAG
GTGCAGATGTTGCGCGATTGAATC

PsNTRB-TRXol CCTTQTTAATTCTGCGGAAGAGTTCAATAARATCCTT 380

PsTRXol CCTTGTTAATTCTGCGGAAGAGTTCAATAARATCCTT 38
PsNTRB-TRXo1 »‘QE\[A@QTT(ALGJTG.D(TCGTTG&CG(GAT(TT{TA‘TTTT»‘(TG(TGTTTGGTGTGCA 360
Oligonucleotidos: PsTRXoL AGLAARATTCAAGATGACTCGTTGCACGCGATCTTCTATTTTACTGCTGTTTGGTGTGGA 98
Set2-PsTrxol-fd : 5 -TCCTTGTTAATTCTGCGGAAGAG-3’
PSNTRE-TRXoL CCTTGCAGGTTCATTTCTCCTATAGTTGGGGAGCTCAGTAAGAAGTATCCTAATGTGCA 420
PsTRXol CCTTGCAGGTTCATTTCTCCTATAGT TGGGGAGCTCAGTAAGAAGTATCCTAATGTGGCA 158
Set2-PsTrxol-rv: 5 -GATTCAATCGCGCAACATCTG-3° N AR
Reverso complementario: 5’ -CAGATGTTGCGCGATTGAATC-3 PSNTRE-TRXol ACTTATAAGATTGACATTGATCAGGAAGCAATTCAGGACACATTGAGCAGGTTGCAGATT 458
P<TRI01 ACTTATAAGATTGACATTGATCAGGAAGCAATTCAGGACACATTGAGCAGGTTGCAGATT 218
Fragmento: 300 pb
PsNTRB-TRXo1 ACATCTGTGCCAACACTTCACTTCTTTCAAAATGGGAAAAAGACCGATGAACTTATAGGT 548
PsTRX0L ACATCTGTGCCAACACTTCACTTCTTTCAARATGGGAAAAAGACCGATGAACTTATAGGT 275
PSNTRE-TRY01 GCAGATGTTGCGCGATTGAATCAATCACTAGTGAATTCGCGECCGCCTECAGGCATGCAA 680
PsTRXol 300
T
PsNTRB-TRXo1 GLTTGGCACTGGCCETCOTTTTACAACGTCOTGACTCGGAAARLCCTOELGTTACCCAAL 660
PsTRXo1 e T -

Figura 81. Alineamiento en CLUSTAL para comprobar la secuencia de la construccion
doble PsNTRB-TRXol. (A) Fragmento correspondiente al gen PSNTRB (310 pb). Se
especifican los oligonucledtidos utilizados para amplificar mediante PCR a partir de ADNc de
guisante, el fragmento que se utilizé6 para silenciar al gen NTRB. (B) Alineamiento del
fragmento correspondiente a PsTRXo1 (300 pb).

Una vez comprobadas las construcciones, se procedio a la transformacion de las
cepas de Agrobacterium tumefaciens GV3101, para su posterior utilizacion en la

agroinfiltracion de P. sativum (Fig. 82).
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A. Germinacion de las semillas
de guisante variedad
Bonneville

|

‘ C. Agroinfiltracion

B. Camara de
humedad

Hojas agroinfiltradas

D. Decapitacion sobre la
hoja agroinfiltrada a los 6
dias desde la inoculacién

Figura 82. Agroinfiltracion de plantas de guisante variedad Bonneville. Una vez obtenidas
las construcciones para estudiar mediante silenciamiento génico transitorio inducido por virus
los genes del sistema redox PsTRX01/PSNTRB, se inocularon plantas de guisante de 12 dias de
edad.

Se agroinfiltraron plantas de 12 dias de edad con la construccion doble
pCAPE1:pCAPE2-PsNTRB-PsTRXo01; paralelamente, se agroinfiltré otro conjunto de
plantas con el vector pCAPEL, utilizado como control de virulencia (control negativo),
y otras con pCAPE1: pCAPE-PDS (control positivo), como se detalla en Materiales y
Métodos (secciones 1.3.3 'y 2.2.4). A los 6 dias desde la inoculacion, se decapitaron las
plantas por encima de la hoja donde se habian agroinfiltrado y se esper6 a obtener la
decoloracion en las plantas control pPCAPEL1:pCAPE2-PDS (Fig. 83).
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Control de inicio de la
virulencia

Figura 83. Control positivo con la contruccion pCAPE2-PDS indicativo del inicio de la
virulencia de la cepa. Este control se utiliz6 como referencia para poder iniciar los estudios de
fenotipado en las plantas de interés con la construccion doble pCAPE2-PsNTRB-PsTRXo1.

Una vez que se evidencio el comienzo de la virulencia, se inicio la caracterizacion de
las plantas con la construccion para silenciar ambos genes (PSNTRB y PsTRXol),
comparandose a su vez, con el control negativo, agroinfiltrado Gnicamente con el vector
de la virulencia pCAPEL, sin hallarse un fenotipo evidente, requisito indispensable en
esta técnica para poder seleccionar el material vegetal a estudiar. Se repitié la
experiencia cuatro veces, obteniéndose los mismos resultados. Aun asi, se analizo el
material foliar con distintas estrategias de recoleccion para comprobar si se habia
inducido el silenciamiento génico aungue no se obtuviese un fenotipo evidente. Los
resultados fueron incongruentes y dificiles de considerar teniendo en cuenta que esta
técnica puede generar en una misma planta quimeras e incluso en una misma hoja,
diferencias de expresion, inhabilitando el poder llevar a cabo ensayos fisioldgicos o

bioquimicos replicativos.
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4.2. Attrxol/ntrb por cruzamiento

Con el objetivo de obtener un doble mutante Attrxol/ntrb, se cruzaron los mutantes
simples de insercion de ADN-T en homocigosis KO1 Attrxol (linea SALK 143294C;
semillas N659590) y Atntrb (linea SALK _027935; semillas N654570) de forma manual.
Para ello, se crecieron plantas de ambos genotipos hasta su fase adulta reproductiva que
se utilizaron tanto de donadoras como de receptoras de polen (generacion parental; Fo),
a fin de tener mas posibilidades de éxito. El inserto de ADN-T contiene una secuencia
de ADN conocida que permite utilizar oligonucle6tidos disefiados a partir del borde
izquierdo (BP; T-DNA Border Primer; en nuestro caso, fue utilizado LBb1.3, como se
detalla en la Tabla 3 en Materiales y Métodos). Las semillas resultantes del cruzamiento
se emplearon para obtener la primera generacion filial (F1), generacion que sera
heterocigota para ambas mutaciones y que fue genotipada (10 semillas de 7 plantas)
para comprobar la presencia de la insercion de ADN-T en ambos genes (Fig. 84,
fragmento en torno a 653 pb en geles A y B para TRXol y NTRB, respectivamente), asi
como la heterocigosis por la presencia de un fragmento de ambos genes TRXol y NTRB
(fragmentos de 1.113 y 1.052 pb en geles C y D, respectivamente, como se describe el
la Seccién 1.2.5. de Materiales y Métodos). Se usé un control positivo y otro negativo
en cada caso utilizando 2 plantas WT (lineas WT-10 y WT-11), 2 plantas KO1 Attrxol
(lineas 19 y 20) y 2 plantas KO Atntrb (lineas 46 y 47). Se seleccionaron 2 plantas (n° 4
y 5 en rojo en Fig. 84) heterocigéticas que se crecieron y se dejaron autofecundar para

obtener la F.
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Control-  Control +
M [wr1o0 wr11][ ko1-19ko120] 1 2 3 4 5
WT-10 WT-11|| ntrb-46ntrb-47| 1 2 3 4 5
(B) 653pb — - - —|—-I—
Control + Control-
WT-10 WT-11 |[|KO1-19 KO1-20 1 = 5
(C) 1113 PO | — —— |~ ‘I ——
WT-10 WT-11 || ntrb-46 ntrb-47 1 4 5
- J
(D) 1052 pOIEE | S—— — il

Figura 84. Genotipado por PCR de la generacion F; de las lineas dobles mutantes de A.
thaliana trxol/ntrb. Amplificacion del inserto de ADN-T de la mutacion en AtTRXol y
AtNTRB (A 'y B, respectivamente) y de los fragmentos de los genes AtTRXol y AtINTRB (C y D)
usando los oligonucledtidos correspondientes en cada caso, a partir de ADN gendmico obtenido
de hojas de roseta de plantas Col-0 (WT) y mutantes de A. thaliana trxol (KO1) y ntrb. Se
sefialan las pares de bases del fragmento de interés amplificado en cada caso en el marcador (M)
cargado en cada gel. En el caso de las bandas para ambas lineas mutantes, los fragmentos se
encuentran en torno a 653 pb. Se utilizaron como controles positivos de reaccion para la
insercion de ADN-T, mutantes simples en homocigosis provenientes de los mismos lotes de
semillas que se utilizaron como F, para los cruces, siendo KO1 el mutante trxol.

Se utilizaron 20 semillas de cada planta (4 y 5) con el fin de obtener material vegetal
para un nuevo genotipado, para detectar tanto para la presencia de ADN-T como para la

ausencia o presencia aun de los genes silvestres (Fig. 85).

M ColOKO1 12 39 12 39

1113 pb—sp (C)

(A) 653 pb—p — C—

M Col0 ntrb 12 39 39

12
E-
(B) 653 pb—» __’J - 1052 pb—» : (D)

Figura 85. Genotipado por PCR de la generacion F, de las lineas dobles mutantes de A.
thaliana trxol/ntrb. Amplificacion del inserto de ADN-T de la mutacion en AtTRXol y
AtNTRB (A 'y B, respectivamente) y de los fragmentos de los genes AtTRXol y AtNTRB (C y D)
usando los oligonucledtidos correspondientes, a partir de ADN gendmico obtenido de hojas de
roseta de plantas Col-0 (WT) y mutantes de A. thaliana trxol (KO1) y ntrb. Se sefialan las pares
de bases de los fragmentos de interés amplificados en cada caso en el marcador (M) cargado en
cada gel. Las lineas 12 y 39 presentan en ambos casos las bandas en torno a los 653 pb con los
oligonucledtidos para amplificar el segmento que indica la presencia del ADN-T, pero puede
observarse a su vez, que se encuentran en heterocigosis al presentar ademas, las bandas
correspondientes a la presencia del alelo WT. Al encontrarse las lineas aun segregando, fue
necesario repetir el proceso mas generaciones.
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En esta fase, se seleccionaron las plantas 12 y 39 como mutantes en ambos genes auin
en heterocigosis (Fig. 86).

Col-07d ntrb 7d trxol 7d

Col-0 12d ntrb 12d trxol 12d trxol/ntrb 12d ntrb/trxol 12d

Figura 86. Plantas de la generacidon F, crecidas en cultivo in vitro. Imagenes captadas con
lupa de aumentos para comprobar si se observaba algun fenotipo visible en plantas de 7 y 12
dias, respectivamente, sin hallarse diferencias significativas.

Posteriormente, se crecieron 20 plantas de las previamente seleccionadas,
obteniéndose la F3. Se genotiparon dichas plantas y se seleccionaron dos: plantas 11 y
39 (Fig. 87; generacion F4). La planta 39 proveniente de una estirpe que tuvo como
planta donadora de polen la linea mutante Atntrb, present6 ambas mutaciones en
homocigosis. Se comprobé que la planta 11 (planta donadora de polen la linea mutante
KOL1 Attrxol) era homocigética para la mutacion Attrxol pero alin no lo era para Atntrb,
que sigue en segregacion (heterocigética). Actualmente, se encuentra el proceso de
obtencion de las dos lineas dobles mutantes Attrxol/ntrb seleccionadas, en el rastreo de

la homocigosis para la pérdida de funcién de ambos genes.
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M KO1 Colo 11 39 Colo KO1 11 39
(A) 653pb __ |es e 1113pb —b |— (©)
M ntrb Co_IO 11 39 Col0 ntrb 11 —3;
(B) 653 pr —EiN B 105205y |guue __l (D)
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Figura 87. Genotipado por PCR de la generacion F; de las lineas dobles mutantes de A.
thaliana trxol/ntrb. Amplificacién del inserto de ADN-T de la mutacion en AtTRXol y
AtNTRB (A 'y B, respectivamente) y de los fragmentos de los genes AtTRXol y AtINTRB (C y D)
usando los oligonucleétidos especificados en cada gel, a partir de ADN gendmico obtenido de
hojas de roseta de plantas Col-0 (WT) y mutantes de A. thaliana trxol (KO1) y ntrb. En esta
generacién, puede observarse que las lineas 11 y 39 presentan el fragmento correspondiente a la
presencia de la mutacion en ambos genes. Al corroborar si aun estan las lineas en segregacion
por la presencia también de la banda WT del alelo no interrumpido, se observo en la linea 11
dicha amplificacién para el gen AtNTRB (en heterocigosis) pero no en la linea 39.

El nimero de generaciones necesarias para obtener un doble mutante homocig6tico
KO por cruzamiento en Arabidopsis thaliana puede variar dependiendo de la genética
de las lineas parentales y del tipo de mutacion. Una vez que se obtenga la generacion en
homocigosis para la mutacion en ambos genes, se comprobard por secuenciacion la
posicion de la insercion del ADN-T y se analizaré por gPCR la expresion génica relativa
de los genes AtTRXol y AtNTRB para corroborar que dichas mutaciones knockearon a
ambos genes. Si se logra obtener la pérdida de funcion, se caracterizaran las lineas
mutantes como paso previo a su empleo en los estudios que nos permitan un avance en
determinar las funciones del sistema redox NADPH/NTRB/TRXol en plantas ante

situaciones de estrés abiotico y en procesos de desarrollo.
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1. ATG4 como diana de TRXol y su implicacion en autofagia

inducida por estrés oxidativo

La regulacion de la autofagia ha adquirido un interés notable en investigacion en
plantas debido a que el establecimiento de este proceso provoca una respuesta favorable
a diferentes condiciones de estrés, incluido el estrés oxidativo, el estrés del reticulo
endoplasmico, la privacion de nutrientes, el tratamiento con cadmio, la sequia, la
salinidad, la maduracion de frutos y la respuesta a patdgenos (Liu y col., 2009; Pérez-
Pérez y col., 2010; Calero-Mufioz y col., 2019; Lopez-Vidal y col., 2020; Su y col.,
2020; Aroca y col., 2021a). En el presente trabajo de Tesis Doctoral, el hecho de la
existencia de una mayor expresion del gen ATG4 y un mayor contenido proteico de los
marcadores de autofagia ATG4, ATG8 y proteinas ATG8-PE lipidadas, asi como una
alta actividad enzimatica de la proteina ATG4, apoyan la participacion del proceso de
autofagia en la respuesta de las células de tabaco BY-2 sometidas a un tratamiento
oxidativo por H,O, cuando se sobreexpresa PSTRXo1l (células OEX). En esta situacion
oxidativa, estos cambios en las células sobreexpresantes pueden ser importantes como
efecto de preactivacién (priming), probablemente influyendo en la respuesta a una
condicion de estrés oxidativo posterior. La existencia de un proceso autofagico bajo
estas condiciones se sustenta también por la acumulacion observada de estructuras
similares a autolisosomas y la inmunolocalizacion de ATG8 en estas células OEX.
Curiosamente, este proceso se correlaciona con una mayor viabilidad demostrada en
respuesta a la sobreexpresion de PsSTRXo1 en estas células TBY-2. Estudios recientes en
A. thaliana, han demostrado que las modificaciones postraduccionales de algunas
proteinas ATG son capaces de controlar su actividad, como la S-nitrosilacion, la
fosforilacion de ATG4b y ATG1 (Pengo y col., 2017; Shivaraj y col., 2020) o la
persulfuracién de ATG4 y ATG18a (Laureano-Marin y col., 2020; Aroca y col., 2021a).
En nuestro trabajo hemos explorado el papel que puede desempefiar la proteina
PsTRXo1 en el proceso de autofagia mediante la regulacion redox de la proteina ATG4
involucrada. En las siguientes secciones, discutiremos los principales hallazgos que
evidencian el papel de la propia autofagia en respuesta al estrés oxidativo y su
participacion en la viabilidad celular, asi como el de la regulacion redox, incluido el
sistema TRX, como moduladora de la actividad de las proteinas diana que son
componentes clave del proceso de autofagia. La evidencia discutida ayudara a respaldar
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nuestros hallazgos sobre la relacién entre la autofagia, la viabilidad celular y la
sefializacion redox a través de TRX en células vegetales.

1.1. Autofagia, estrés oxidativoy TRX

En sistemas animales, la autofagia se activa ligeramente a nivel basal, por ejemplo,
para mantener la homeostasis celular humana normal, asi como en varias condiciones
patoldgicas en las que se induce este proceso degradativo y de reciclaje celular (Scherz-
Shouval y Elazar, 2011). En las plantas, también existe un nivel basal de mantenimiento
en condiciones favorables para eliminar las estructuras o componentes celulares
dafados que se generan continuamente (Bassham y col., 2006; Yano y col., 2007). Es en
condiciones de estrés cuando los fenotipos de autofagia son evidentes y el crecimiento
puede verse seriamente comprometido (Xiong y col., 2005). Por lo tanto, estudiar la
autofagia en estas condiciones estresantes puede proporcionar algunas pistas sobre la
relevancia del proceso en la respuesta de la planta a situaciones adversas. Diversas
condiciones de estrés desencadenan la acumulacién de ROS, que pueden inducir
eventos de sefializacion involucrados en la respuesta de la planta, y se ha descrito un
papel clave para la autofagia en la eliminacion por ejemplo de proteinas oxidadas
(Xiong y col., 2007). En este sentido, los mutantes de A. thaliana en proteinas
autofagicas atg2 y atg7 contenian mas proteinas oxidadas y eran hipersensibles tanto a
una condicién salina como al estrés osmético (Luo y col., 2017). Otros ejemplos del
vinculo entre ROS y autofagia son la induccién descrita de este proceso por estrés
salino y falta de nutrientes, que pueden ser bloqueados por inhibidores de la enzima
NADPH oxidasa generadora de O," (Liu y col., 2009). Ademas, la sefializacion por
ROS dependiente de la enzima mitocondrial AOX es un evento clave que desencadena
la autofagia, como lo demuestran los experimentos en los que la eliminacion de H,O, en
mutantes aox19 indujo la acumulacién de autofagosomas bajo estrés por sequia (Zhu y
col., 2018a).

El anélisis de los marcadores de autofagia en nuestros ensayos con las células TBY -2
en respuesta a H,O, nos revelo que la expresion del gen ATG4 se regulaba
negativamente en las células control no sobreexpresantes, mientras que se mantuvo sin
cambios en las células OEX tratadas, lo que apunta al posible establecimiento del

proceso de autofagia en estas Gltimas como resultado de la sobreexpresion. En este
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contexto, existe escasa informacion sobre la regulacién de la expresion del gen ATG4
por componentes redox a través de los factores de transcripcion implicados. Por lo
tanto, la razon del efecto observado de la sobreexpresion de TRXo1 sobre el aumento de
la expresion del gen ATG4 no esta clara, aunque no se puede descartar la modulacion
redox. Ademas, en nuestro estudio, el contenido de proteina ATG4 alto y mantenido fue
paralelo a una actividad ATG4 alta también mantenida en las células OEX tratadas con
H.0,, lo que indica que en un principio la actividad era suficiente para mantener la
autofagia. En este sentido, se ha descrito que en condiciones patoldgicas, el paso de
procesamiento de ATG4 es muy répido y solo una pequefia cantidad de ATG4B es
suficiente para mantener la actividad en células de levadura y mamiferos (Scherz-
Shouval y col., 2007). Por otro lado, un aumento en la abundancia de los niveles de
proteina ATG8 o ATGS8-PE, como el que encontramos en nuestras ceélulas
sobreexpresantes, puede no reflejar un mayor flujo autofagico debido a que el bloqueo
de la formacion de autofagosomas también puede resultar en la acumulacion de estos
marcadores (Klionsky y col., 2016), por lo que son necesarios otros ensayos para
estimar este flujo y asi ratificar la ocurrencia del proceso autofagico. En relacién con
esto, y con el fin de observar mas detalladamente la existencia de este proceso en
nuestras células, analizamos la acumulacion de estructuras similares a autolisosomas y
autofagosomas usando Lysotracker y un anticuerpo anti-ATG8 como marcadores para
la visualizacion de la autofagia (Liu y col., 2005; Couso y col., 2018). En nuestro
estudio, la acumulacion de vesiculas liticas se visualizd 24 horas después del
tratamiento oxidativo en las células OEX tratadas con el inhibidor E-64d, efecto que se
revirtio en presencia de 3-MA, un inhibidor que se ha demostrado que bloguea la
autofagia inducida por inanicion en las células BY-2 evitando asi la formacion del
autofagosoma (Takatsuka y col., 2004; 2011). La adicion de 3-MA inhibi6 claramente el
namero de sefiales puntiformes, sugiriendo la presencia de estructuras autofagicas en
estas células OEX y no en las células no sobreexpresantes, que no mostraron tal
acumulacién en ninguno de los momentos analizados. Estos resultados corroboran el
efecto temprano ya descrito del inhibidor E-64d en las células del tabaco, que se
observd que acumulaban autolisosomas fuera de la vacuola central (Bassham, 2007). De
hecho, el modo de accion de ambos inhibidores es diferente: se ha descrito que el 3-MA
es un inhibidor selectivo de las primeras etapas de la autofagia al inhibir la actividad de
la kinasa fosfatidil inositol-3 (PI3K), que es necesaria para la nucleacién y, por tanto, la

formacion del autofagosoma, mientras que E-64d inhibe la autofagia en la etapa
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posterior principalmente por inhibicion de las proteasas de Cys similares a la papaina
que bloquean la via endocitica (Takatsuka y col., 2004; Goto-Yamada y col., 2019). De
esta manera, la presencia de 3-MA en combinancion con E-64d provoca una menor
formacion de autofagosomas a los que el E-64d pueda inhibir, y el resultado es una falta
de efecto del E-64d. Paralelamente, nuestro estudio de inmunolocalizacion también
sostuvo la existencia de estructuras autofagicas debido al aumento observado en el
contenido de ATG8 en las células OEX tratadas con H,O, en presencia del inhibidor E-
64d. Entre las proteinas ATG, se ha considerado a la ATG8 como un marcador ideal
para determinar la actividad de la autofagia debido a que se incorpora a las membranas
de los autofagosomas antes de dirigirse al compartimento litico para degradarse junto
con la carga (Klionsky y col., 2016). Todos los resultados mencionados anteriormente
apuntan a una relacion interesante entre el estrés oxidativo y la autofagia ligada a la
sobreexpresion de TRXol. Ademas, esta situacion va acompafiada de un efecto positivo

sobre la supervivencia celular, como se comenta en la siguiente seccion.

1.2. Autofagia, supervivencia celular y TRX

El uso de inhibidores del proceso autofagico nos ha permitido evidenciar el vinculo
entre la autofagia, el estrés oxidativo y la viabilidad celular cuando se sobreexpresa
PsTRXo1. En nuestras células TBY-2 tratadas con H,0,, la autofagia no fue evidente en
las primeras 2 horas, al menos considerando la respuesta al inhibidor E-64d, que no
afectd significativamente la viabilidad de ninguna de las lineas. Sin embargo, en una
situacion oxidativa lo suficientemente grave como para provocar la muerte de la
mayoria de las células de la linea control 24 horas después del tratamiento con H,0,
(solo alrededor del 20% de las células sobrevivieron), sobrevivio alrededor del 65% de
la linea OEX1. El hecho de que el inhibidor de la autofagia E-64d indujera una
disminucion en la viabilidad de la linea OEX1 hasta en un 33% en este momento (24h),
en paralelo al mantenimiento de la expresion del gen ATG4 presentado por estas células,
puede sustentar la existencia de un proceso autofagico, con un papel vital muy
interesante en la supervivencia celular. Este efecto ain se observo 48 horas después del
tratamiento oxidativo en las células OEX cuando la viabilidad se mantuvo al 54% y
disminuyé al 33% en presencia del inhibidor, siendo nuevamente revertidas las

disminuciones por 3-MA. Ademas, en un tiempo mas corto despues del tratamiento
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oxidativo, a las 14 horas, cuando la linea control presenté mayor viabilidad que a las 24
horas, el inhibidor de la autofagia E-64d nuevamente no afectd la viabilidad celular,
sugiriendo que, en ese momento la autofagia basal debia ser minima en las células que
no expresan en exceso PsTRXol, una situaciéon paralela a la induccion previamente
descrita de un proceso de muerte celular programada en estas mismas células (Ortiz-
Espin y col., 2015). Relacionado con el efecto del 3-MA sobre la viabilidad y similar al
encontrado en nuestras células, Takatsuka y col. (2004) demostraron que inhibia la
autofagia en las células TBY-2 aunque no provocaba la muerte celular durante al menos
2 dias a concentraciones de 5 mM o 10 mM, por lo que la muerte celular no pudo
explicar el efecto del 3-MA en autofagia. Ademas, confirmaron que la presencia tanto
de E-64c como de 3-MA en los medios de cultivo no afectd a la muerte celular como
también hemos encontrado en nuestras células. Ademas, Voitsekhovskaja y col. (2014),
utilizando células TBY-2, observaron una falta de efecto del 3-MA sobre la viabilidad,
aungue fue capaz de revertir el efecto de la concanamicina en la degradacion de
peroxisomas por autofagia. Estos autores describieron el efecto del 3-MA sobre la
viabilidad en periodos mas prolongados después de inducir la autofagia (después de 7
dias), considerando que en los primeros 6 dias, o la degradacion de peroxisomas
inducida por inanicion se bloque6 de forma incompleta, o bien que la ausencia de efecto
sobre la viabilidad se debi6 a otro mecanismo diferente de autofagia. Recientemente, se
confirmd la contribucién de la autofagia a la supervivencia celular en plantas de
Aponogeton madagascariensis (L.), donde se observo una disminucion en la tasa de
muerte celular cuando se mejor6 la autofagia con rampamicina, mientras que la
inhibicién de la formacién de autofagosomas o el bloqueo del proceso de degradacién
de la carga, tuvo el efecto contrario (Dauphinee y col., 2019). En este escenario, la
autofagia mediada por TRX podria actuar como un mecanismo pro-supervivencia en
nuestras células, como se ha descrito en situaciones donde el reciclaje de componentes
celulares es necesario, no solo para el desarrollo sino principalmente en situaciones de

estrés (Galluzzi y col., 2008).

La regulacion de ROS junto con la autofagia, pueden actuar como mecanismos
cooperativos en la respuesta de las plantas al estrés ambiental para permitir la
supervivencia de las plantas. Entre los actores de la regulacion de ROS, la TRX parece
ser una proteina clave en la regulacion del proceso de autofagia, extendiendo su papel

hacia la modulacién de la supervivencia celular similar a la descrita en animales. Las
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vias de sefializaciéon para la activacion del proceso de autofagia y como su funcion
cambia entre la supervivencia celular y la muerte celular, apenas comienzan a
dilucidarse, con varias preguntas aun por resolver. Se ha identificado la relacion entre la
autofagia y la supervivencia celular y la implicacion de la desregulacion de la
sefializacion redox en sistemas animales. Por ejemplo, el aumento de la autofagia
mediante la mejora de la expresion de ATG8a en las neuronas de Drosophila aumento la
esperanza de vida (Simonsen y col., 2008), y la sobreexpresion ubicua de
peroxiredoxina dPrx5 en moscas sometidas a estrés oxidativo también extendio la
supervivencia (Radyuk y col., 2009), mientras que la caida combinada de dPrx5 y dPrx3
disminuyd los niveles de tiol proteico y el estado redox del glutation (GSH), que
provoca eventos proapoptoticos y acorta la vida util (Radyuk y col., 2010). En las
plantas, donde el proceso ha sido menos estudiado, se ha descrito una asociacion de
autofagia y longevidad cuando los mutantes de autofagia muestran un fenotipo de
senescencia de la hoja temprana (Phillips y col., 2008). Sin embargo, el papel exacto de
la autofagia como pro-muerte o pro-supervivencia no esta claro (Doherty y Baehrecke,
2018). Relacionado con esto, en nuestro sistema, la sobreexpresién de PsTRXol en
células TBY-2 sometidas a tratamiento con H,O, permitié el mantenimiento del peso
fresco de los cultivos en paralelo a una alta viabilidad celular y la aparicion de
autofagia. En estas células tratadas con H,O,, observamos previamente un aumento de
la actividad catalasa y una disminucion del contenido de H,O, y NO en paralelo al
mantenimiento del estado redox de GSH, asi como al nivel de PrxIIF. Todos estos
cambios contribuyeron a un retraso observado en la muerte celular, en comparacion con
las células de control que no sobreexpresan PsTRXol (Ortiz-Espin y col., 2015).
También es interesante sefialar la participacion adicional de TRXo1 en la progresion del
ciclo celular de las células TBY-2, posiblemente a través de su vinculo con el antigeno
nuclear de proliferacion celular (PCNA) y GSH, descrito por nuestro grupo. De hecho,
las células sobreexpresantes Pstrxol presentaron una mayor tasa de proliferacion celular
que las células no transformadas, coincidiendo con la regulacion positiva de la proteina
diana PCNA vy un efecto sobre el contenido y la localizacion celular de GSH (Calder6n
y col., 2017a). La interaccion descrita entre PCNA y TRXo1 en cierta medida podria
estar contribuyendo a una mayor viabilidad en estas células. Ahora, el presente trabajo
de Tesis Doctoral describe la participacién de la autofagia en la respuesta al tratamiento
oxidativo en las células Pstrxol sobreexpresantes, especialmente en su mayor viabilidad

y mantenimiento del peso fresco indicativo de la proliferacion celular. Curiosamente, de
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forma similar a lo descrito en nuestro trabajo, se ha descrito una relacion entre TRX,
autofagia y supervivencia celular en células epiteliales del cristalino humano sometidas
a tratamiento oxidativo con H,O,. En esta situacion, la sobreexpresion de la proteina de
unién a tiorredoxina 2 (TBP-2), que regula negativamente la funcion antioxidante de la
tiorredoxina, promovio la lesién celular y la autofagia, lo que empeor6 la viabilidad
celular (Zhou y col., 2016), y la TRX desempefié un papel clave como mecanismo de
pro-supervivencia. De hecho, el papel de TRX puede ser coordinar la respuesta al estrés
oxidativo, probablemente a través de la regulacion redox de componentes clave del

proceso de autofagia, un aspecto que se analiza en la siguiente seccion.

1.3. Regulacion redox dependiente de TRX de proteinas diana de

autofagia

HSATG4B es una proteina diana de PsTRXo1, como hemos demostrado mediante
ensayos de co-inmunoprecipitacion y de interaccion Dot blot utilizando proteinas
recombinantes, existiendo una regulacién redox de la actividad de esta ATG4. De
hecho, PSTRXo01, pero no su version mutada, junto con NADPH y NTRA, eran capaces
de recuperar la actividad de procesamiento perdida por oxidacion de ATG4 sobre su
sustrato quimérico de ATG8, como se muestra en los ensayos de actividad. La proteina
ATG8 fue procesada no solo por HSATG4B recombinante (descrito como la isoforma
de mayor procesamiento en animales) (Li y Vierstra, 2012), sino también por nuestros
extractos de células TBY-2, que contenian la proteina ATG4 enddgena. Estos resultados
confirman la regulacion redox de la actividad de ATG4 por el sistema TRX de la planta
como resultado de la reduccién de un enlace disulfuro regulador. Curiosamente, la
participacién de TRX en la autofagia, particularmente en la regulacion de ATG4, solo
se ha demostrado en Chlamydomonas y Sacharomyces (Pérez-Pérez y col., 2014; 2016),
donde TRXh y Trx1, respectivamente, redujeron de manera eficiente un enlace
disulfuro entre dos Cys con bajo potencial redox, corroborando la regulacion redox de
ATG4 por TRX. La autofagia debe ser regulada con precision por el entorno celular y la
modificacion postraduccional de las proteinas diana estd emergiendo como un
mecanismo clave de control. La regulacion redox del proceso de autofagia se ha descrito
en sistemas de animales, levaduras y plantas como se comentd anteriormente, pero la

informacidn sobre las dianas especificas y los efectos de esta regulacion es escasa. Entre
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las ATG, el interés creciente se centra en la regulacion de ATG4 en sistemas animales
debido a su implicacion en multiples enfermedades patoldgicas, y en consecuencia,
recientemente se ha propuesto como una posible diana anticancerigena (Hu y col.,
2023). La ATG4 es la Unica proteasa entre las proteinas que regulan la autofagia, que
ejerce su funcion a través de un primer paso de procesamiento muy répido y eficiente
necesitdndose solo una pequefia cantidad de ATG4 (Scherz-Shouval y col., 2007), y un
segundo paso de desconjugacion en su sustrato ATGS8. Esta Gltima actividad se utiliza
para reciclar ATG8 necesario para la siguiente ronda de conjugacion, pero también es
necesaria para promover el paso de elongacion del autofagosoma y su fusion a
lisosomas como se observa en levaduras (Yu y col., 2012). En nuestros ensayos, las
células OEX Psttrxol presentaron un mayor contenido de proteina ATG4 que las
células control después del tratamiento con H,O,, pero este aumento no se acompafno
por un incremento similar en la actividad de procesamiento de la proteina. Esta
discrepancia puede explicarse por una posible alta actividad de deslipidacién de la
proteina (que no ha sido medida en nuestro trabajo) o por la existencia de una
modificacion postraduccional reguladora como la reduccion/oxidacion que afecte la
actividad de procesamiento, como hemos demostrado. En las células animales, durante
la inanicion, la autofagia se regula mediante la produccion de superdxido, mientras que
la actividad de ATG4a y ATG4b en A. thaliana se inhibe de forma reversible por
oxidacion (Woo y col., 2014). En levaduras, las ROS regulan directamente la proteina
ATG4, activando asi la autofagia e inhibiendo su actividad de procesamiento (Pérez-
Pérez y col., 2014), lo que implica que la regulacion de residuos criticos de Cys en
ATG4 puede desempefiar un papel importante en su funcionalidad. Recientemente se ha
descrito en Drosophila que la oxidacién de un residuo clave de cisteina regulada de
forma redox en Atg4a aumenté la autofagia y, de manera interesante, extendio la vida
util de las moscas (Cochemé y col., 2019), aunque los autores describieron la regulacion
redox solo para la actividad de deslipidacién de la proteina ATG4, propuesta entonces
como una diana potencial a favor de la longevidad. Ademas, se ha descrito
recientemente que la persulfuracion de ATG4a en A. thaliana regula la actividad
proteolitica de esta proteasa (Laureano-Marin y col., 2020), lo que indica una regulacion
negativa de la autofagia por sulfuro. Por lo tanto, un vinculo entre ROS y la induccion
de autofagia puede ser ATG4, aunque no parece ser la Unica proteina en el proceso que
se someta a la regulacion oxidativa, ya que la diana de la rapamicina (mTOR) implicada

en desarrollo e inhibidora de autofagia, se regula de forma redox por Trx1 en el corazén
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(Okay col., 2017). También se ha demostrado recientemente que ATG3 y ATG7 estan
reguladas de forma redox en células de rifion embrionario humano (Frudd y col., 2018).
Interesantemente y de forma similar a lo encontrado en nuestro trabajo, estos ultimos
autores describieron que se requiere un sistema reductor celular activo para mantener la
autofagia funcional, en este caso, a través de la regulacion redox de ATG3 y ATG7,
manteniendo los tioles activos en un nivel bajo para poder interactuar con el sustrato de
ATGA4. En esta escena, la inhibicion de TRX por la sobreexpresion de su proteina
inhibidora TXNIP redujo la lipidacion de LC3 al mejorar la oxidacion catalitica
inhibitoria del tiol de ATG3 y ATG7, lo que nuevamente apunta al papel clave del
entorno redox y de TRX en la regulacion de la autofagia, tal y como hemos evidenciado

en este trabajo de Tesis Doctoral.

Como conclusion de esta parte, comentar que el hecho de que la transformacién con
PsTRXo1 proteja a las células TBY-2 de un tratamiento oxidativo por H,O, exdgeno,
mostrando las células OEX una mayor viabilidad que las células no sobreexpresantes,
parece deberse en parte al establecimiento de una autofagia con actividad protectora. El
aumento de las proteinas ATG4 y ATGS8, asi como la existencia de un flujo de autofagia
revelado por las estructuras liticas autofagicas y la acumulacion de ATGS8 utilizando un
inhibidor de la autofagia en células OEX tratadas con H,O,, apuntan a un proceso de
autofagia pro-supervivencia que ocurre como respuesta a la situacién oxidativa. La alta
actividad de ATG4 en las células OEX Pstrxol, junto con la interaccion in vitro
demostrada entre las proteinas ATG4 y TRXo1, evidencian un posible papel de TRX en
el control redox de la proteina ATG4. En este sentido, TRX puede ser un componente
del proceso de autofagia que ocurre durante la respuesta de las células TBY-2 a una
situacion oxidativa, cuando probablemente colabora con otros sistemas de defensa en el

aumento de la tasa de supervivencia celular de las células que la sobreexpresan.

Los resultados obtenidos en este trabajo han sido publicados en la revista
Antioxidants en el afio 2021 (De Brasi y col., 2021) y han supuesto el inicio de una
nueva linea de investigacion en nuestro grupo, enfocada hacia la profundizacion de los
mecanismos involucrados en la regulacion redox del proceso de autofagia en plantas en

situaciones de estrés.
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2. PYR1 como diana de TRXol y su implicacidon en sefalizacién por
ABA

Tras la demostracion en nuestro grupo de investigacion de la interaccion de las
proteinas PYRL1 receptor de ABA y TRXol por diferentes técnicas in vitro e in vivo en
el nacleo de plantas de guisante y A. thaliana, en esta Tesis Doctoral hemos avanzado
en el mecanismo por el cual la TRXo1 regula el estado de 6xido-reduccion de PYR1 y
las implicaciones que esto pueda tener en la percepcion y sefalizacion de la
fitohormona ABA. Aunque el sistema TRX se describid en el cloroplasto y la mayoria
de los trabajos sobre estas proteinas se han centrado en su papel en este organulo, en las
ultimas décadas la implicacion de las TRXs se ha extendido hacia su funcién en la
mitocondria, el citoplasma y en menor medida al ndcleo (Buchanan y Balmer, 2005;
Geigenberger y Fernie, 2014; Delorme-Hinoux y col., 2016). Especificamente en el
nucleo, nuestro grupo describid previamente la presencia en él de TRXol, tanto en
plantas de guisante como en cultivos celulares de tabaco BY-2, junto con una
localizacion mitocondrial (Marti y col., 2009; Calderén y col., 2017a), mientras que en
plantas de A. thaliana, AtTRXo1 se habia localizado solo en mitocondrias (Laloi y col.,
2001). En este contexto, los resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio en
colaboracion con el del Dr. José Ledn en el IBMCP de Valencia, sobre la interaccion de
las proteinas AtTRXol y AtPYR1 por técnicas de complementacion por
bifluorescencia, también mostraron que esta interaccion proteina-proteina se producia
en el nacleo, lo que corroboré la localizacion dual de este tipo de TRXo1l en plantas de
A. thaliana. En esta Tesis Doctoral, nuestro estudio en mitocondrias aisladas y
fracciones enriquecidas nucleares de hojas de mutantes OEX Attrxol ha corroborado de
nuevo la presencia de TRXol en ambos compartimentos celulares, siendo la isoforma
mitocondrial mas corta (alrededor de 13,5 kDa), como se describid previamente (Laloi y
col., 2001). Sin embargo, la forma nuclear presenta una mayor masa molecular
(alrededor de 25 kDa), correspondiendo a la forma madura de la proteina (incluyendo el
péptido sefial mitocondrial que no se procesa), aunque como se ha comentado, esta
forma no se habia localizado previamente de forma especifica en el nicleo. Comentar
que en relacion con la funcion de TRXo1 en nucleo, los datos son muy escasos. Hace
unos afos se identifico en nuestro laboratorio a la proteina PCNA (antigeno nuclear de
proliferacion celular) como una nueva diana de TRXol (Calderén y col., 2017a),

extendiendo la funcion de esta TRX hacia la regulacién de la replicacion del ADN vy la
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proliferacion celular. Aparte de estas evidencias, se ha demostrado la presencia de otros
sistemas redox en el nucleo como la 1-Cys PRX y la NTRA (Pulido y col., 2009;
Marchal y col., 2014), junto con la TRXh y la NTR en células de aleurona y esculento
de trigo, en una situacion de estrés oxidativo como la que se asocia a la germinacion,
translocdndose desde el citoplasma al nacleo (Serrato y col., 2001; Serrato y Cejudo,
2003), por lo que el sistema completo redox puede ejercer su funcion en este Gltimo
organulo. Asi mismo, se ha descrito a la TRXh5 localizada tanto en el citoplasma como
en el nucleo en A. thaliana, en plantas sometidas a estrés oxidativo moderado en
concordancia con el movimiento de su sustrato nucleo-citoplasméatico NPR1 al que
regula en su estado de oligomerizacién (Tada y col., 2008). En este escenario y como
hemos comentado, apenas se conoce el alcance de la funcion de la TRXol en el ndcleo,
por lo que los resultados previos a esta Tesis Doctoral comprobando la interaccion con
PYRL1 el receptor de ABA, asi como los obtenidos en la presente Tesis sobre el efecto
que esta interaccion tiene en la actividad de este sensor y su estado de oligomerizacion,
suponen un importante avance en el estudio de la via de sefializacion de ABA y el papel
de la TRX en el nucleo, teniendo en cuenta que no se ha descrito la regulacion redox de
los receptores de esta fitohormona.

Se han descrito distintas evidencias que sefialan al estado de oligomerizacién de los
receptores de ABA como un evento clave para su funcionamiento. PYRL1 junto con
otros receptores como PYL1 y PYL2 se han identificado como proteinas diméricas,
mientras que otros miembros de PYL son monoméricos. En estudios iniciales, se
describié que en ausencia de ABA, PYRL1 recombinante forma homodimeros en
solucion, aunque la cristalizacién de la proteina solo tuvo éxito en presencia de la
hormona, formando una unidad asimétrica de una subunidad unida a ABA vy otra libre
de ABA (Nishimura y col., 2009). Incluso para las formas diméricas de los receptores,
estudios cristalograficos mostraron una estequiometria 1:1:1 de los complejos receptor-
ABA-fosfatasa, 1o que implicaba la existencia de un paso de disociacién del dimero
necesario para la activacion y sefializacion del receptor (Nishimura y col., 2009;
Santiago y col., 2009). Tras la transformacion transitoria de plantas de Nicotiana
benthamiana L., estos trabajos describieron que PYR1 formaba un dimero in vivo, tanto
en presencia como en ausencia de ABA aplicado exdgenamente. Ademas, a pesar de la
baja actividad basal descrita de los receptores diméricos para provocar la inhibicién de
las fosfatasas PP2C en comparacion con los monoméricos, un mutante cuadruple

pyrl/pyll/pyl2/pyl4 mostro aspectos comprometidos de la sefializacion de ABA,
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evidenciando la importancia de los receptores diméricos en los procesos relacionados
con esta fitohormona (Park y col., 2009). De hecho, méas recientemente, un estudio en
profundidad de las diferencias entre receptores monomericos y diméricos ha demostrado
que en las formas diméricas, el ABA actla como un promotor alostérico para el cierre
de la compuerta en su estructura necesario para su actividad, lo que conduce a la
disociacion de las dos subunidades permitiendo la interaccién e inhibicion de PP2Cs
(Yang y col.,, 2021). En nuestras plantas, el hecho de que PYR1 esté presente
principalmente como dimero con menor abundancia en forma monomérica y
oligoméricas, concuerda con la funcion clave propuesta de la dimerizacion en receptores
como PYR1 y PYL1 para evitar interacciones basales con PP2Cs en ausencia de ABA
(Dupeux y col.,, 2011). Interesantemente, estos Ultimos autores realizaron los
experimentos en presencia de reductores como B-mercaptoetanol, aspecto que puede
implicar una posible modulacion del estado tiol del receptor. De hecho, PYR1 de A.
thaliana contiene tres residuos Cys en su secuencia de aminoacidos, aunque no se ha
descrito su modulacion redox. En esta Tesis Doctoral, hemos demostrado mediante
analisis Western blot que la proteina PYR1 recombinante esta regulada de forma redox
por H,0, y reductores como DTT, pero como mas interesante, también por el sistema
NTR/TRXo1l in vitro, y ademas se han identificado los residuos de cisteina implicados
en su oligomerizacion. Por otro lado, el estado oligomérico esta regulado por oxidacion-
reduccién y la actividad del receptor sobre la fosfatasa HABL en presencia de ABA
también estd modulada por la TRXo1, lo que implica un nuevo papel para la propia
regulacion redox y para reductores in vivo como el sistema TRX, incluyendo a la
TRXo1, en la percepcion de ABA mediada por PYR1. También es interesante el hecho
de que la proteina PYRL1 in vivo mostré un patrén oligomérico diferente cuando los
extractos de hoja se sometieron a tratamientos reductores y oxidativos. En
consecuencia, el hecho de que las plantas OEX Attrxol presentaran menos oligbmeros y
mas mondmeros cuando crecian en presencia de ABA, nos indica y sustenta que la
TRXol tiene un papel en el estado oligomérico del receptor, facilitando la
conformacién de una proteina PYR1 funcional con una posible consecuencia positiva en
los procesos relacionados con ABA. Ademaés, curiosamente, los dimeros eran
predominantes en todos los genotipos (WT, KO y OEX), por lo que la reduccién de
formas oligoméricas a dimeros parece ser mas importante que la de dimeros a
mondmeros, de acuerdo con lo descrito sobre la estabilizacion de los dimeros como un

evento clave en la funcion in vivo del receptor. En relacion con esto, se ha demostrado
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que apo-PYL3 y (+)-ABA-bound-PYL3 se encuentran principalmente en conformacién
de dimero en solucion y que la conformacion de monémero es necesaria para el efecto
inhibidor del receptor sobre HAB1 (Zhang y col., 2012). Simulaciones computacionales
mas recientes han revelado que, dado que la superficie de dimerizacion también
interviene en la union con las fosfatasas PP2C, es imposible que éstas interactlen
directamente con receptores diméricos, por lo que la interaccion requiere que el dimero
se disocie (Yang y col., 2021). En cuanto al papel de TRX en el nicleo y en la
estructura de los oligomeros, recientemente se ha descrito que la TRXh2 se transloca a
este organulo bajo estrés por frio para interactuar con todas las formas inactivas
oxidadas de CBFs (C-repeat Binding Factors) incluyendo oligdbmeros y monomeros.
Los mondmeros activos reducidos son entonces capaces de activar la expresion genica
regulada por el frio (Lee y col., 2021) confiriendo tolerancia al mismo. Considerando la
refinada estrategia de las plantas frente a olas de frio, es interesante extender a otras
situaciones de estrés la idea descrita de que los oligdbmeros de CBFs presentes en
condiciones control, podrian ser considerados como un repositorio que existe en las
plantas para protegerlas de caidas bruscas de temperatura. En este sentido, aparte de la
oxidacion de Cys, otras modifiaciones en este residuo como la S-nitrosilacion, la S-
glutationilacion o la S-persulfuracion, o sobre otros residuos como nitracion de residuos
de tirosina en proteinas diana, estan emergiendo como reguladores clave de la
transduccion de sefiales que permiten la respuesta celular bajo un desequilibrio de la
homeostasis redox. De esta forma, proteinas reguladas implicadas en diferentes rutas
metabolicas son capaces de “sentir” y transmitir el desequilibrio que se produce en
respuesta a estreses bidticos y abioticos (Lozano-Juste y col., 2011, 2023; Lazaro y col.,
2013; Castillo y col., 2015; Sevilla y col., 2015b, 2020; Calderén y col., 2017b, 2018b;
Costa-Broseta y col., 2020, 2021; Ledn, 2022). Relacionado con las modificaciones
inducidas por ROS, tal y como describimos en la Introduccion, un estrés oxidativo leve
provoca la oxidacion de residuos de cisteinas en proteinas para generar formas
sulfénicas o puentes disulfuro, ambos reducidos a -SH por diferentes reductores
celulares. Dada la naturaleza eminentemente reductora de la TRXo0l y su interaccién
comprobada con PYRL1 en el nucleo, el estudio de la regulacion redox de este receptor
nos ha permitido comprobar que la oxidacion reducia fuertemente su actividad y que la
TRXo1 era capaz de reactivarla mediante reduccion. Los procesos relacionados con la
regulacién redox en PYR1 constituyen entonces una nueva via de regulacion

postraduccional para este receptor. Concerniente a esto, si bien, la informacion relativa
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a la regulacion redox de PYR1 es mas bien escasa, se ha descrito que la nitraciéon de
residuos clave de tirosina de PYR1, asi como de otros receptores de la familia, inactiva
rapidamente la funcion de estos sensores y promueve su poli-ubiquitinacion y posterior
degradacion por el proteosoma (Castillo y col., 2015; Chen y col., 2018; Li y col., 2018;
Wang y col, 2018). En relacion con la S-nitrosilacion, esta modificacion
postraduccional se describié que no afectaba a la inhibicién de PP2C por el receptor y
no se inhibia la sefializacion del ABA (Castillo y col., 2015). Hasta donde sabemos, no
se ha informado de la modulacién redox de la percepcion de esta fiohormona Por otra
parte, PYR1 fue identificado por Waszczak y col. (2014) entre las proteinas
persulfuradas en el sulfenoma (proteinas con al menos una cisteina oxidada a acido
sulfénico) del cultivo en suspension de células de A. thaliana, aunque el efecto de este
PTM no se ha analizado. De hecho, recientemente se ha demostrado una conexion entre
el H,S y el ABA en plantas bajo condiciones de estrés en las que se desencadena la
persulfuracién de proteinas, y estudios protedbmicos han revelado la persulfuracion de
varias proteinas en A. thaliana implicadas en la sefializacién del ABA, incluyendo a
PYRL1, PYL y a las proteinas quinasas SnRK2.2 y OST1 asi como a las fosfatasas
HAB2 y ABI4 (Aroca y col., 2017, 2021b; Zhang y col., 2021). Dada la conexion entre
oxidacion y pesulfuracion, todas estas evidencias apuntan a la modulacién redox de Cys
como clave en la percepcion y sefalizacion de la fitohormona, con las posibles
consecuencias sobre los procesos fisioldgicas regulados por la misma, tal y como se

discute a continuacion.

2.1. Crecimiento radicular en respuesta al ABA

El estudio in vivo de un proceso regulado por el ABA como es el crecimiento
radicular, analizando el comportamiento de mutantes KO y OEX Attrxol comparados
con el de plantas silvestres WT, ha evidenciado el papel que puede tener esta TRXo01 en
la percepcion de la hormona en este proceso. Las raices son capaces de percibir y
responder direccionalmente a estimulos quimicos y fisicos, por separado y en
combinacion. Es sabido que las fitohormonas, incluida el ABA, son esenciales en el
tropismo radicular para modular el crecimiento de las raices en condiciones normales y
de estrés, junto con segundos mensajeros como el Ca®*, las oscilaciones del pH y las
ROS (Joo y col., 2001; Ponce y col., 2017). En general, tanto en condiciones de riego
suficiente como de déficit hidrico, el ABA aumenta e inhibe el crecimiento de brotes y
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raices (Sharp y LeNoble, 2002; Rowe y col., 2016), aunque se ha descrito un
comportamiento bifasico cuando se afiadia exdgenamente, inhibiendo o estimulando el
crecimiento radicular a alta o baja concentracion, respectivamente (Xu y col., 2013; Liy
col., 2017). Como se ha comentado, las ROS son importantes reguladoras de la
elongacion diferencial durante las respuestas gravitropica e hidrotropica en raices
(Krieger y col., 2016), y la regulacion redox a través de las tiorredoxinas también
participa en estos procesos. Al menos TRXo junto con varias TRXh, estan
especificamente implicadas en el tigmotropismo radicular de A. thaliana, presentando
los mutantes KO raices méas onduladas que el genotipo de tipo silvestre (Ponce y col.,
2017). Relacionado con la elongacion radicular, los resultados que hemos obtenido con
los mutantes Attrxol con un efecto alterado del ABA sobre la elongacion radicular, mas
acusado en los mutantes KO, evidencian que un cambio redox en estas plantas
provocado por la falta o sobreexpresion de AtTRXol estd afectando a la respuesta al
ABA, un hecho que estaria de acuerdo con un posible cambio en la percepcion de la
fitohormona. También es interesante lo descrito sobre el estado redox en las diferentes
zonas de la raiz implicadas en el crecimiento como el meristemo apical o la zona de
elongacion, que juega un papel importante, con alteraciones que provocan fenotipos
radiculares. Como ejemplo, un estado méas oxidado en la zona de elongacion resulto en
la inhibicion de la elongacion de la raiz (Mabuchi y col., 2018), lo que implica que la
modulacion del estado redox puede ser un evento clave. De hecho, los antioxidantes
como el ascorbato y el glutation son moléculas reconocidas que participan en el
crecimiento de la raiz como parte del mecanismo general de organizacion del meristemo
apical y del centro quiescente (Olmos y col., 2006, De Tullio y col., 2010). EI GSH ha
sido identificado como un factor necesario para activar y mantener el ciclo de divisién
celular en las células apicales de la raiz (Vanstraelen y Benkova, 2012).
Interesantemente, se ha descrito redundancia en las funciones del GSH vy la tiorredoxina
en el desarrollo del meristemo apical de la raiz y el brote, utilizando mutantes
deficientes en GSH y NTR incapaces de regenerar TRXs citosolicas (Reichheld y col.,
2007). La regulaciéon redox del crecimiento radicular también se ha evidenciado
recientemente con la proteina similar a TRX tetratricropéptido tiorredoxina-like 1
(TTL1) implicada en la orientacion de la expansion celular durante el crecimiento
radicular necesaria para la adaptacion al estrés osmdtico (Cuadrado-Pedetti y col.,
2021). Asi mismo, NTR participa en el crecimiento de la raiz, ya que el mutante

ntra/ntrb muestra una reduccion en comparacion con las plantas silvestres Col 0
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(Reichheld y col., 2007), lo mismo que PRXIIF mitocondrial cuyos mutantes KO
mostraban una reduccion en el crecimiento de la raiz principalmente bajo condiciones
de estrés como Cd o inhibidores de la respiracion como &cido salicilhidroxamico o
antimicina (Finkemeier y col., 2005). También es importante el papel que se ha descrito
para la tiol peroxidasa mitocondrial AtGPX3 en el desarrollo de raices y brotes (Passaia
y col., 2013), asi como en la activacion del cierre estomatico a través de su interaccion
con ABI1 y ABI2. Teniendo en cuenta que las GPXs vegetales utilizan TRXs como
reductor preferente (Herbette y col., 2007), la falta o sobreexpresion de TRX en los
mutantes puede tener un impacto en el funcionamiento de dianas como GPXs
implicadas en estos procesos, un aspecto interesante a estudiar en el futuro. Ademas,
comentar que en una Tesis anterior a la presente (Dr. Sanchez Guerrero) se evidencio en
estos mismos mutantes Attrxol tratados con ABA una respuesta de cierta insensibilidad
a la fitohormona en el proceso de germinacion sobre todo en los mutantes KO, mientras
que los OEX también la presentaban, pero en menor medida, pareciéndose mas a las
plantas WT. Estos resultados también apuntan a un papel de TRXo1 en la percepcion

del ABA que afecta a estos procesos dependientes de la fitohormona.

2.2. Cierre estomatico en respuesta a ABA

Los estomas son poros en la superficie de la hoja rodeados por dos células guarda
encargadas de optimizar el intercambio gaseoso y la pérdida de agua (Lawson y Vialet-
Chabrand, 2019). Estan abiertos en la luz para permitir la entrada de CO, necesario para
la fotosintesis, mientras que en la oscuridad, una disminucion de la humedad relativa del
aire, una alta concentracion de CO; o un aumento del contenido de ABA, todos ellos
provocan el cierre estomatico, un proceso que suele durar alrededor de 20-30 min
(Engineer y col. 2016). Entender como los estomas se aclimatan a un entorno
cambiante, se presenta como un interesante reto para mejorar el rendimiento de los
cultivos en un entorno de cambio climatico. Asi, los receptores del ABA son buenos
candidatos para la modificacion por ingenieria genética que pudiera permitir una mayor
aclimatacién estomatica (Dittrich y col., 2019). En relacién con su funcion, el ABA es
capaz de inhibir la apertura estomatica inducida por la luz, asi como de inducir el cierre
estomatico. De hecho, se ha descrito que ambos efectos estan severamente deteriorados
en el mutante cuadruple pyrl/pyl1/pyl2/pyl4 (Nishimuray col., 2010), lo que supone la

implicacion de los receptores en la funcién del ABA sobre el movimiento estomatico.
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Normalmente, el ABA induce un aumento de la produccion de ROS en diferentes
localizaciones subcelulares de las células guarda, incluyendo el ndcleo, impulsando el
cierre estomatico (revisado por Postiglione y Muday, 2020). Por otro lado, algunas
PP2Cs como HAB1, ABI1 y ABIZ2, asi como algunas MAPKSs implicadas en el cierre
estomético son dianas de oxidacion, aunque no se ha descrito la implicacion de las
TRXs en su regulacion redox (Meinhard y Grill, 2001; Sridharamurthy y col., 2014). En
trabajos anteriores de nuestro grupo, hemos descrito algunas diferencias fenotipicas en
la densidad y apertura estomatica en mutantes KO Attrxol cuando crecian en
condiciones control, presentando mayor densidad estomatica pero menor tamafio de
poro junto con menor pérdida de agua y menor apertura estomatica bajo salinidad que
las plantas WT (Calderon y col., 2018a). Al crecer en condiciones de mayor
luminosidad (300 pmol m™? s de radiacion fotosintética activa en lugar de 120 umol m’
2 s y fotoperiodo corto, la falta de AtTRXo1 afect6 al desarrollo y apertura estomatica
y los mutantes presentaron una mayor conductancia estomatica acompafiada de un
menor nimero de estomas maduros, aungque de mayor tamafio (Sanchez-Guerrero y col.,
2021). Todas estas diferencias sugerian la implicacién de la TRXol en el desarrollo
estomatico, probablemente relacionada con una alteracion del estado redox celular en
condiciones no estresantes. Otros autores han descrito el aumento de la conductancia
estomatica tras la recuperacion de la sequia de estos mutantes Attrxol, apuntando
también a una regulacién redox de la funcion estomatica por la TRXol (Da Fonseca-
Pereira y col., 2019). Bajo condiciones de estrés como la salinidad, las lineas mutantes
Attrxol cultivadas bajo fotoperiodo de dia corto mostraron un mayor nimero de
estomas totales que las plantas WT y la salinidad provocé una reduccién significativa en
la apertura estomatica. Curiosamente, estos mutantes presentaron un mayor aumento en
los niveles de ABA bajo salinidad que las plantas WT, lo que podria indicar que el
desequilibrio redox fue percibido en esta situacion de estrés, afectando asi al contenido
de la hormona. Todos estos cambios apuntan a una posible disminucién en la deteccion
de ABA en estas plantas por la falta de la TRXo0l. En este sentido, la TRXo1 podria
estar implicada en el desarrollo y apertura estomatica tanto en condiciones normales
como salinas, probablemente a través de la regulacion redox de proteinas diana clave
implicadas en el proceso, como hemos demostrado para el receptor PYRL1. De hecho, la
implicacion de la regulacion redox en la apertura estomatica aun permanece
relativamente inexplorada, aunque algunas evidencias experimentales indican la

existencia de un control redox por H,O, a través de su accion sobre canales idnicos y
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quinasas tipo receptor ricas en residuos de Cys (CRKs) (Bourdais y col., 2015)
implicadas en la apertura basal y la respuesta a estimulos. También, ASPG1 (proteasa
aspartica en la célula guarda) implicada en la respuesta ABA bajo estrés por sequia, se
ha descrito como una diana potencial de la TRXh en Brasicca napus (Zhang y col.,
2016). Otro ejemplo de regulacion redox de la sefializacion de ABA vinculada a TRX es
la ejercida por la enzima glutation peroxidasa 3 (GPX3), que la relaciona con el H,0, en
el cierre estomatico en A. thaliana (Miao y col., 2006), proponiendo al complejo GPX3
no solo como un eliminador sino también como un sensor de ROS. Interesantemente se
ha descrito que es la TRX y no el GSH el donante electrénico fisiologico de la familia
de GPXs en A. thaliana (lgbal y col., 2006), lo que encajaria con el papel que
proponemos para la TRXol en la regulacién del movimiento estoméatico. También
recientemente, se han descrito numerosas tiol reductasas en células guarda en estudios
tanto transcriptdbmicos como protedmicos, como implicadas en las vias de sefializacion
que gobiernan los movimientos estomaticos (Montillet y col., 2021). A nivel
transcriptomico, NTRA citosélico y varios genes miembros de la familia TRX,
incluyendo TRXo1, mostraron una mayor expresion en las células del mesofilo, y a nivel
proteico, las NTRs/TRXh3 citosélicas y GRXs/2-Cys PRX plastidiales se encontraron
con contenidos muy elevados en las células guarda, participando en la respuesta
estomatica al ABA. Sin embargo, en condiciones de crecimiento estandar de dia corto,
no se observaron cambios en la diferenciacién y desarrollo estomatico en mutantes KO
de las NTRs citos6licas, TRXs h3 o TRXo. Asi, todas estas evidencias junto a las
obtenidas en esta Tesis Doctoral apuntan a la regulacion redox a través de las TRXs
entre otros actores, como un evento clave en determinados procesos del desarrollo y
crecimiento de plantas, no solo bajo control sino interesantemente bajo situaciones de
estreés.

Como conclusion de este apartado de la Tesis Doctoral, comentar que los resultados
obtenidos apoyan la participacion de la regulacion redox como un evento clave que
modula la funcion de receptores de ABA como PYRL1. Al menos in vitro, la TRXo1 es
capaz de rescatar la actividad perdida por oxidacién de este sensor y, por tanto, la
interaccion TRX01-PYR1 puede tener una funcion fisiologica en la modulacion redox
de la sefializacion por ABA. La estructura oligomérica del receptor estd modulada por el
sistema TRX para que éste pueda ejercer su funcion sobre las PP2Cs y permitir la
respuesta celular al ABA, estando principalmente dos de las tres Cys de PYRL1

implicadas en su oligomerizacion. Los resultados obtenidos en este trabajo han sido
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recientemente aceptados para su publicacion en la revista Redox Biology en Mayo de
2023 (De Brasi y col., 2023) y apuntan a la existencia de una nueva regulacion redox
sobre las vias de sefializacion desencadenadas por ABA, que puede afectar a procesos
tan importantes como la germinacion de las semillas, el crecimiento de las plantas y el
comportamiento estomético, determinante para su respuesta a situaciones de estrés. La
investigacion en esta linea permitird avanzar en el conocimiento de las rutas de
sefializacion del ABA con el fin de mejorar la respuesta de las plantas frente a
situaciones adversas cada vez méas agresivas a las que se enfrenta hoy en dia la

produccion vegetal, como son el déficit hidrico o la salinidad.

3. TRXo01 en procesos de persulfuracién bajo estrés salino

El estrés abidtico que sufren las plantas por inundaciones, sequias prolongadas,
elevada intensidad luminosa y olas de calor o frio, provoca grandes pérdidas en la
produccién agricola y amenaza la seguridad alimentaria mundial, una situacion
agravada en los ultimos afios por el aumento de la frecuencia y la intensidad de dichos
estreses como resultado del calentamiento global y el cambio climético. Esto pone de
manifiesto la importancia que tiene el comprender los mecanismos que aumentan la
resiliencia de las plantas frente a los mismos. La salinidad esta considerada como uno
de los mayores estreses abioticos, ya que afecta a un 50% de la tierra cultivada de
regadio (revisado por Ullah y col., 2021). En plantas, la salinidad provoca tension
osmotica, citotoxicidad, desequilibrio nutricional y estrés oxidativo (Hernandez y col.,
2001; Petrov y col., 2015; Hasanuzzaman y Fujita, 2022), influenciando diversos
procesos como germinacién, crecimiento, fotosintesis, respiracion... a través de la
puesta en marcha de cascadas de sefializacion integradas por sensores, transductores y
efectores. La generacion de ROS es un componente intrinseco de situaciones de estrés
tanto bidtico (provocados por agentes bioldgicos como las plagas) como abidtico
(Hernandez y col., 1993, 1995; Olmos y col., 2003; Lazaro y col., 2013; Sevilla y col.,
2015b). Asi, la atencidon en este campo se ha derivado a la identificacion de los sensores
de ROS vy las vias regulatorias que conectan la sefializacion con vias de respuesta,

incluyendo las modificaciones postraduccionales de proteina y las vias hormonales.

En nuestro grupo de investigacion del CEBAS, se ha venido trabajando en las
ultimas décadas en el campo del estrés oxidativo en plantas en situaciones de estrés

ambiental (salinidad, altas temperaturas...) y en el papel de la regulacion redox como
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moduladora de la respuesta. Junto a la identificacion de componentes del sistema
antioxidante (SOD vy ciclo ASC-GSH) en organulos como mitocondrias y peroxisomas,
se ha descrito y caracterizado las porteinas del sistema redox compuesto por TRXo1,
PRXIIF, SRX en mitocondrias y en el caso de TRXol también su localizacién en
ndcleo, como se ha comentado anteriormente en la introduccion de esta Tesis Doctoral
(Jiménez y col., 1997, 1998; Barranco-Medina y col., 2007, 2008b; Marti y col., 2009;
Iglesias-Baena y col., 2010, 2011; Calderon y col., 2017a). Concretamente, hemos
descrito que la TRXo1 mitocondrial y nuclear, juega un papel en respuesta a salinidad,
estando implicada en procesos de germinacion, desarrollo y apertura estomaética,
metabolismo respiratorio y fotosintético, regulacion del metabolismo carbonado...
(Calderon y col., 2018b; Marti y col., 2009, 2011; Ortiz-Espin y col., 2017; Sanchez-
Guerrero y col., 2019, 2021). En este escenario, y en relacion al estudio de las
modificaciones postraduccionales, recientemente junto a las modificaciones como
sulfenilacién, S-nitrosilacién, S-glutationilacion, nitracion, fosforilacion..., surge un
interés creciente en una nueva modificacion de cisteinas oxidadas, concretamente la
persulfuracién producida por sulfuro de hidrogeno (H,S), que participaria también en
modular la oxidacion proteica que se produce en situaciones de estrés. El sulfuro de
hidrégeno es un gas soluble en agua y bastante permeable que difunde facilmente a
través de membranas, provocando persulfuracion de grupos oxidados de proteinas. Esta
modificacion postraduccional esta emergiendo como un proceso de proteccién frente a
la oxidacion irreversible que afecta negativamente a la estructura y funcion proteica. En
sistemas animales se ha demostrado que, efectivamente, la persulfuracion protege a
proteinas clave del metabolismo y de la sefalizacion celular, atribuyendo ademas al
sistema TRX un papel en el proceso por su efecto eliminador de la persulfuracion (Doka
y col., 2020). Ademas de los efectos nocivos propuestos inicialmente para H,S en
animales y vegetales, existen multiples ejemplos en la literatura sobre la mejora que la
aplicacion de H,S produce en plantas sometidas a condiciones ambientales adversas
incluyendo salinidad, extendiéndose sus beneficios a diversos aspectos del desarrollo
(Zhang y col., 2021). Especificamente en estrés salino, la aplicacion exdgena de H,S
influencia el sistema de transporte de membrana plasmatica Na*/H" en raiz, dependiente
de H,0,, provocando una reduccion de Na* intracelular que influye en la tolerancia a la
sal (Li y col., 2014). También se ha descrito que H,S reduce la absorcion de Na* en
trigo regulando los canales no selectivos de cationes (NSCCs) y la via SOS1 (Salt

Overlay Sensitive 1) (Deng y col., 2016). Por otro lado, H,S juega un papel protector
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frente al estrés oxidativo generado por la salinidad, ya que la aplicacion de H,S
incrementa la accion de los sistemas antioxidantes (Guo y col., 2016), manteniendo alto
el estado redox de ascorbato y glutation por ejemplo en fresa (Christou y col., 2013) y
las actividades enzimaticas elevadas de SOD, catalasa (CAT), APX y GR en pimiento y
pepino (Lisjak y col., 2013; Yu y col., 2013) o las de SOD, APX, POD y CAT en arroz
(Zhu y col., 2018b) (revisado por Dar y col., 2021). Por otro lado, se ha descrito que el
NaCl provoca un aumento de H,S en planta, similar al incremento de NO. Como
ejemplos, citar que en raices de alfalfa crecidas en concentraciones crecientes de NaCl,
H,S incrementa debido a la actividad de la enzima I-cisteina desulfhidrasa (I-DES) (Lai
y col., 2014). En un estudio més reciente en plantas de tabaco, no solo esta enzima de la
ruta biosintética de H,S sino también las enzimas como cianoalanine sintasa y cisteina
sintasa se encuentran aumentadas en respuesta a tratamientos salinos (da Silva y col.,
2017).

Recientemente, se ha descrito el mecanismo por el que H,S modula la actividad de
ciertas enzimas antioxidantes a través de la persulfuracién (Li y col., 2020), lo que lleva
a proponer su funcionalidad y participacion como una nueva via de sefializacion en
respuesta a estrés. Asi, se ha demostrado que la persulfuracion inhibe la actividad de
enzimas antioxidantes como catalasa, pero incrementa la de APX1, gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa y glutamina sintetasa en A. thaliana (Aroca y col., 2015).
Interesantemente, condiciones reductoras eliminan el efecto de la persulfuracion,
implicando a la regulacién redox en el proceso, y se ha sugerido que las TRXs en
plantas podrian jugar un papel en el mismo, tal y como se ha demostrado en sistemas
animales (Espinosa y col., 2019; Wang y col., 2021). De hecho, se ha descrito un efecto
activador de H,S sobre la actividad de TRX (Mao y col., 2019), siendo TRX una de las
principales biomoléculas implicadas en el inicio y desarrollo de procesos cancerigenos,
y por tanto sefialada como diana en procesos terapéuticos (Mao y col., 2020). El efecto
activador del H,S podria ser a través de la ruptura de puentes disulfuro como ya se ha
descrito para varias proteinas en sistemas animales (Huang y col., 2018; Mao y col.,
2019) incluyendo a componentes del sistema antioxidante tales como glutation, SOD y
CAT (Luy col., 2008; Wang y col., 2010).

A pesar del interés creciente en esta modificacidn postraduccional, en plantas existe
menos informacion sobre el efecto de la persulfuracion proteica que en sistema

animales, si bien como ejemplos relacionados con los anélisis de la respuesta de las
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mismas al tratamiento con H,S, estudios in vitro con proteinas recombinantes
antioxidantes de tomate como SICATL, SIcAPX1 y SIPOD5 tratadas con el agente
persulfurante NaHS mostraron algunas de sus cisteinas persulfuradas, mientras que para
SOD no se ha identificado el sitio de persulfuracién (Li y col., 2020). En este contexto,
indicar que la informacion relativa al efecto de la salinidad sobre la persulfuracion de
proteinas es muy reducida, por lo que los resultados preliminares obtenidos en esta
Tesis Doctoral, amplian esta informacion y son el punto de partida de una investigacion
en este campo, que pueda incluir a la TRX y por tanto a la regulacion redox del propio
proceso de persulfuracion en respuesta a estrés. Asi, los resultados iniciales obtenidos
de patrones de persulfuracion bajo salinidad comparando plantas silvestres con
mutantes KO y OEX Attrxol llevan a describir que diferentes componentes del
metabolismo celular podrian estar regulados por esta PTM en estas plantas. El hecho de
que la cantidad de proteinas persulfuradas sea menor en la plantas KO en las diferentes
categorias GO analizadas, apunta a un papel de TRXol en el proceso. Analizando,
entonces, mas detalladamente la respuesta de dos lineas mutantes KO Attrxol crecidas
tanto en condiciones control como salinas, y centrandonos en sistemas antioxidantes
mitocondriales, se pone de manifiesto que parte de este sistema de defensa podria estar
regulado por persulfuracion y que la TRXol podria jugar un papel en la misma. Asi,
encontramos, ademas de a la propia TRXol y TRXh2 inicialmente descrita en
mitocondrias, a enzimas como APX, deshidroascorbato reductasa (DHAR), Mn-SOD,
peroxidasa (POD) y PRXIIF. Como se ha comentado anteriormente, la mayoria han
sido descritas como persulfuradas en condiciones de estrés, si bien en nuestro estudio
también aparecen en condiciones control sin tratamiento salino. En términos generales
en una condicion control hay un mayor numero de proteinas persulfuradas
mitocondriales en los mutantes KO Attrxol y con un mayor nivel de persulfuracion que
en los WT. Esto parece indicar que la falta de TRXol lleva emparejada una mayor
persulfuracién proteica, al menos en estas enzimas del sistema antioxidante y en varias
dianas de TRXol en el organulo. Esto implicaria que TRXol podria tener un doble
papel sobre estas dianas: el de un reductor de grupos tiol y el de un posible eliminador
de persulfuracion, hipotesis que estamos interesadas en confirmar proximamente. De
esta manera la TRX y el control redox podrian modular las modificaciones
postraducionales oxidativas que sufren los residuos de Cys, al igual que para otras
modificaciones como la S-glutationilacion por glutation o la S-nitrosilacion provocada

por NO, que afectan entre otras, a enzimas del sistema antioxidante y redox
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mitocondriales en condiciones tanto control, como en estrés abidtico como el de la
salinidad (Camejo y col., 2013, 2015; Marti y col., 2013; Calder6én y col., 2017b).
Indicar que la presencia de TRXol en el KO2 (es knock down) como proteina
persulfurada puede deberse a que estos mutantes no son KO completamente, sino que
presentan un nivel muy bajo pero detectable de expresion génica en comparacion con
plantas WT, segin lo describimos previamente (Ortiz-Espin y col., 2017), junto al
hecho de que TRXol es diana de persulfuracion. Resaltar que entre las proteinas
persulfuradas se encuentra la diana de TRXol implicada en la generacion de H,S
mercaptopiruvato sulfutransferasa (MST1) (2,7 veces méas persulfurada en KO1 que en
WT en condicion control y 1,3 veces mas en salinidad). Se ha descrito recientemente
que esta proteina en A. thaliana usa 3-mercaptopiruvato como donador de sulfuro
mientras que TRX, GSH y GRX sirven como aceptores de sulfuro con muy alta afinidad
(Moseler y col., 2021). De hecho, las dos proteinas MST descritas en A. thaliana son
sensibles a la sobreoxidacién, pero estan protegidas de la inactivacion irreversible a

través de la persulfuracién, siendo reactivadas por TRXs y GSH.

Paralelamente, la identificacion como persulfuradas de proteinas nucleares como
nucleoredoxina de la familia de TRXs (16 veces mas persulfurada en el KO1 que en
WT) o PCNA2 (2 veces mas en KO1 que en KO2), diana de TRXo01, abre el campo de
la regulacion postraduccional de la persulfuracion hacia el metabolismo de este
orgénulo y la intervencion de TRXol en el mismo. Las nucleoredoxinas (NRXs) son
proteinas oxidoreductasas localizadas en nucleo y citoplasma que poseen tres dominios
TRX (Marchal y col., 2014) cuyas Cys estan implicadas en oligomerizacion (Kang y
col., 2020). Interesantemente, se ha descrito que las NRXs de A. thaliana interaccionan
entre otras, con enzimas del sistema antioxidante como APX, MDHAR, DHAR y CAT
(Kneeshaw y col., 2017). La regulacion por persufuracién de NRXs podria protegerlas
de sobreoxidacion para poder ejercer su funcion protectora modulando la actividad de

estos antioxidantes celulares.

El estudio que hemos realizado en condiciones salinas ha revelado que esta situacion
induce persulfuracion de proteinas mitocondriales en mayor medida en plantas
silvestres, siendo una de las mas persulfuradas la enzima de sintesis de H,S, D-CDES
(13 veces mas que en plantas en condiciones control). Este hecho podria reflejar una
situacion “persulfurante” tal y como se evidencia por el mayor numero de proteinas

persulfuradas en plantas crecidas en salinidad. Llama la atencién el nivel de
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persulfuracién de nucleoredoxina (NRX1), que aparece 19 veces mas persulfurada en
plantas WT estresadas. También se han identificdo con un mayor nivel de persulfurcion,
varias dianas de TRXol en la mitocondria y nacleo como son SHMT, proteina P de
GDH o MST1, asi como PCNA. En esta situacion, la medida de los niveles de H,S sera
util y se plantea como Objetivo futuro para comprender mejor los efectos de la salinidad
en estas plantas silvestres y mutantes de tiorredoxina. La falta de TRXol en los KO
tiene un efecto sobre el nivel de persulfuracion, ya que, si bien la mayoria de las
proteinas del sistema antioxidante mas persulfuradas en salinidad en el WT también
presentan este nivel de pesulfuracion en el KO1S (KO1 en salinidad), hay otras
proteinas que disminuyen su nivel de persulfuracién en este mutante: concretamente
esto ocurre en las proteinas DHAR1, GRX4, APX y PRXIIF, mientras que en el otro
genotipo mutante KO2S, solo DHAR1 y APX aparecen diferencialmente menos
persulfuradas. Esto implicaria que la persulfuracion no es algo general sino dependiente
del genotipo y de la condicidn de estrés a la que esté sometido.

Realizando la comparacién del comportamiento de los distintos genotipos en
salinidad, encontramos que el nimero de proteinas persulfuradas diferencialmente en
plantas WT y mutantes KO Attrxol es mucho menor que en condiciones control, siendo
la mayoria de proteinas diana de TRXo1 y no proteinas del sistema antioxidante. Esto
podria indicarnos que la TRXol en una condicion de salinidad seria quizds menos
efectiva como eliminador de persulfuracion, o que los mutantes KO Attrxol presentan
otros mecanismos compensatorios en la situacion de estrés. De hecho, se ha descrito que
el mecanismo de sulfenilacién y el de persulfuracion tienen muchas proteinas diana en
comun, principalmente relacionadas con respuesta a estrés, oxidacion-reduccion, ciclo
de &cidos tricarboxilicos y glicélisis (Aroca y col., 2017; Huang y col., 2019). Entre las
enzimas antioxidantes descritas como dianas comunes en estos estudios, estan las que
hemos identificado en esta Tesis Doctoral, por lo que podriamos afiadir a la TRXol
como un nuevo componente del proceso de persulfuracion al menos de proteinas
relacionadas con el metabolismo mitocondrial. Esta modificacion postraduccional
proteica se ha sefialado como un mecanismo eficiente para la recuperacion de la
actividad antioxidante eliminando oxidacion, lo que contribuiria a aumentar la

capacidad de defensa de la planta en situaciones de estrés oxidativo.

Los resultados que hemos obtenido hasta ahora en esta Tesis Doctoral suponen el
inicio de un estudio mas en profundidad que se pretende llevar a cabo en el laboratorio,
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analizando el efecto de la persulfuracion en la actividad de las proteinas del sistema
antioxidante y redox mitocondriales que se han detectado como persulfuradas, asi como
de aquellas implicadas en el metabolismo del S, estudiando ademas el posible papel de
TRXo1 sobre la persulfuracion de las mismas. Toda la investigacion que se dirija hacia
el estudio de la sensibilidad y respuesta junto a los mecanismos implicdos en ello, y las
funciones biologicas de las dianas especificas de persulfuracion, nos permitira ampliar y
avanzar en el conocimiento sobre el papel regulador de H,S en plantas, principalmente
interesante en situaciones de estrés ambiental al que con cada vez mas frecuencia e

intensidad se enfrentan nuestras cosechas.

4. Obtencion de dobles mutantes

4.1. Psntrb/trxol por VIGS

El silenciamiento génico inducido por virus es una técnica que tiene como ventaja
que no requiere del establecimiento de lineas mutantes. A pesar de ello, este
silenciamento es transitorio, teniendo un efecto en la planta unas tres semanas
aproximadamente, una vez que se ha transformado con las construcciones que contienen
los genes a silenciar. Otra caracteristica importante es que para poder seleccionar el
material vegetal que ha sido eficazmente transformado, se debe poder reconocer un
fenotipo visible para su recoleccion. Ademas, las plantas transformadas con la técnica
VIGS son quimeras y, por tanto, hay que tener en cuenta que se espera obtener una
variedad de fenotipos entre fuerte, leve o ninguno, y ademas considerar que no todas las
hojas van a presentarlo e incluso no toda la superficie de la hoja por igual. Asi, esta
técnica es muy Util solo cuando se presenta un fenotipo claro, sea de hoja o de otra parte
de la planta. Por ello, es importante trabajar con un gran numero de plantas para
asegurar gque se pueda observar un fenotipo con claridad. Tal y como se ha comentado
anteriormente, una vez que las plantas control positivo portadoras de las construcciones
pCAPE1: pCAPE2-PDS empezaron a blanquear sus hojas, indicio de que se ha activado
el virus, se comenzaron a analizar las plantas objeto de interés. Se cont6é con controles
de transformacién, infiltrando a las hojas solo con el vector pCAPEL para estudiar si el
efecto de la virulencia por si sola generaba cambios en las plantas comparandolas con

plantas sin transformar (WT) pero no fue hallada ninguna diferencia visible. En nuestro
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estudio, las plantas transformadas con la construccion doble pCAPE1l:pCAPE2-
PsTRX01-PsNTRB para silenciar a ambos genes del sistema TRX01/NTRB de guisante,
no presentaron un fenotipo que pudiera ser reconocido como mutante. Aun asi, se
intentd muestrear el material foliar para hacer comprobaciones, tratando de hallar un
patron de silenciamiento. Se intentaron varias estrategias de muestreo para comprobar el
nivel de expresidn génica: tomando solo hojas basales (pegadas al tallo principal), hojas
abaxiales (salen de las ramas laterales) y mezclando tanto hojas basales como abaxiales,

asi como la repeticion de los ensayos, pero los resultados no fueron concluyentes.
4.2. Attrxol/ntrb por cruzamiento

La obtencion de dobles mutantes por cruzamiento de lineas KO simples es un
proceso largo y tedioso que no garantiza el éxito hasta que no se corrobora que la
presencia de dicha insercion de ADN transferido que se observa en las sucesivas
generaciones filiales es verdaderamente un interruptor del gen a silenciar. Las lineas
parentales (Fo) han de encontrarse en homocigosis para la mutacion, siendo lineas bien
caracterizadas y establecidas. Se debe comprobar por secuenciacién la posicién del
inserto de ADN-T, teniéndose una estimacion de la misma en la plataforma SALK,
obteniéndose mayor tasa de éxito de silenciamiento si la interrupcion del ADNg se
produce en un exon, evitdndose los ORF, que podrian dar lugar al efecto contrario, una
sobreexpresion del gen. Ademas, estas lineas no deben contener polimorfirmos para
otros genes, algo que podria acarrear malinterpretaciones en los posteriores ensayos de
interés para los que han sido seleccionadas. Una vez que se llega al paso en el que las
lineas mutantes simples se encuentran en homocigosis, se deben disefiar
oligonuclettidos para estudiar la expresion génica relativa (QPCR) a un gen de
referencia, habitualmente, AtACTINA8 (AtATC8) vy verificar si se produjo el
silenciamiento génico (KO). Es importante corroborar las sucesivas generaciones de
lineas que se van obteniendo para garantizar el genotipo de las mismas.

Una vez establecidas las lineas mutantes simples, se realizan los cruzamientos por
polinizacién manual efectuando los cruces con los gametos femeninos y masculinos
alternando los genotipos (6vulo Attrxol x polen Atntrb; 6vulo Atntrb x polen Attrxol),
para la obtencion de un doble mutante de pérdida de funcion de ambos genes, como se
ha explicado anteriormente. El ciclo de vida de A. thaliana es corto pero la maduracion
de semillas implica que la obtencion de las sucesivas lineas filiares hasta la obtencién de

la homocigosis se demore y mas cuando se trata de dos mutaciones en la misma linea,

-216 -



DISCUSION

sin mencionar el tiempo requerido para el crecimiento de las plantas, la extraccion de
ADNg de al menos 16 plantas de cada una de las lineas a comprobar, més los controles
WT y mutantes simples, ademas de las comprobaciones por PCR con las cuatro
combinaciones de parejas de oligonuclétidos.

Actualmente, se estan llevando a homocigosis dos lineas mutantes con los genotipos
de los gametos parentales contrarios. Una vez alcanzada la misma, se caracterizara a
ambas lineas fenotipica y bioquimicamente para estudiar el efecto que genera la
carencia del sistema redox AtTRX01l/NTRB en mitocondrias y nucleo, tanto en una
situacion normal de crecimiento, como bajo un estrés abidtico. Estos mutantes
constituiran una nueva y valiosa herramienta bioldgica para el estudio de la funcion de
la regulacion redox proteica en procesos de desarrollo y respuesta y adaptacion de

plantas a condiciones adversas.
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1. La regulacién redox de la autofagia esta mediada por TRX. La sobreexpresion
de PsTRXol protege a las células de tabaco BY-2 frente a un tratamiento oxidativo
exogeno por H,0,, favoreciendo el desarrollo de un proceso de autofagia, que colabora
en la respuesta ante el estrés facilitando la supervivencia celular. La sobreexpresion de
PsTRXol genera en estas células un aumento de las proteinas autofagicas ATG4 y
ATGS, asi como del flujo autofagico, revelado por un incremento en la formacion de
estructuras liticas similares a los autolisosomas. Estos hechos apuntan al
establecimiento de este proceso degradativo y de reciclaje celular, en su vertiente pro-

supervivencia, como respuesta a la situacion oxidativa.

2. La elevada actividad de ATG4 en las células OEX sometidas al tratamiento
oxidativo, junto con la demostrada interaccion in vitro entre las proteinas ATG4 y
TRXo1, sugieren un papel para esta tiorredoxina en el control redox de la proteina
ATG4 in vivo. En este sentido, la TRXo0l se postula como un componente clave en el
proceso de autofagia que tiene lugar en la respuesta de las células TBY-2 a la situacion
oxidativa, colaborando en el aumento de la tasa de supervivencia celular que presentan

las células sobreexpresantes.

3. En lo concerniente a la investigacion sobre TRXol y el receptor de la
fitohormona ABA, PYRL, los estudios in vitro con la proteina recombinante PYR1
mutada y sin mutar en sus cisteinas y sometida a oxidacion-reduccion, han demostrado
una regulacion redox de este receptor que provoca cambios en su estado oligomérico,
estando dos de sus tres cisteinas, concretamente Cys® y Cys®, implicadas en el mismo.
A su vez, el sistema TRXol/tiorredoxina reductasa es capaz de rescatar la pérdida por
oxidaciéon de la actividad de PYR1, y de esta forma su capacidad para inhibir a
fosfatasas implicadas en la sefializacion por ABA, como es la proteina HABL.

4. Los estudios in vivo han corroborado que la oligomerizacion de PYRL1 es
dependiente del estado redox, encontrandose ademas un patron diferencial en la
oligomerizacion del receptor en plantas KO y sobreexpresantes Attrxol crecidas en
presencia de ABA, comparadas con el patron presentado por el genotipo silvestre. Todo
ello permite describir por vez primera, la implicacion del proceso de regulaciéon redox

por TRXol sobre el receptor PYRL1, que puede ser un evento clave para favorecer la
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sefializacion por ABA, siendo esta tiorredoxina una buena candidata como reductor

fisioldgico in vivo de estos receptores en el ndcleo.

5. Se presenta por primera vez un estudio sobre patrones de persulfuracion proteica
producida por sulfuro de hidrégeno (H,S) en plantas de A. thaliana en condiciones de
salinidad, en el que algunas dianas de TRXol en mitocondrias y ndcleo, asi como
proteinas del sistema antioxidante y del metabolismo del H,S entre otras, se encuentran
diferencialmente persulfuradas en mutantes KO Attrxol. Este patron sugiere que
TRXo1 puede ejercer un papel como posible moduladora del proceso de persulfuracién
en estas condiciones de estrés abiotico, aspecto interesante en el que se ahondara

préximamente.

6. Se han obtenido dos lineas dobles mutantes de A. thaliana en
tiorredoxina/tiorredoxina reductasa Attrxol/ntrb, por cruces de mutantes simples KO en
cada uno de los genes. Se ha iniciado la caracterizacion de los mismos como paso
previo a su empleo en los estudios dirigidos a profundizar en la participacion de la
regulacion redox ejercida por este sistema, en la respuesta de plantas a situaciones de
estrés abiotico, donde la TRXol tiene un papel que se evidencia cada vez mas, como

relevante.
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