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Abreviaturas 

 

ABRE: ABA-Responsive Element 
ACP: Análisis de Componentes Principales 
ADNc: ADN complementario 
ADNg: ADN genómico 
AFG1: Aflatoxina G 
AGD7: ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein 
AJ: Ácido Jasmónico 
AMP: Adenosín MonoFosfato 
Amp: Ampicilina 

AMS: ácido 2,2’ disulfónico 4-Acetamida 4’-MaleimidaeStilbeno 
AO: Ascorbato Oxidasa 
APRR1: Arabidopsis Pseudo-Response Regulator 
APX: Ascorbato Peroxidasa 
ARE: Antioxidant Responsive Element 
ARMC: Armadillo Repeat Motif Containing 
ARP14: Acidic Repeat Protein 
AS: Ácido Salicílico 
ASC: Ascorbato Reducido 
ASL: Adenina Succinato Liasa 
ATP: Adenosín Trifosfato 
BAG: Bcl-2-Associated Gene 

BCIP-NBT: 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphate/Nitro Blue Tetrazolium 
Bcl-2: Familia de genes antiapoptósis mitocondrial 
BHLH: Basic helix-loop-helix 
BHT: Beta Hidroxibutirato 

BIM1: Bes1-Interacting MYC-Like 1 
BLAST: Basic local alignment 
BOA: Brother of Lux Arrythmo 
BSA: Bovine Serun Albumin 
BSO: Buthionine SulphOximine 
BTB/POZ: Phototropic-responsive NPH3 family protein 
BZIP: Basic Leucine Zipper Domain TF 

Cat: Catalasa 
Cb: Carbencilina 
CBL: Casitas B-lineage Lymphoma 
CCA1: Circadian clock associated1 TF 
CDF1: Cyclin Dof Factor 
Cdk: Cyclin dependent kinase 
Chaperona DNAj: Heat shock protein 40 kD 
CHLI: Subunidad de Magenesio Quelatasa síntesis de clorofilas 
CINVI: Invertase G 
CO genes: Genes CONSTANT 



 

 

CTE: Cadena de transporte electrónico 

Cyt c: Citocromo c 
DAF: Diamino-fluoresceína 
Dapi: 4',6-Diamidino-2-PhenylIndole 
DEM: Dietil maleato 
DEPC: Dietilpirocarbonato 
DHA: Deshidroascorbato 
DHAR: Deshidroascorbato reductasa 
DMSO: Dimetilsulfóxido 
DNPH: Dinitrofenil hidracina 
DO: Densidad Óptica 
DOF: DNA binding with one finger  
DRE: Dehydration-responsive element 

DTT: Ditiotritol  
DUF581: Domain unknown function 
EDA: Embryo sac Development Arrest 
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid 
ELM1: Elongated Mitochondria 1 
ELMO/CED: Engulfment and Cell Motility/Cell Death 
ERD:  Early dehydration 
ERF: Factor de respuesta a etileno 
FAO3: Faty Alcohol Oxidase 
FC: Fold Change 
FDR: False discovery rate 
FMO: Flavin-binding monooxygenase  

FPKM: Fragments Per Kilobase Million 
FPLC: Fast Protein Liquid Chromatography 
FTR: Ferredoxina/tiorredoxina reductasa 
GAPdH: Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa  

GFP: Green Fluorescent Protein 
Gm: Gentamicina 
GO: Gene Onthology 
GR: Glutatión Reductasa 
Grx: Glutarredoxina 
GSH: Glutatión reducido 
GSNO: Nidtrosoglutatión 
GSSG: Glutatión oxidado 

GTPasa: Guanosina Trifosfatasa 
GUN4: Genomes Uncoupled 4  
HPLC: High-Performance Liquid Chromatography 
HSP: Proteína de choque térmico 
HVA22: Hordeum vulgare associated 
IgG: Inmunoglobulina 
IPTG: Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 
Km: Kanamicina 
KO: Mutante Knock Out 



 

 

LNK1: Light night inducible and clock-regulated 

MAF: Mads Affecting Flowering 
MAPK: Mitogen-activated protein kinase 
MATE: Multi-antimicrobial extrusion protein 
mCBM: Monoclorobimano 
MDA: Malondialdehído 
MDHA: Monodeshidroascorbato  
MDHAR: Monodeshidroascorbato reductasa 
MES: Tampón ácido 2-(N-morpholino)ethanosulfónico  
MS: Murashige Skoog 
MYB: Mieloblastosis transcription factor 
NAD+/NADH: Nicotinamida adenina dinucleótido oxidada/reducida 
NADP+/NADPH: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidada/reducida 

NCED: Cloning of 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 
Nf-kβ: Factor nuclear kappa β 
NIB: Nuclear Isolation Buffer 
NRT1/PTR: Nitrate Transport/Protein Transport 
Nrx: Nucleorredoxina 
NTR: NADPH/tiorredoxina reductasa 
ORF: Open Riding Frame 
Ove1: Linea mutante de A. thaliana sobre-expresante de AtTrxo1 
P: Promotor 
PAGE: Polyacrylamide gel electrophoresis 
PAK-box/P21-Rho: Proteína Activadora de Kinasa/p21 
PAR: Photosynthetically Active Radiation 

PCD: Programmed cell death 
PCNA: Proliferation cell nuclear antigen 
PDI: Proteína disulfuro isomerasa 
PEG: Polietilenglicol  

PIG: P53 Induced Gene 
PIP 1-2: Prolactin-Induced Protein 
PP2C: Protein Phosphatase 2C 
PRPP: 5-fosforibosil-a-pirofosfato 
Prx: Peroxirredoxina 
PrxIIF: Peroxirredoxina mitocondrial 
PsTrxo1-1: Línea mutante de T-BY2 sobre-expresante de PsTrxo1 
PsTrxo1-2: Línea mutante de T-BY2 sobre-expresante de PsTrxo1 

PVP: Polyvinylpyrrolidone 
PWWP: Dominio Prolina-Triptófano-Triptófano-Prolina 
RCC1: Regulator of Chromosome Condensation  
RE: Retículo Endoplásmico 
Ref1: Redox factor 1 
RNS: Reactive nitrogen species 
ROS: Reactive Oxygen Species 
RPKM: Reads Per Kilobase Million 
RP-LP: Right Border/Left Border 



 

 

RPW8: Resistance To Powdery Mildew 

RT-qPCR: Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real con transcriptasa inversa 
SAUR: RNA “Small Auxin-up” genes de respuesta a auxinas 
SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis  
SnRK2: Kinase Related to Sugar cane 
SOD: Superóxido dismutasa 
SSA: SulfoSalicylic Acid 
TAE: Tampón Tris-Acetato EDTA 
TAIR: The Arabidopsis Information Resource 
TAT2: Triptófano aminotransferasa 
TBA: TioBarbituric Acid 
TBST: Tampón Tris Salino y Tween 
TBY-2: Tobacco Bright Yellow-2 

TCA: Tricarboxylic Acid Cycle 
TF: Factor de transcripción 
Trx: Tiorredoxina 
Trxo1C37S: Tiorredoxina o1 Cisteina 37 Sustituida 
UDP: Uridine phosphorylase 
UQ: Ubiquinona 
WPP1: Dominio rico en Triptófano-Prolina-Prolina 
WRKY: Factor de transcripción tipo WRKY (triptófano, arginina, lisina, tirosina) 
WSD1: Wax ester synthase diacylglycerol acyltransferase 
Wt: Wild type, genotipo Silvestre 
YFP: Yellow Fluorescent Protein 
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INTRODUCCIÓN 

1. Estado Redox 

 

Desde una perspectiva general, puede afirmarse que el metabolismo celular está 

compuesto por una amplia serie de reacciones individuales de óxido-reducción (redox) 

que ocurren durante el desarrollo de las diversas vías metabólicas, que a su vez, están  

compartimentadas en los distintos orgánulos celulares. La mayoría de las reacciones 

metabólicas redox pueden clasificarse como reacciones de conversión en las que los 

cambios experimentados por los intermediarios metabólicos se encuentran acoplados 

a cambios complementarios de transportadores redox, entre ellos NADH, NADPH y  

flavinas. Estos transportadores redox catalizan de forma segura, reacciones de 

transferencia de dos electrones, evitando de este modo que los electrones se 

transfieran a moléculas receptoras como el O2, lo que acarrearía la formación de 

radicales libres. En este sentido, las reacciones de conversión no son las causantes de 

la producción de “desequilibrios redox” que pueden afectar de forma negativa  a la 

viabilidad celular. En general, el establecimiento de un desequilibrio redox 

potencialmente dañino tiene lugar cuando la generación de especies moleculares 

reactivas ocurre en proporciones que exceden la capacidad celular de su 

desintoxicación, lo que conlleva la oxidación incontrolada de los diferentes 

constituyentes celulares. Estas especies reactivas comprenden a derivados del oxígeno 

“Especies Reactivas del Oxígeno” (ROS, Reactive Oxygen Species), del nitrógeno (RNS, 

Reactive Nitrogen Species), del azufre (sulfuro) (RSS, Reactive Sulfur Species) y especies 

derivadas de grupos carbonilos (RCS, Reactive Carbonil Species)” tal y como recoge la 

Figura 1. 
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Figura 1. Distribución en la tabla periódica de los elementos que representan las principales 

clases de especies moleculares reactivas, con relevancia para la biología celular. La naturaleza 

de las especies reactivas de oxígeno (ROS), especies reactivas de nitrógeno (RNS), especies reactivas 

de carbonilo (RCS) y especies reactivas de azufre (RSS) se debe a la capacidad de carbono, 

nitrógeno, oxígeno y azufre para formar múltiples enlaces de unión covalentes y adoptar diferentes 

estados redox. Modificado de Mock y col. (2016). 

 

1.1. Tipos de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

El oxígeno (O2) representa aproximadamente el 20.9% en volumen de la 

composición de la atmósfera terrestre. En su estado fundamental como triplete (3O2) la 

molécula de oxígeno tiene sus dos orbitales de mayor energía (orbitales pi) 

parcialmente ocupados por dos electrones desapareados con spines paralelos. Para 

oxidar a otro átomo o molécula, el oxígeno triplete necesita que éstos presenten dos 

electrones con spines paralelos que encajen en sus orbitales pi parcialmente ocupados 

(Sharma y col., 2012) este hecho explica la baja reactividad del oxígeno con la mayoría 

de las moléculas. La reducción del oxígeno a agua proporciona la energía que permite 

la impresionante complejidad de los organismos superiores, pero cuando su reducción 

no es completa  se producen las ROS. Existen diferentes tipos de ROS detalladas en la 

Figura 1. La reducción monovalente y secuencial, da lugar a la generación de O2
.- 

(radical superóxido), H2O2 (peróxido de hidrógeno) y .OH (radical hidroxilo) (ver Figura 

2). Junto a este mecanismo de activación por reducción monovalente, la activación del 

oxígeno también ocurre por la absorción de energía suficiente para cambiar el espín de 

Especies reactivas de oxígeno (ROS)
• Oxígeno singlete (  O2)
• Superóxido (O2

●)
• Peróxido de hidrógeno (H2O2)
• Radical Hidroxilo (HO●)
• Hidroperóxidos de alquilo (ROOH)

Especies reactivas de azufre (RSS)
• Hidropersulfuro (R-SSH)
• Ácido sulfénico (R-SOH)
• Sulfito (H2SO3)
• Radical Thiol (R-S●)

Especies reactivas de Nitrógeno (RNS)
• Óxido nítrico (NO)
• Peroxinitrito (ONOO-)

Especies reactivas de carbonil (RCS)
• Monocarbonilos (acroteina)
• Dicarbonilos (Glyoxal, MDA)
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uno de los electrones desapareados. Mediante este mecanismo tiene lugar la 

producción de la forma excitada 1O2 (oxígeno singlete) (Kriegeliszkay y col., 2008). 

 

 

 

 

 

Figura 2. Formación de diferentes especies reactivas del oxígeno (ROS). A partir del oxígeno 

molecular (O2), se produce el oxígeno singlete (1O2), la reducción o ganancia de un electrón conlleva 

a la formación del radical superóxido (O2
.-), el siguiente estado de reducción da lugar al ión peróxido 

(O2
2-), por dismutación se forma el peróxido de hidrógeno (H2O2) y éste puede reaccionar con 

metales formando el radical hidroxílo (-OH). Modificado de Mittler y col. (2017) 

 

Por otro lado la disponibilidad de hierro libre en su forma reducida  Fe2+  constituye 

una vía principal responsable de la toxicidad de las ROS, debido al papel del hierro en 

la reacción de Fenton en la que el Fe2+ reduce al H2O2 a .OH. A su vez el O2
.- puede 

actuar como reductor del Fe3+. La suma de estas dos reacciones se conoce como 

reacción de Haber-Weiss (Mignolet-Spruyt y col., 2016).  

 

Reacción:  

 

1O2                            O2                              O2
.- O2

2-

H2O2                                   
.OH

ONOO-

NO

H2O2 + Fe2+     .OH + .OH + Fe3+     

Oxígeno singlete Dioxígeno Radical Superóxido        Ión Peróxido  

Peróxido de Hidrógneo Radical Hidroxilo

Fe2+     
2H+

e- e-

Fe3+ + O2
 -

Fe2+ + H2O2

O2
 - + H2O2

Fe+ + O2

Fe3+ + -OH + -OH

O2 + -OH + -OH

Fenton

Haber-Weiss
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Por lo tanto, el mantenimiento del balance entre el nivel celular de hierro “lábil” y 

las diferentes ROS es un factor crítico para permitir un desarrollo y crecimiento  

normal de las plantas al prevenir la formación de radicales hidroxilo.  

 

1.1.1. Producción de ROS en plantas.  

Como se deduce de los descrito en el apartado anterior, las ROS se producen 

inevitablemente como productos del metabolismo aeróbico y se generan en los 

distintos compartimentos celulares como un subproducto de una gran variedad de 

procesos, entre ellos los que implican transporte de electrones como la respiración  en 

mitocondrias y la fotosíntesis en cloroplastos, (Asada y col., 1987;  Sevilla y col.,  2015), 

o bien durante la fotorrespiración y beta oxidación de ácidos grasos en peroxisomas y 

glioxisomas (del Río y col., 2009). Además se producen por determinadas actividades 

enzimáticas, entre ellas la actividad NADPH-oxidoreductasa y peroxidasa de la 

membrana plasmática y de la pared celular, respectivamente (Mittler y col., 2004) 

(Tabla 1).  

Tabla 1. Especies reactivas del oxígeno y su localización y principales fuentes de origen. TE: 

Transporte de electrones. AG: Ácido grasos. FSI: Fotosistema I y II. CI y III: Complejo I y III 

respiratorio. 

LOCALIZACIÓN ORIGEN ROS  

CLOROPLASTOS 
TE fotosíntesis FSI y II O2

.-
 

Clorofila excitada 
1
O2 

MITOCONDRIAS TE fotorrespiración CI y III O2
.-
 

PEROXISOMAS 

Xantina oxidasa O2
.-
 

Glicolato oxidasa H2O2 

β-oxidación de AG H2O2 

APOPLASTO Oxalato y amina oxidasa H2O2 

MEMBRANA 
PLASMÁTICA 

NADPH oxidasa O2
.-
 

PARED CELULAR Peroxidasas, Mn
2+

 y NADH H2O2 / O2
.-
 

 

Una característica común de todas las ROS es su capacidad para producir daños 

oxidativos a proteínas,  inactivando enzimas al oxidar sus grupos tiólicos y aminoácidos 
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específicos, o bien producir cambios redox en los metales de sus centros activos. 

También causan rupturas y mutaciones en el ADN al oxidar (frecuentemente por 

ataque del radical .OH a los dobles enlaces) los compuestos aromáticos de esta 

molécula y alteran la funcionalidad de las membranas lipídicas al reaccionar con los 

lípidos para formar hidroperóxidos. Estas propiedades citotóxicas que tienen lugar en 

una situación de estrés oxidativo celular, explican la evolución de toda una plétora de 

mecanismos de desintoxicación, tanto enzimáticos como no enzimáticos, en las plantas 

(Halliwell y col., 1999). 

1.1.1.1. Cloroplastos  

En los cloroplastos se generan diversas formas de ROS. Se ha descrito la generación 

de O2
.-a nivel de los fotosistemas I y II,  de la ferredoxina-NADP+-reductasa y de la 

forma reducida de la monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR). Ciertas condiciones 

medioambientales, como una alta intensidad lumínica y/o una baja concentración de 

CO2, disminuyen la disponibilidad de NADP+ en el cloroplasto, incrementándose el flujo 

electrónico hasta el O2 lo que conduce a una mayor producción de O2
.-. A su vez, el O2

.-  

se puede protonar a HO.
2  en la superficie interna de la membrana tilacoidal (lumen) o 

bien dismutarse de forma espontánea o por la acción enzimática de las superóxido 

dismutasas (SODs), en la superficie externa de la membrana del tilacoide o en el 

estroma, dando lugar a la generación de H2O2 (Asada y col., 2006;  Pospíšil y col., 

2012). Este H2O2 es destoxificado fundamentalmente por la actividad ascorbato 

peroxidase (APX) presente al igual que las SODs, en tilacoides y  en el estroma (Gómez 

y col., 2004) y/o por la actividad de las diferentes peroxirredoxinas cloroplastídicas 

(Prxs) (Dietz y col., 2016).  

En los centros Fe-S, donde el Fe2+ está disponible, el H2O2 puede dar lugar a la 

generación de radical .OH, que es uno de los oxidantes más poderosos que se conocen, 

a través de la reacción de Fenton (Halliwell y col., 2015), como se  indicó 

anteriormente. En cloroplastos la generación de 1O2 se encuentra ligada a la excitación 

de clorofilas asociada al transporte de electrones. Esta forma activada del oxígeno 

también puede generarse como producto de la actividad lipooxigenasa 

(Triantaphylide´s y col., 2009).  
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1.1.1.2. Peroxisomas 

Los peroxisomas constituyen uno de los orgánulos celulares en los que la 

producción de H2O2 es más elevada, como resultado de un metabolismo 

esencialmente oxidativo (del Róo y col., 2016). Las principales fuentes responsables de 

la producción de H2O2 en los diferentes tipos de peroxisomas son la reacción de la 

glicolato oxidasa en la fotorrespiración, en la beta-oxidación de ácidos grasos mediante 

la acil-CoA oxidasa y a través de la actividad de otras flavín oxidasas (urato oxidasa, 

xantina oxidasa, etc) junto con la actividad de las diferentes SODs (Sandalio y col., 

2015). Se han descrito dos posibles sitios de producción de O2
.- en estos orgánulo, 

localizados en la matriz por la actividad xantina oxidasa implicada en la oxidación de 

xantina a hipoxantina y ácido úrico, y otro en membrana a través de una pequeña 

cadena de transportadores de electrones compuesta por la flavoproteína MDHAR, 

NADH y citocromo b (del Río y col., 1992). Recientemente se ha demostrado la 

producción de 1O2 independiente de la luz en peroxisomas y también en mitocondrias 

y núcleo, en tejidos no fotosintéticos de Arabidopsis, y esta generación aumenta en 

tejidos radiculares de plantas sometidas a condiciones de estrés biótico y abiótico en la 

oscuridad. Se ha sugerido que el origen de este 1O2 podría ser la reacción del O2
.- con el 

H2O2 vía mecanismo de Haber-Weiss (Mor y col., 2014). 

  

1.1.1.3. Mitocondrias 

Las mitocondrias son orgánulos dinámicos y metabólicamente activos, que se 

encuentran presentes en todas células eucariotas, ya que son las encargadas de 

suministrar la mayor cantidad de energía a las células a través del proceso de 

respiración celular. Este proceso es posible gracias a la oxidación de glucosa y ácidos 

grasos a través del ciclo de Krebs y la β-oxidación de ácidos grasos, respectivamente. 

Además, las mitocondrias están implicadas en la proliferación celular, el crecimiento 

vegetal, el desarrollo y la muerte celular (Millar y col., 2011; Lázaro y col., 2013). 

Estructuralmente son orgánulos rodeados de dos membranas claramente 

diferenciadas en sus funciones y actividades enzimáticas y que separan tres espacios: 

el citoplasma, el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial. Mientras que la 

http://es.wikipedia.org/wiki/Membrana_plasm%C3%A1tica
http://es.wikipedia.org/wiki/Citosol


INTRODUCCIÓN 
 

7 
 

membrana externa es poco selectiva y funcional, la membrana interna es altamente 

selectiva y se invagina formando pliegues o crestas, lo que aumenta su superficie. 

Además, en su composición hay un 80% de proteínas exclusivas de este orgánulo como 

la cadena de transporte de electrones (CTE), la ATP sintasa, las proteínas 

transportadoras que permiten el paso de iones y moléculas orgánicas y las traslocasas 

de fosfato y de nucleótido adenina, que mantienen los niveles de ADP en la matriz 

mitocondrial. 

La CTE vegetal consiste en cuatro complejos principales: el complejo I o NADH 

deshidrogenasa y complejo II o succinato deshidrogenasa que ceden los electrones al 

coenzima Q o ubiquinona, complejo III o citocromo bc1 que cede los electrones al 

citocromo c y el complejo IV o citocromo oxidasa que cede los electrones al oxígeno 

para producir dos moléculas de agua (Figura 3). Algunas de estas proteínas están 

organizadas en supracomplejos, por ejemplo: el 50% del complejo I está asociado con 

dos copias del complejo III (Dudkina y col., 2006). Las moléculas NADH y FADH2 

producidas durante el ciclo de Krebs y la oxidación de ácidos grasos ceden sus 

electrones a través de la CTE, separándose de los protones, hasta que se reúnen de 

nuevo con éstos y el oxígeno para formar agua. El paso de electrones a través de la CTE 

genera un potencial electroquímico en la membrana que favorece la síntesis de ATP a 

partir de ADP+Pi gracias a la actividad del complejo ATP sintasa. 

  Además de estos sistemas enzimáticos, en la CTE de vegetales existe una 

particularidad con respecto a la de animales y es la presencia de enzimas 

complementarias que no contribuyen al gradiente de protones y por tanto no dan 

lugar a la producción de ATP. Estas vías, podrían funcionar como "válvulas de 

seguridad" para limitar la producción de ROS, manteniendo la cadena de transporte 

relativamente oxidada (Møller y col., 2010; Rasmusson y col., 2010; Millar y col., 2011). 

De esta forma, las enzimas deshidrogenasas de NADP(H) evitan que los complejos I y II 

cedan los electrones a la ubiquinona, mientras otras enzimas como la oxidasa 

alternativa (AOX) acoplan la oxidación del ubiquinol con la reducción de oxígeno a 

agua, disipando la energía en forma de calor y disminuyendo la proporción ADP/O2. La 

derivación de electrones a través de esta vía es importante en el metabolismo primario 
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y secundario, así como en la oxidación de un exceso de hidratos de carbono 

(Rasmusson y col., 2010). 

Aunque los cloroplastos son los principales productores de especies reactivas del 

oxígeno en las células vegetales fotosintéticas (Foyer y col., 2008), el metabolismo 

mitocondrial contribuye significativamente a la generación total de ROS en forma de 

radical superóxido (Noctor y col., 2007), siendo el complejo I y el complejo III los 

principales lugares de producción en este orgánulo (Noctor y col., 2007) (Tabla 1 y 

Figura 3), si bien, bajo condiciones específicas, pueden producirse también a nivel del 

complejo II, en el curso del transporte electrónico inverso (Turrens y col., 2003). 

La producción de ROS en la mitocondria depende en gran medida del potencial 

electroquímico de la membrana interna. Una alta proporción de NADH/NAD+ y/o 

ADP/ATP pueden aumentar el transporte electrónico contribuyendo a un alto 

potencial de membrana, que se correlaciona positivamente con una alta reducción de 

los componentes de la CTE, aumentando la probabilidad de fuga de electrones al 

oxígeno y generación de O2
.-. El superóxido generado puede a su vez actuar como 

sustrato para la generación de ROS secundarios tales como H2O2 y .OH. La fosforilación 

oxidativa y la actividad de los sistemas de disipación de energía también contribuyen a 

la modulación de este potencial de membrana. De esta forma, cuando el ADP se 

fosforila activamente, el potencial de membrana y la generación de ROS son menores 

que cuando el ADP es limitante. Si una célula consume mucho ATP, sube el nivel de 

ADP y como resultado se acelera el transporte de electrones con el consiguiente 

consumo de oxígeno y producción de ATP. 
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Figura 3. Generación de ROS en la cadena de transporte electrónico mitocondrial. La cadena 

respiratoria mitocondrial o cadena de transporte de electrones está embebida en la membrana 

interna mitocondrial, y la constituyen cinco complejos multienzimáticos (I, II, III, IV y V o ATP 

sintasa) y dos transportadores de electrones móviles (coenzima Q o ubiquinona y citocromo c). 

Modificada de de Gara y col. (2010). 

1.1.1.4. Membrana plasmática y pared celular 

En la pared celular las  peroxidasas producen O2
.- a expensas de NADH, en una 

reacción dependiente de Mn (Bolwell y col., 1995), a la vez que las NAD(P)H 

oxidoreductasas de la membrana plasmática asociadas a cadenas de transporte  

electrónico, producen O2
.-  y H2O2. Además, en la pared celular se ha demostrado la 

producción de .OH catalizada por la acción de una peroxidasa apoplástica (Van 

Breusegem y col., 2008; Heyno y col.,  2011; Marino y col., 2012). 

1.1.2. El efecto dual de las ROS: estrés oxidativo y señalización 

1.1.2.1. Estrés oxidativo 

En condiciones normales de crecimiento la producción de ROS celular es baja (240 

μM s-1 O2
.- y un nivel de 0,5 μM H2O2 en cloroplastos) (Polle y col., 2001), lo que implica 

que en condiciones basales la célula tiene en general, un ambiente reductor que 

impide la oxidación de proteínas, lípidos o ADN y garantiza las funciones vitales. Esta 

homeostasis se debe fundamentalmente a la presencia de sistemas eliminadores de 
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ROS (sistemas antioxidantes) capaces de mantener la producción de especies reactivas 

de oxígeno bajo control. Sin embargo, diferentes fenómenos fisiológicos o situaciones 

de estrés, como la salinidad, altas y/o bajas temperaturas, sequía, toxicidad por 

metales y ataques por patógenos, entre otros, pueden provocar un desequilibrio entre 

la producción y eliminación de ROS, desencadenando una situación de estrés oxidativo 

(Gómez y col., 2004; Camejo y col., 2007; Sharma y col.;  2012; Zhao y col., 2014;  

Sandalio y col., 2015; Sevilla y col., 2015). El aumento de los niveles de ROS puede 

causar daños a componentes celulares provocando la inactivación de proteínas y 

enzimas, rupturas y mutaciones en el ADN, y alterar la funcionalidad de las membranas 

lipídicas al reaccionar con los lípidos para formar hidroperóxidos. Sin embargo, aunque 

la producción incrementada de ROS plantea una amenaza para la célula, también es 

capaz de activar per se ciertas rutas de defensa (Jaspers y col., 2010; Rasmussen y col., 

2013), participando en mecanismos de transducción de señales capaces de 

contrarrestar el estrés, tal y como se verá a continuación. 

1.1.2.2. Señalización celular 

El término  “estrés oxidativo”  con ciertas connotaciones negativas implica un 

proceso perjudicial, cuando en realidad una plétora de trabajos han conducido en 

estos últimos años, a un cambio de paradigma en el que las ROS consideradas como 

“moléculas dañinas” a las que hay que eliminar por sus efectos sobre la muerte celular 

al producir oxidaciones indiscriminadas, actualmente también se consideran como 

moléculas que utilizan las plantas para llevar a cabo ajustes en la expresión génica y la 

estructura celular en respuesta a señales ambientales y del desarrollo (Mhamdi y col., 

2010; Noctor y col., 2015). Estas acciones las realizan a través  de “vías específicas de 

señalización entre orgánulos  y el núcleo (Figura 4).   
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Figura 4. Identificación e integración de señales mediadas por diferentes receptores 

localizados en distintos orgánulos. Los cilindros azules indican receptores de ROS que pueden ser 

de distinta naturaleza química y activar múltiples cascadas de señalización. La figura muestra un 

receptor en cada localización: apoplasto, membrana plasmática, citoplasma, cloroplasto, envuelta 

cloroplastídica, mitocondria, membrana mitocondrial y peroxisomas. Sin embargo, cada ubicación 

puede tener más de un tipo de receptor, y puede haber una interacción entre ellos. Modificado de 

Noctor y col. (2016). 

 

Por otra parte, la especificidad en la señalización por ROS se obtiene a través del 

control espacio-temporal de su producción y eliminación en las diferentes orgánulos y 

localizaciones subcelulares: cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas, apoplasto y 

núcleo (Baxter y col., 2014).  Se ha sugerido que la propagación de la señal por ROS se 

realiza a través de interactores específicos en cada compartimento (Sewelam y col., 

2014). Así mismo, la estabilidad del H2O2 en relación con la vida media del radical 

superóxido y del oxígeno singlete, su capacidad de difusión y los valores elevados 

detectados en los diferentes tejidos vegetales, (100-200 nmol.g-1 peso fresco e incluso 

superiores) han llevado a considerar al H2O2 como la molécula señalizadora por 

excelencia en la señalización por ROS (Foyer y col.,  2013; Mittler y col., 2017).   

Otra de las características de las ROS es que pueden estar integradas con diferentes 

vías de señalización, como proteínas kinasas, señalización por Ca2+, redes hormonales, 
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redes metabólicas celulares y respuestas celulares redox. En algunos casos la 

acumulación de ROS precede a la activación de la señalización a través de estas redes, 

mientras que en otros ejemplos, la acumulación de ROS es el resultado directo de la 

señalización a través de estas redes. Un buen ejemplo clásico de vías activadas por ROS 

lo constituyen las cascadas de proteínas kinasas activadas por mitógenos (MAPK) que 

presentan complejas interacciones entre ellas y entre otras vías de señalización como 

las hormonales y con el óxido nítrico (NO) (ver Figura 5) (Mittler  y col., 2011; Niu y col., 

2016).  

 

Figura 5. Rutas de señalización mediadas por óxido nítrico, peróxido de hidrógeno, oxígeno y 

calcio. Estas moléculas pueden ser modulados por estímulos percibidos por distintos sensores y/o 

activar cascadas enzimáticas (MAPKs) o ciclinas dependientes de proteínas kinasa (CDPKs) para 

regular distintos procesos fisiológicos, de  desarrollo o de respuesta a estrés. Modificado de Niu y 

col. (2016). 

 

Por otro lado, se considera que incrementos transitorios de ROS en los diferentes  

orgánulos y el apoplasto pueden impactar específicamente, de forma espacio-

temporal  positiva o negativa, sobre la progresión o bien la inhibición de una cascada 

especifica de señalización. Esta compleja regulación de la comunicación interorganular 
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mediada por ROS parece que es necesaria para captar por parte de las plantas un 

amplio espectro de estímulos ambientales, que tienen su efecto sobre la homeostasis 

celular, permitiéndoles de este modo adaptarse fisiológicamente a tales condiciones 

(Mignolet-Spruyt y col., 2016). 

 Otra particularidad interesante, es que un incremento en ROS inevitablemente 

conduce a un aumento en otra importante molécula señalizadora, el óxido nítrico (NO) 

y viceversa, y la razón ROS/NO en un determinado compartimento celular, puede ser 

más importante que sólo la acumulación de ROS. Ambos interaccionan y participan  

modulando la expresión de genes y el destino celular (Noctor y col., 2016). 

1.2. Especies reactivas de nitrógeno y modificaciones postraduccionales 

Las especies reactivas de nitrógeno (RNS) incluyen el óxido nítrico (NO) y otras 

moleculas relacionadas, como el peroxinitrito (ONOO-), el dióxido de nitrógeno (NO2), 

el trióxido de dinitrógeno (N2O3) y los S-nitrosotioles. El NO es un radical libre lipofílico  

gaseoso y un metabolito de gran importancia en plantas, considerado  como molécula 

implicada en el proceso de señalización intracelular e intercelular por su capacidad de 

difundir a través de las membranas celulares. Puede reaccionar con proteínas, lípidos y 

ácidos nucleicos, si bien la vida media del NO in vivo es relativamente corta, del orden 

de 10 s (Pfeiffer y col., 1999). El NO es una molécula fundamental en procesos 

fisiológicos, de desarrollo como la floración, la germinación de semillas, maduración y 

senescencia, el cierre estomático (Shi y col., 2015), regulación del crecimiento, 

señalización hormonal, respuesta a estrés abiótico, homeostasis del hierro y defensa 

de la planta frente a patógenos (Giba y col., 2006; Camejo y col.,  2013;  Liu y col., 

2015; Wang y col., 2015) entre otros (ver Figura 6). 

http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2016.00230/full#B97
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2016.00230/full#B69
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2016.00230/full#B69
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Figura 6. Procesos regulados por el óxido nítrico y su respuesta a diferentes estreses 

abióticos. El óxido nítrico regula diferentes procesos de crecimiento y desarrollo como son la 

germinación, la floración, el desarrollo radicular, la senescencia y la maduración, así como a otros 

procesos fisiológicos relacionados con el cierre estomático y el crecimiento del tubo polínico. A su 

vez responde a diferentes estreses abióticos, como frío, calor, salinidad, sequía, radiación 

ultravioleta e intoxicación por metales pesados. Modicada de Niu y col. (2016). 

El NO puede reaccionar de forma inmediata con el O2
.- para formar peroxinitrito que 

se caracteriza por ser un potente oxidante capaz de oxidar grupos tiol y nitrar las 

proteínas mediante la adición de un grupo NO2 en residuos de Tyr, o bien y  de forma 

menos frecuente en residuos de Trp, alterando su estructura y actividad (Dalle-Donne 

y col.,  2005). 

Junto a estas modificaciones, otros efectos postraduccionales (PTM, Post-

Traductional Modifications) que son capaces de inducir las RNS son la S-nitrosilación y 

la S-glutationalización, ambas con influencia en la estructura y funcionalidad de las 

proteínas, modificando la actividad de las mismas (de Pinto y col.,  2013; Camejo y col.,  

2015). 

1.2.1. S-nitrosilación 

La S-nitrosilación de proteínas consiste en la unión covalente y reversible de NO con 

el grupo tiol de un residuo cisteína, provocando de esta forma, variaciones en la 

función de las mismas (Stamler y col., 2001; Romero-Puertas y col., 2013). 
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Generalmente, el proceso de la S-nitrosilación depende de la reacción de NO con O2 

para formar trióxido de dinitrógeno (N2O3) que reacciona con el grupo tiol formando S-

nitrosotiol  (RSNO) (Corpas y col., 2013). Así, los S-nitrosotioles (RSNOs) son 

metabolitos biológicos de NO, que se forman también por la reacción de NO con 

componentes no proteicos que contienen grupos sulfidrilo. Los RSNOs participan en 

reacciones biológicas importantes, incluyendo liberación de NO, transnitrosación y S-

tiolación. La mayoría de los S-nitrosotioles son inestables en soluciones acuosas, 

excepto el S-nitrosoglutatión (GSNO), que se forma mediante la S-nitrosilación del 

tripéptido glutatión (GSH) (glutamil- cisteinil glicina), con NO en presencia de una 

molécula de oxígeno. También se puede formar por la reacción de glutatión reducido 

con peroxinitrito. Debido a su estabilidad y a la elevada abundancia del GSH en las 

células, el GSNO es uno de los metabolitos endógenos más abundantes de NO y un 

buen medio de transporte y almacenamiento del mismo en las células (Besson-Bard y 

col., 2008; Gao y col., 2009). 

1.2.2. S-glutationilación  

La S-glutationalización de proteínas constituye otra modificación postraduccional 

reversible y se produce a través de la adición de glutatión a un tiolato (Cys–S-) de un 

residuo de cisteína, a pH fisiológico. Esta modificación al igual que la S-nitrosilación 

está implicada en muchos procesos fisiológicos, y fundamentalmente en las rutas de 

señalización y de regulación de proteínas, no sólo en condiciones de estrés oxidativo 

y/o nitrosativo, sino también en condiciones fisiológicas normales, en las que se 

generan tiolatos. Se ha sugerido que ambas PTMs  juegan un papel  importante como 

mecanismos de protección de proteínas frente a la sobre-oxidación, que conlleva la 

pérdida de actividad  en condiciones de estrés (Zaffagnini y col., 2013) aunque al igual 

que la S-nitrosilación, también puede resultar en la modulación de la actividad de 

proteínas específicas e influir en la localización  celular de las mismas (Hashemy y col., 

2008; Camejo y col., 2013 y 2015;  Chardonnet y col., 2015). La deglutationalización de 

proteínas puede ocurrir en condiciones reductoras y es el resultado de la liberación del 

GSH de la proteína glutationalizada. Este proceso de forma general se encuentra 

regulado por las enzimas  glutaredoxinas (GRXs) y también implica la intervención de 

http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2017.00240/full?utm_source=newsletter&utm_medium=email&utm_campaign=Plant_Science-w9-2017#B25
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GSH y de la actividad Glutatión Reductasa (GR) dependiente de NAD(P)H  (Waszczak y 

col., 2015). El proceso de glutationalización de proteínas se considera no sólo como un 

mecanismo de defensa antioxidante frente al estrés oxidativo sino también, como un 

mecanismo regulador en el proceso de señalización celular, de forma similar a lo 

descrito para la S-nitrosilación. Sin embargo, los mecanismos que median y regulan la 

glutationalización de proteínas en plantas están aún por definir (Klatt y col., 2000; Grek 

y col., 2013). 

1.2.3. S-sulfhidratación  

El papel del H2S como molécula señalizadora  es un aspecto emergente en plantas y 

en sistemas animales. Al igual que el NO, el sulfuro de hidrógeno H2S es una molécula 

que recientemente ha acaparado la atención por su posible participación en la 

regulación y en la modulación de la actividad de proteínas mediante su unión a grupos 

hemo presentes en las mismas. Además, el H2S puede promover a través de varios 

mecanismos potenciales, la formación de grupos persulfuros en las proteínas, un 

proceso denominado como S-sulfidratación. La formación de grupos persulfuros podría 

ocurrir como resultado de un ataque nucleofílico del H2S a residuos de cisteína 

oxidados, bien como ácido sulfénicos, puentes disulfuro o formando aductos con 

glutatión (Finkel y col., 2012). Otra posibilidad que se ha barajado es la posible 

reacción del H2S con el intermediario sulfenilamida, como se ha descrito para la 

tirosina-fosfatasa humana 1B (PTP1B). El persulfuro resultante puede, en este caso,  

ser reducido por la actividad Trx (Krishnan y col., 2011). Sin embargo estos 

mecanismos de reacción descritos, no están experimentalmente validados, 

considerando el bajo poder reductor del H2S en comparación con el del glutatión y el 

hecho de su baja reactividad y abundancia en las células (Figura 7). 
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Figura 7. Principales modificaciones en los grupos tiólicos de los residuos aminoacídicos de 

cisteína. El grupo tiolato está presente a pH fisiológico, su primera forma oxidada es el ácido 

sulfénico, la segunda forma oxidada es el ácido sulfínico, capaz de ser reducido por sulfirredoxina. El 

último e irreversible estado de oxidación es la forma sulfónica. El grupo tiolato es capaz de formar 

espontáneamente puentes disulfuro los cuales son reducidos por Trx. El tiolato puede ser oxidado 

por nitrosoglutatión formando grupos nitrosoglutatión o aductos con glutatión y estos estados 

pueden ser reveridos por Trx (tiorredoxinas) y Grx (glutarredoxinas), respectivamente. El estado 

sulfénico de la cisteína también puede ser oxidado por un grupo sulfidrilo dando lugar a un radical 

S-sulfidrilo, el cual puede ser reducido por Trx (Adaptado de Coutier y col., 2013) 

 

2. Sistemas redox  en plantas 

 

El término Biología Redox se refiere a la capacidad de las ROS como moléculas 

señalizadoras para regular y mantener correctamente las funciones fisiológicas 

normales, fundamentalmente a través de su interacción con residuos de cisteína 

presentes en las proteínas.En este sentido junto a las modificaciones 

postraduccionales  citadas anteriormente, una parte de la regulación oxido-reductora 

de la célula se basa en la modulación de la actividad de distintas proteínas a través de 

la modificación oxidativa de grupos que son fácilmente oxidables, normalmente 

cisteína (Cys) y metionina (Met). El grupo tiol que forma la cisteína en su forma 
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reducida, se puede presentar de un menor a un mayor grado de oxidación, en forma 

de disulfuro (S-S), ácido sulfénico (R-SOH), sulfínico (R-SO2H) o sulfónico (R-SO3H). La 

formación de disulfuro es un proceso reversible en las células en condiciones óptimas 

u oxidantes suaves, protegiendo así a la cisteína de oxidaciones posteriores. Los grupos 

sulfínico o sulfónico constituyen modificaciones  en general, irreversibles y altamente 

reactivas que producen cambios estructurales en las mismas acompañados por 

alteraciones funcionales. Así, bajo condiciones altamente oxidantes, estas 

modificaciones acaban produciendo la degradación de la proteína, aunque 

recientemente se ha descrito que los grupos sulfínico en algunas proteínas pueden ser 

revertidos por la acción de enzimas como las sulfirredoxinas (Srxs, EC: 1.8.98.2) 

(Iglesias-Baena y col., 2010). Por otro lado, los cambios funcionales derivados de las 

modificaciones redox pueden afectar al proceso transcripcional, a la fosforilación y a 

otros eventos implicados en señalización o bien alterar los flujos metabólicos al 

modificar las propiedades enzimáticas (Reczek y col., 2015).  

Los principales sistemas basados en la regulación de grupos tiólicos-disulfuro están 

ligados a proteínas como tiorredoxinas (Trx, EC: 1.8.1.9) y glutaredoxinas (Grx, EC 

1.20.4.1), que además de su papel en la regulación redox, pueden ser sustratos de 

enzimas reductoras entre ellas peroxidasas o ribonucleótido reductasas (RR) (Coutuier 

y col., 2013). En base a ello, el estado redox de la célula dependerá en parte, de los 

grupos tioles y disulfuro de los antioxidantes, entre ellos el GSH y las proteínas Trx, Prx, 

Srx y Grx entre otros. Por otro lado, a raíz de estudios recientes, se considera que el 

estado redox en los distintos compartimentos celulares depende en gran medida de 

los cocientes relativos entre grupos oxidados y reducidos del GSH y Trx (Go y col.,  

2010). 

2.1. Tiorredoxinas en plantas  

Las tiorredoxinas clásicas son proteínas pequeñas (12-14 kDa) que se caracterizan 

por una secuencia muy conservada en su centro activo-WCGPC- cuyas cisteínas 

pueden presentar dos estados, oxidadas formando puentes disulfuro o reducidas, en 

forma de ditiol (Meyer y col., 2005). Por otro lado, las Trxs atípicas poseen algunas 

características comunes con las Trxs típicas aunque se diferencian de aquellas en 
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centros activos atípicos, múltiples dominios Trx o bien motivos Trx asociados.  Las Trxs 

clásicas son activas en su forma reducida interviniendo en la reducción de puentes 

disulfuro de otras proteínas diana, a través de un mecanismo de intercambio ditiol-

disulfuro, regulando así la actividad de las mismas. Son proteínas que se encuentran 

presentes en casi todos los seres vivos, siendo en todos los casos de codificación 

nuclear (Sevilla y col.,  2015). Estas proteínas se describieron por vez primera en 1964, 

junto a las NADPH tiorredoxin reductasas (NTRs), como el sistema de transferencia de 

poder reductor a la ribonucleótido reductasa (Laurent y col., 1986). En algunos 

organismos, esta última enzima es la única vía de producción de 

desoxirribonucleótidos, por lo que su función es fundamental para la división celular.  

El mecanismo de acción de las Trxs, que también emplean las Grxs, tiorredoxina 

reductasa dependiente de NADPH (NTR, EC: 1.8.1.9) y la tiorredoxina reductasa 

dependiente de ferredoxina (FTR, EC: 1.18.1) consiste en un ataque ditiol en dos 

etapas. Está basado en que las dos cisteínas del centro activo se encuentran en 

diferentes ambientes, lo que les permite actuar de forma distinta. Así pues, a pesar  de 

que el pK de los grupos tiólicos normalmente tiene un valor entre 8,0 y 9,0, en el caso 

de las Trxs  una de las cisteínas del centro activo lo tiene menor (Mailloux y col., 2014). 

Este bajo pK a pH fisiológico (que como ejemplo, en el caso de la Trx de E. coli,  la Cys 

32 posee un pK de 6,75), permite a las cisteínas correspondientes actuar como un 

nucleofílico fuerte (S-) que ataca al puente disulfuro de la proteína diana formando un 

puente disulfuro mixto con ella, que se rompe inmediatamente por  el ataque de la 

segunda cisteína, con un pK más elevado (en el caso de E. coli esta segunda  cisteína es 

la Cys 35, con un pK de 9,0) (Holmgren y col., 1995) (ver Figura 8). 

 

Figura 8. Mecanismo de acción de las Trxs por ataque ditiol en dos etapas. El mecanismo de 

acción consiste en un ataque ditiol en dos etapas. Las dos cisteínas del centro activo se encuentran 

en diferentes ambientes, por lo que no tienen el mismo pK a pH fisiológico. Una cisteína actúa como 

un nucleófilo fuerte (S-) que ataca al puente disulfuro de la proteína diana formando un complejo 

disulfuro mixto con ella, el cual se disocia mediante el ataque de la segunda cisteína. Este proceso 

tiene como resultado la obtención de la proteína diana reducida y la Trx oxidada. 

Trx Diana Trx Diana Trx Diana



INTRODUCCIÓN 
 

20 
 

En plantas se han identificado al menos diez familias distintas con más de 40 

miembros presentes en prácticamente todos los compartimentos celulares (Meyer y 

col.,  2012). Así en Aradidopsis thaliana, se han identificado al menos 20 genes de Trx 

gracias a la completa secuenciación de su genoma y mostrando todas ellas 

sorprendentes homologías (Meyer y col., 2012). La diversidad y número de isoformas 

de Trxs en plantas (Figura 9) parece sustentar la idea  del contenido en ellas de una 

mayor capacidad antioxidante en comparación con los sistemas animales, en los que al 

menos en mamíferos, solo se encuentran dos tipos diferentes de Trxs: Trx1 y Trx2, 

presentes en el citoplasma /núcleo y en la mitocondria, respectivamente (Lillig y col., 

2007). 

 

Figura 9: Presencia de diferentes isoformas de tiorredoxina en Arabidopsis thaliana. Las 

isoformas reducidas por tiorredoxina reductasa dependiente de NADPH son NTRC, CDSP32 y Trxo, 

que actúan reduciendo principalmente a las peroxirredoxinas PrxIIF y 2 Cys Prx, mientras que las 

reducidas por ferredoxina tiorredoxina reductasa (FTR) dependientes de ferredoxina (Fd) son las 

isoenzimas Trxm, Trxf, Trxx, Trxz y Trxy, actuando sobre PrxIIF y 2 Cys Prx excepto Trx y que reduce a 

glutatión peroxidasa (GPX1) y peroxirredoxina Q (PrxQ). Las enzimas glutraredoxinas (Grx) utilizan 

glutatión como fuente de poder reductor y principalmente reducen a peroxirredoxina IIE (PrxIIE). 

Otros reductores como ascorbato pueden actuar directamente reduciendo a la enzima eliminadora 

de peróxido de hidrógeno, ascorbato peroxidasa (APX). Adaptada de Dietz y col. (2011). 
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Las Trxs de plantas se clasifican en varios grupos según sus secuencias y localización. 

Los cloroplastos contienen las Trxs: f,m,x,y,z junto con la atípica CDSP32 (proteína 

cloroplastídica susceptible de inducción por sequía), que se caracterizan por poseer un 

péptido señal que las dirige a este orgánulo, mientras que en mitocondrias, el sistema 

es mucho más simple que el de plastidios y se localizan al menos dos tipos distintos,  

las Trxs o como las de Arabidopsis (AtTrxo1) y la de guisante (PsTrxo1) que poseen una 

extensión N-terminal que las conduce a este orgánulo y una Trxh2, un tipo de Trx 

citosólica localizada también en mitocondrias y que carece de péptido señal (Laloi y 

col., 2001; Martí y col., 2009; Meng y col., 2010). Por otro lado, en guisante se ha 

descrito una doble localización para la PsTrxo1, no sólo en la mitocondria sino también 

en el núcleo en condiciones estándar de crecimiento (Martí y col., 2009), al igual que 

ocurre en cultivos de células TBY-2 sobre-expresantes de PsTrxo1 (Ortiz-Espín y col.,  

2015). 

A nivel de citoplasma, la mayoría de Trxs presentes pertenecen al grupo de las Trxs 

h. Se asume que la mayoría de Trxs h son proteínas citosólicas, ya que carecen de 

péptido señal, aunque como se acaba de describir alguna de estas Trxs presentan 

localizaciones alternativas que incluyen no sólo mitocondrial sino también localización 

nuclear (Traverso y col., 2013). Además en soja, las Trxs h1 y h2 que pertenecen al 

mismo grupo que la PtTrxh2, poseen una extensión N-terminal hidrofóbica que las 

podría ligar a membranas. Datos recientes indican que la familia de Trx h se divide en 

tres subgrupos (I,II y III) en base a su similitud de secuencia y propiedades bioquímicas, 

siendo únicamente las Trx h del subgrupo I las que presentan una estructura clásica 

Trx, considerándose el resto como Trxs h como atípicas (Meng y col., 2010; Lázaro y 

col., 2013). Recientemente, se ha demostrado que las Trxs h de plantas sufren 

modificaciones post-traduccionales en la parte N-terminal, en función del grupo 

filogenético al que pertenecen. Este estudio ha permitido identificar la localización 

membranosa del subgrupo II y III de las Trxs h de plantas (membrana plasmática, Golgi 

y retículo) (Traverso y col., 2013). 

En relación a la localización nuclear y a diferencia de lo que ocurre en el resto  de 

los orgánulos, en el núcleo se han descrito fundamentalmente Trxs atípicas como las 

nucleorredoxinas (NRX), que son proteínas con dos o tres dominios Trx (Marchal y col., 
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2014), aunque también se ha descrito la localización nuclear de la Trxo1 en  guisante 

comentada anteriormente (Martí y col., 2009), y la de Trxs h demostrada bajo 

condiciones de estrés oxidativo durante la germinación (Serrato y col., 2003; Pulido y 

col., 2009). Más recientemente se ha demostrado que la NRX1 de Arabidopsis es 

reducida en núcleo por una tiorredoxina reductasa concretamente la isoforma NTRA,  

lo que podría constituir un sistema TRX completo en este orgánulo (Cejudo y col., 

2014). 

Por otro lado las Trxs son miembros de dos sistemas redox que se encuentran en 

diferentes compartimentos celulares. Uno de ellos es el constituido por la 

ferredoxina/tiorredoxina que se localiza en el cloroplasto y está compuesto por 

ferredoxina (Fd), FTR y  las diferentes Trxs cloroplastídicas (Schürmann y col.,  2008). El 

segundo sistema NADPH/tiorredoxina, compuesto por NADPH, NTR y Trx está 

localizado en el citoplasma, en la mitocondria y en el núcleo (Laloi y col 2001; Pulido y 

col.,  2009; Sevilla y col.,  2015), como ya se ha comentado. 

2.1.1. Funcionalidad de las tiorredoxinas 

Basándonos en la identificación de dianas y en el fenotipo de plantas 

transformantes podemos asumir que la función más importante descrita para la 

mayoría de tiorredoxinas es la de actuar como proteínas redox y antioxidantes. Se ha 

descrito la multifuncionalidad de las Trxs en procesos que incluyen: el desarrollo 

vegetal vía la regulación de la formación del embrión, el control de la comunicación 

intercelular, la movilización de reservas en semillas, la biogénesis de estructuras 

cloroplastídicas, el metabolismo carbonado y del fosfato, generación de ATP,  la 

respuesta a estrés y el mantenimiento de la homeostasis redox celular (Pagnussat y 

col.,  2005; Reichheld y col., 2007; Arsova y col., 2010; Lázaro y col., 2013; Ying y col., 

2017). 

Como antioxidante, la Trx es capaz de ceder electrones en una cascada secuencial 

de óxido-reducción con la finalidad de eliminar los ROS en la célula. Un ejemplo de ello 

es la activación de la peroxirredoxina (Prx), una enzima que a su vez elimina el H2O2 

celular, o la activación de metionina sulfoxido oxidoreductasa (MSR), enzimas que 
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reducen peróxidos orgánicos y reparan proteínas oxidadas (Dietz y col., 2011; Tarrago 

y col., 2009). La participación de la Trx en la modulación del estado  redox de los 

grupos cisteínicos del proteoma de la célula, es otra función importante, ya que 

permite, mediante la reducción de puentes disulfuro de proteínas específicas, modular 

la funcionalidad de diversos ciclos celulares como es el ciclo de Calvin, el ciclo celular o 

el ciclo de los ácidos tricarboxilicos (TCA) (Daloso y col., 2015). 

En mitocondrias, diversos estudios de identificación de posibles proteínas diana de 

Trxo1, mediante la técnica de cromatografía de afinidad, han llevado a sugerir la 

participación de la Trxo1 en procesos que incluyen la fotorrespiración, el ciclo de los 

ácidos tricarboxílicos, la síntesis de ATP, la síntesis hormonal y del azufre, la regulación 

redox de la AOX, la eliminación de ROS, el transporte intermembrana, la transducción 

de señales y su relación con la respuesta adaptativa frente al estrés salino y estrés 

metálico (Balmer y col.,  2004; Gelhaye y col., 2004; Martí y col., 2009, 2012; Daloso y 

col., 2015). Además la interacción in sílico entre PsPrxIIF y PsTrxo1 mitocondriales y el 

patrón de expresión encontrado para ambas proteínas en estrés por salinidad y Cd,  

apoya la posibilidad de que la Trxo1 podría tener un papel relacionado con ROS y 

señalización redox en mitocondrias en condiciones fisiológicas normales y en estrés 

abiótico (Barranco-Medina y col., 2008a; Martí y col., 2012). 

No obstante, en ocasiones se ha observado que la Trx ejerce funciones 

independientes de su capacidad reductora como es la de su participación como 

chaperona foldasa y holdasa implicadas en el plegamiento de proteínas y en su 

prevención frente a la agregación (Sanz-Barrio y col., 2012; Du y col., 2015) como co-

chaperonas (Prasad y col., 2010; Chae y col., 2013), o como elemento estructural 

durante la formación de vacuolas en levaduras (Xu y col., 1997), el ensamblaje de fagos 

en E. coli (Russel y col., 1985) o la participación en la replicación del ADN por su unión 

al complejo de la ADN polimerasa del fago T7 (Mark y col., 1976).  

2.1.2. Tiorredoxinas nucleares 

La información sobre la función de la Trx nucleares en plantas, es más reducida que 

la existente sobre las isoformas cloroplastídicas y citosólicas, por lo que parte de las 

funciones descritas para las Trxs en núcleo, se han obtenido en sistemas animales, 
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levaduras y microorganismos, en las que estas proteínas están bien caracterizadas.  En 

general la funcionalidad en núcleo suele estar asociada, entre otros procesos, con la  

proliferación y crecimiento celular, modulación del ciclo celular, apoptosis y activación 

de determinados genes relacionados con el estrés abiótico o la defensa celular.  Los 

mecanismos por los que las Trxs intervienen en estas funciones abarcan desde la 

regulación redox nuclear, a la activación de factores de transcripción específicos a 

través de interacciones directas y/o indirectas, la integración como elemento 

estructural de complejos de replicación del ADN o bien activando a quinasas o ciclinas 

dependientes de quinasas (CDK) (Go y col., 2010; Hirota y col., 2000;  Marchal y col., 

2014;  Sevilla y col., 2015). A continuación se detallan algunas de estas funciones: 

2.1.3. Reguladores del estado redox 

La participación como reguladores del estado redox nuclear se sustenta en la 

identificación en núcleo de potenciales proteínas diana mediante el empleo de 

diferentes aproximaciones proteómicas, ensayos de doble híbrido y/o ensayos de 

actividad enzimática, y que incluye a determinadas peroxirredoxinas como la 1-Cys 

Prx1 (Pulido y col., 2009), factores de transcripción, proteínas implicadas en defensa 

y/o en el metabolismo celular y en señalización, entre otras tal y como se describe a 

continuación.  

2.1.4. Función antioxidante  

Adicionalmente se ha descrito la participación potencial de las Trxs como proteínas 

antioxidantes, y en el núcleo puede tener lugar la acumulación de H2O2 e incluso la 

generación de radicales .OH por interacción del mismo con hierro, considerando que la 

reposición de una proporción elevada del Fe celular se produce a nivel nuclear. La 

ausencia de información fehaciente sobre la localización nuclear de enzimas 

antioxidantes como SODs, catalasa (CAT) o las componentes del ciclo ascorbato-

glutatión (ASC-GSH), unida a la presencia en él en casos específicos, de 1-Cys 

peroxirredoxina (1-Cys Prx) y de NTR, como ocurre en semillas de trigo y en 

Arabidopsis, ha llevado a sostener la presencia en núcleo de un mecanismo de control 
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de procesos oxidativos, contribuyendo por tanto al mantenimiento en este 

compartimento de un ambiente altamente reductor (Serrato y col., 2004; Marchal y 

col., 2014; Delorme y col., 2016). En este sentido se ha sugerido que tanto el sistema 

Trx como el GSH podrían proteger al ADN de daños oxidativos y regular la expresión de 

genes implicados en su reparación o modificar la actividad de proteínas a través del 

proceso de glutationalización  (Go y col., 2010).  

2.1.5. Modulación de factores de transcripción 

La regulación redox por Trx de factores de transcripción (TFs, Transcription Factors) 

está ampliamente descrita en bacterias, hongos y en células animales, 

fundamentalmente de mamíferos. En animales, la función de los TFs regulados por Trx 

se relaciona con procesos de ciclo celular, diferenciación y apoptosis e incluye a los 

factores de transcripción NF-kB; p53, AP-1, Nrf2, HIF, receptor de glucocorticoide y 

receptor de estrógeno, entre otros. Cada uno de ellos presenta en su estructura un 

grupo tiol de un residuo de cisteína, que está controlado por el estado redox del 

núcleo y que desempeña un papel importante en la actividad transcripcional. Como 

ejemplo la proteína supresora de tumores p53 controla la progresión del ciclo celular, 

la supervivencia celular, la apoptosis y la reparación del ADN en células expuestas a un 

estrés genotóxico (Seemann y col., 2005). Esta proteína se une a un factor redox 

formado por las proteínas APE/Ref1 para formar un complejo con actividad 

endonucleasa y tiol reductasa reciclado por Trx. De esta forma, la proteína p53 es 

capaz de parar el ciclo celular en fase G1 y evitar que progrese hasta que los daños en 

el ADN hayan sido reparados (Lotem y col., 1996; Levine y col., 1997). Adicionalmente, 

el dominio tiol reductasa del factor redox1 (Ref1) es capaz de regular la actividad de la 

proteína activadora AP-1, un TF que controla procesos como la diferenciación, la 

proliferación y la apoptosis. Por otro lado, el factor NF-kβ se activa en condiciones 

oxidantes debido a la fosforilación de la proteína inhibidora de kappa beta (I-kβ), una 

proteína que en condiciones basales mantiene secuestrado a NF-kβ. En condiciones 

oxidantes NF-kβ queda libre lo que permite su traslado al núcleo donde es activado por 

la acción reductora de una Trx. De esta forma, NF-kβ ejerce sus funciones reguladoras 

sobre la expresión de genes relacionados con la inmunidad 
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En plantas superiores este tipo de regulación está menos estudiada, aunque 

también se han encontrado algunos ejemplos de TFs regulados por Trx como aquellos 

de la familia NAC (SsNAC23),  en la caña de azúcar,  algunos factores de la clase bZIP en 

Arabidopsis, algunos otros de la familia R2R3 con dominio MYB en maíz y los TFs 

miembros de la familia teosinta ramificada cicloidea (TCP) en plantas espermatófitas 

(Heine y col., 2004; Viola y col., 2013). En el caso de SsNAC23, que está relacionado con 

el desarrollo, crecimiento de meristemos florales y respuesta a estrés abiótico, 

diversos ensayos como el de dos híbridos en levadura (2-HYB) han mostrado que se 

une concretamente a Trxh1 (Ditt y col., 2011) y se induce por frío (Jensen y col., 2010). 

 Generalmente, una señal oxidativa puede favorecer la traslocación de ciertos TFs al 

núcleo donde son reducidos a través de proteínas como Trx, Grx o GSH. Esta 

modificación redox del TF permite su unión a secuencias específicas en el ADN y por 

tanto la expresión de genes concretos. Los TFs  como los TGA, llamados así por su lugar 

de unión al ADN “TGACG”, están implicados en la regulación de genes relacionados con 

la patogénesis ya que son capaces de interaccionar con la proteína NPR1 (Non-

expressor of Pathogenesis Related gene 1) (Kesarwani y col., 2007). Esta proteína es 

reducida por Trxh5 y Trxh3 entre otras Trxs (Tada y col., 2008; Kneeshaw y col., 2014), 

lo que favorece su agregación en un estado multimérico y activo (Mou y col., 2003). En 

estas condiciones es capaz de dirigirse al núcleo y activar al factor de transcripción 

TGA. Otras moléculas como el glutatión podrían también regular la actividad de TGA 

de forma directa mediante la modulación de su estado redox y Trxh (Tada y col., 2008) 

y de esta forma participar también junto a las Trxs en las rutas de señalización de la 

respuesta sistémica adquirida.  

El factor TCP (Teosinte branched1-Cycloidea-Proliferating cell factor1) en plantas 

espermatófitas parece tener una función importante en la regulación del desarrollo 

vegetal principalmente en los rasgos morfológicos (Martín-Trillo y col., 2010; Uberti-

Manassero y col., 2012). Para ello se ha descrito que es necesaria su activación redox 

por GSH y Trx. De hecho, estudios en Arabidopsis muestran que la unión de TCP al ADN 

es inhibida por el tratamiento con agentes oxidantes como amida, glutatión oxidado, 

peróxido de hidrógeno o agentes productores de NO, mientras que la inhibición puede 

ser revertida por el tratamiento con agentes reductores como el DTT, el glutatión 
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reducido o el sistema NTR/Trx. Además, la mutación de la Cys20 en el factor TCP-15 

hace que no responda a las variaciones redox celulares. De hecho, en condiciones 

oxidantes, esta cisteína forma un puente disulfuro con la cisteína de otro TCP-15 

inactivando la unión de ambos factores de transcripción al ADN (Viola y col., 2013). 

2.1.6. Regulación de funciones metabólicas y de señalización nuclear 

La identificación de posibles proteínas dianas nucleares ha llevado a sugerir también 

la participación de la Trx nuclear en diversas actividades metabólicas y/o en procesos 

de  señalización (Delorme y col., 2016). En este contexto considerando la posible 

interacción entre Trx y la enzima Gliceraldehido3-fosfato deshidrogenasa  (GAPdH) se 

ha vinculado a la Trx en las diferentes vías celulares en las que GAPdH participa, 

incluyendo la actividad secundaria “uracil glicosilasa” importante para el 

mantenimiento de la integridad del ADN, tras la incorporación de GAPdH a núcleo en 

condiciones de estrés por cadmio (Vescovi y col.,  2013). 

Por otro lado mediante ensayos proteómicos en semillas de trigo y cebada, así 

como en hojas de Arabidopsis,  también  se ha descrito a la ciclofilina, como otra de las 

posibles proteínas diana de Trx h. La forma cloroplastídica de ciclofilina puede ser 

activada mediante la reducción de un puente disulfuro en su estructura. En 

Arabidopsis se han identificado varias isoformas posiblemente localizadas en 

citoplasma y núcleo, si bien la función que pueden desempeñar estas proteínas en 

núcleo no está totalmente establecida,  aunque se ha implicado a la  CYP71 (histona H3 

implicada en el silenciamiento génico en la cromatina) en la represión de genes 

homeóticos implicados en la actividad meristemática y en organogénesis en 

Arabidopsis. Sin embargo, no se ha demostrado la regulación redox de ciclofilinas  en  

núcleo (Romano y col., 2004). 

En Chlamydomonas y en semillas de Medicago, la proteína Ran-GTPasa fue la 

primera proteína diana de Trx identificada en núcleo. Esta proteína localizada en 

citoplasma y núcleo es similar a las proteínas de la familia Ran y está  implicada en la 

regulación unidireccional de transporte a través de los poros presentes en la  

membrana nuclear. Este transporte se encuentra menos estudiado en plantas que en 
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mamíferos y levadura, aunque el mecanismo básico que incluye la participación 

importante de la formación de un gradiente de proteína Ran-GTP, se encuentra 

conservado. En plantas, las proteínas Ran presentan dos residuos adicionales de 

cisteína en todas las isoformas, ausentes en organismos eucariotas no fotosintéticos, 

lo que lleva a sugerir la existencia de interacciones específicas entre Ran y Trx sólo en 

los eucariotas fotosintético. (Lemaire y col.,  2004). Otras posibles proteínas diana de 

Trx h en núcleo, son las proteínas de la familia 14-3-3, que constituyen unas proteínas 

altamente conservadas en eucariotas con función reguladora, implicadas en las 

interacciones proteína-proteína y en la transducción de la señalización. Estas proteínas 

son un componente esencial en la regulación del ciclo celular y en el control de la 

integridad del ADN, mediante la regulación de quinasas nucleares y de factores de 

transcripción. Aunque en las diferentes isoformas de las proteínas 14.3.3 se conservan 

residuos de cisteína, al igual que lo descrito para otras posibles dianas nucleares, no se 

tienen evidencias de una potencial regulación redox de las mismas  (Brandes y col 

2011). 

Junto a las proteínas anteriores, el empleo de la tecnología ICAT en semillas de 

cebada permitió describir la posible interacción de la proteína antígeno nuclear de 

proliferación celular PCNA (Proliferating Cellular Nuclear Antigen) con Trx h  (Vescovi y 

col., 2013). Esta proteína es un componente principal de la maquinaria de replicación 

de ADN en el núcleo en células en división, donde además juega un papel central 

conectando diferentes vías ligadas al metabolismo del ADN, como posteriormente se 

comentará más detalladamente.  Sin embargo hasta ahora la interacción descrita entre 

PCNA-Trxh, no se ha validado experimentalmente, aunque el desarrollo de esta Tesis 

Doctoral ha permitido demostrar por diversas aproximaciones experimentales y por 

vez primera, que PCNA es una proteína diana de Trxo1 y que esta interacción tiene 

lugar en núcleo. 

2.1.7. Apoptosis y muerte celular programada  

Los procesos de desarrollo celular requieren una homeostasis estrictamente 

regulada en un equilibrio entre proliferación y supervivencia celular, y la muerte 

celular. En los seres vivos este último proceso se llama muerte celular programada o 
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PCD (Programmed Cell Death), también denominada apoptosis en animales. Tanto uno 

como otro ocurren en un amplio rango de procesos fisiológicos, incluyendo la 

eliminación de células dañadas o innecesarias en fase G1. La Trx es capaz de actuar en 

ambos sentidos como inhibidora o activadora del proceso apoptótico y desde este 

punto de vista podría considerarse un importante sensor redox del destino celular. En 

animales, la Trx puede actuar como elemento anti-apoptótico al secuestrar a la MAP 

quinasa, ASK1 (Apoptosis Signal Regulating Kinase 1). En condiciones reductoras la Trx 

mantiene inactiva a esta proteína y sin embargo, ante un aumento de H2O2 en la 

célula, la Trx se oxida y libera esta factor que favorece la activación de rutas de muerte 

celular programada (Tonissen y col., 2009). Ademas la Trx reduce el daño oxidativo  en 

condiciones de estrés inductoras de senescencia celular prematura a través de la 

activación del factor p16 implicado en vías de supresión tumoral (Duque y col., 2006; 

Young y col., 2010), o bien mediante la reducción directa de  los niveles celulares de 

ROS (Huang y col., 2015). Como elemento pro-apoptótico, la Trx activa al factor de 

transcripción p53 directa o indirectamente a través del factor Ref-1 (Ueno y col., 1999), 

y p53 activa genes específicos que favorecen la síntesis de proteínas que facilitan la 

salida de citocromo c de la mitocondria, lo que constituye una señal capaz de originar 

toda una cascada de señalización que origina la fragmentación del ADN y la muerte de 

la célula. 

En plantas la PCD tiene lugar entre otros, durante los procesos de diferenciación del 

gametofito femenino (Wu y col., 2000), el desarrollo del endospermo y la capa de 

aleurona en la semilla de cereales (Young y col., 2000), así como en respuesta a 

diferentes estímulos externos y condiciones extremas de estrés abiótico, entre ellos 

elevadas temperaturas y/o intensidad lumínica o bien concentraciones altas de 

metales pesados (Rao y col., 2001: Locato y col., 2016). La intensidad del estrés y el 

tiempo de aplicación constituyen dos factores claves en el desencadenamiento de los 

procesos de muerte celular. Como ejemplo, en células de tabaco BY-2 (TBY-2, Tbacc 

Bright-Yellow 2) una producción prolongada de H2O2 durante varias horas se demostró 

que activaba un proceso necrótico, caracterizado por el desencadenamiento de una 

muerte celular violenta resultando en un daño rápido de los tejidos y /o en este caso, 

de células circundantes. Sin embargo se observó que una cantidad de H2O2 comparable 
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a la que induce necrosis pero aplicada en un solo pulso, desencadena un proceso de 

PCD (de Pinto y col., 2006).  

Junto a la intensidad y tiempo del estrés, la naturaleza química de las ROS parece 

ser crítica en la especificidad y selectividad de las señales durante este proceso, por lo 

que distintos ROS pueden activar diferentes rutas de señalización. Se ha demostrado 

que el O2
.- activa la síntesis de antocianos en el cloroplasto, mientras que el H2O2 la 

inhibe y favorece la dispersión de muerte celular durante la respuesta hipersensible 

(HR)  (Gadjev y col., 2006; Kaminaka y col., 2006). A su vez, el oxígeno singlete puede 

activar genes cloroplastídicos específicos, como Executer 1 y 2 que intervienen en la 

formación catalítica de H2O2 durante la PCD (Ambastha y col., 2015).  

 En este contexto, la extensa información existente permite asumir que los 

cloroplastos junto con las mitocondrias actúan como los orgánulos prominentes en la 

ejecución del proceso de PCD en plantas. Ambos se encuentran implicados en la 

amplificación de los ROS y en los cambios redox celulares resultantes de esta 

amplificación; estos efectos podrían actuar en el proceso de señalización, lo que 

dependiendo del estado fisiológico de la célula, podría conducir al proceso de PCD. 

Este aumento en ROS está favorecido por una represión de los sistemas antioxidantes, 

si bien esta respuesta no se produce de forma generalizada en todos los 

compartimentos celulares, así en células TBY-2 sometidas a choque térmico se observa 

la modificación de algunos de los componentes del ciclo ascorbato-glutatión (ASC-

GSH), dependiendo del orgánulo celular  (Gechev  y col., 2005; Locato y col., 2009). En 

estas mismas células, la sobre-expresión de tiorredoxina mitocondrial PsTrxo1,  

condujo a diferencias significativas en la respuesta a concentraciones elevadas de H2O2 

con respecto a las células no transformadas. Estas diferencias consistían en una 

elevada y mantenida viabilidad en las células sobre-expresantes, en tanto que las 

células de la línea control presentaban un descenso severo de la viabilidad 

acompañado de un acusado estrés oxidativo, y de un proceso de muerte celular 

generalizada como respuesta al H2O2 a las 72 horas de finalizado el  tratamiento. El 

aumento en determinadas actividades antioxidantes, como catalasa, el mantenimiento 

del estado redox del GSH y los niveles celulares de PrxIIF y Trxo1 mitocondriales, 

podrían  sustentar el retraso en muerte celular de las células sobre-expresantes, en 

relación con lo observado en las células control (Ortiz y col., 2015) (ver Figura 10). 
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Figura 10. Modelo integrador de la influencia de PsTrxo1 en la PCD. Un tratamiento con una 

dosis elevada de H2O2 provoca una respuesta diferencial entre células control y sobre-expresantes 

de PsTrxo1. (1) En las células control, se produce una bajada en los niveles de antioxidantes (APX y 

CAT) y del estado redox del glutatión (GSH/GSH total) y del ascorbato (ASC/ASC total), acompañado 

por un aumento de H2O2 y NO. (2) Esta situación provoca un estado elevado de estrés oxidativo en 

la célula con un aumento de peroxidación lipídica, (3) lo que desencadena una PCD, muriendo el 

100% de las células a los tres días de tratamiento. (4) En las células sobre-expresantes PsTrxo1 el 

tratamiento favorece mecanismos de señalización que implican la regulación redox de proteínas 

diana. (5) Esta situación provoca una disminución en el en el nivel de antioxidantes como APX, una 

bajada menos intensa en PrxIIF y una subida en el nivel de CAT. También se observó una bajada en 

el redox del ascorbato fundamentalmente, ya que el estado redox del glutatión se vio mucho menos 

afectado. (6) Este panorama contribuye a un menor estrés oxidativo evidenciado por cambios de 

menor intensidad en NO y H2O2 intracelular con respecto a las células control y en los niveles de 

peroxidación lipídica. (7) Sin embargo, como consecuencia de este contexto antioxidante y redox, la 

PCD no se vió inhibida sino retrasada en el tiempo y el 100% de células sobre-expresante mueren 

por PCD tres días después que las células control (Ortiz y col, 2015). 

 

Además de la implicación activa de las ROS en las rutas de señalización de PCD, el 

aumento de óxido nítrico (NO) es un evento común a muchos procesos de PCD de 

forma que los tratamientos con generadores de esta RNS aumentan o disminuyen los 

efectos de las ROS, lo que sugiere la interconexión entre ambos metabolitos en 

determinadas rutas (Delledone y col., 2001; de Pinto y col., 2012). En plantas se ha 

demostrado que la respuesta hipersensible se activa por el balance NO/H2O2, de esta 
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forma se ha sugerido que la reacción del NO con el O2
.- que conduce a la generación de 

peroxinitrito (Wilson y col., 2008), en cierta medida altera el balance NO/H2O2 y podría 

representar un mecanismo de disminución en la inducción de muerte celular 

(Delledone y col., 2001; Kim y col., 2012).  

Como ya se describió anteriormente, algunas de las rutas de señalización 

dependientes de NO, están reguladas por modificaciones postraduccionales de 

proteínas, entre ellas la S-nitrosilación, proceso que conduce a la modulación de la 

actividad de proteínas como PrxIIE y  PrxIIF (Romero–Puertas y col., 2007, 2008; 

Camejo y col., 2015) junto a la proteína APX citoplasmaica y APX mitocondrial (de Pinto 

y col.,  2006., Locato y col., 2008; Martí y col., 2012), enzimas capaces de eliminar el 

H2O2 y que están implicadas en el proceso de PCD.  

También se ha demostrado que determinadas  Trxs pueden estar implicadas en la 

regulación del proceso de S-nitrosilación de proteínas específicas en diferentes 

sistemas biológicos, a través del proceso de transnitrosilación o denitrosilación, 

respectivamente, regulando de este modo la actividad biológica de las mismas (Benhar 

y col., 2008; Kornberg y col., 2010).  Como ejemplo,  en mamíferos una subpoblación 

de caspasa-3 en la mitocondria está constitutivamente S-nitrosilada, y de esta forma, 

inhibida, estando la Trx2 mitocondrial implicada en la S-nitrosilación. Sin embargo no 

está experimentalmente establecido el mecanismo intramolecular de la denitrosilación 

por Trx, ni tampoco la especificidad de las proteínas diana de Trx en este proceso  

(Mitchell y col., 2005). Actualmente no se ha descrito la capacidad de la Trxo1 

mitocondrial de plantas para llevar a cabo la S-nitrosilación de dianas específicas, ni su 

posible capacidad transnitrosilante y/o desnitrosilante.   

2.1.8. Ciclo celular 

El ciclo celular  consta de  una serie de eventos que conducen a la célula a su 

división o duplicación (replicación) dando lugar a la producción de dos células hijas. El 

control de la división celular es clave en la regulación del desarrollo vegetal y ha sido 

ampliamente estudiado en levaduras y animales, y de hecho, estos mecanismos 

básicos están conservados en todos los eucariotas. 
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En células eucariotas este ciclo se divide en tres fases: interfase, mitosis y 

citocinesis. Durante la interfase la célula crece y acumula los nutrientes necesarios 

para la división celular y duplicación de su ADN. Esta fase es la más larga en la vida de 

una célula y se divide a su vez en tres subfases: fase G1, S y G2.  Existe además otra 

fase dentro de G1, llamada G0, en la que las células permanecen en estado quiescente 

y no proliferan. Durante la fase G1 se produce el crecimiento de la célula con síntesis 

de proteínas y de ARN y es el período que trascurre entre el fin de una mitosis y el 

inicio de la fase S, donde se replica todo el material genético para poder ser 

transmitido a la descendencia. Como resultado cada cromosoma se duplica y queda 

formado por dos cromátidas idénticas. En la fase  G2, la célula reanuda la síntesis de 

proteínas y ARN, continúa creciendo y se prepara para entrar en fase mitótica, cuyo 

inicio lo determina la condensación de los cromosomas. 

Durante la mitosis la célula madre se divide en dos células hijas idénticas. La 

progresión del ciclo depende de puntos de control específicos regulados entre otros 

elementos, por las proteínas ciclinas y ciclinas dependientes de quinasas, que 

fosforilan a sus proteínas diana y con ello regulan su actividad. Además se ha descrito  

el papel central que el mantenimiento de un equilibrio redox tiene en el destino 

celular tanto en mamíferos como en plantas, y la importante influencia que un ciclo 

interno de fases de reducción y de fases oxidativas puede ejercer en la progresión del 

ciclo celular (Chiu y  col., 2012). 

 Con respecto a Trx, su participación  en el ciclo celular se ha descrito en varios 

puntos. La replicación del ADN depende de forma importante de la actividad 

ribonucleotido reductasa (RNR) implicada en la síntesis de los precursores. Esta enzima 

cataliza la conversión de los ribonucleosidos difosfatos en desoxiribonucleosidos 

difosfatos mediante una reacción en la que se requiere la intervención de un sistema 

donador de electrones. Los estudios iniciales realizados en  E. coli establecieron que 

tanto la tiorredoxina como la glutarredoxina dependiente de GSH, podían actuar como 

donadores terminales de electrones para la RNR, y que ambas vías podían sustentar la 

replicación del genoma bacteriano (Laurent y col., 1986; Koc y col.,  2006; Avval y col., 

2009). Así mismo, la vía dependiente de Trx y la dependiente de GSH, también 

participan durante el transcurso de la fase S del ciclo celular, en levaduras y en plantas 
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(Mochizuki y col., 2009). Sin embargo, en estos organismos eucariotas, la eliminación 

de la vía dependiente de GSH, no parece afectar al proceso de replicación, mientras 

que la eliminación de la vía dependiente de Trx resulta en una parada del ciclo celular 

en la transición de la fase G1 a S, dando  fenotipos con un crecimiento lento, lo que ha 

llevado a considerar que tanto en levaduras como en plantas, la actividad de la vía 

dependiente de Trx es la  principalmente activa en permitir una adecuada actividad 

RNR, siendo la dependiente de GSH marginalmente eficaz (Koc y col., 2006; Avval  y 

col., 2009). 

En plantas se ha descrito que ambas vías intervienen en el control del desarrollo 

post-embrionario en los meristemos apicales de los tallos, mientras que en sistemas 

animales, la Trx actúa aumentando el crecimiento celular (Wakasugi y col., 1990; 

Reichheld y col., 2007). En  estos últimos, son muchos los estudios que demuestran la 

influencia de la Trx en el cáncer; así células de cáncer de mama y pulmón carentes de 

Trx tenían un cese del ciclo celular en fase G1, debido a la supresión de la activación 

del promotor de ciclina D1 (Mochizuki y col., 2009).  En otros organismos,  entre ellos  

en  Caenorhabditis elegans, no se han obtenido evidencias que indiquen un papel 

esencial de la vía de Trx, concretamente de la actividad tiorredoxina reductase (NTR) 

en  sustentar la replicación celular y por tanto en permitir la actividad RNR. Todo ello 

pone de manifiesto que distintos eucariotas favorecen diferentes vías redox para 

permitir la actividad RNR. 

2.1.9. El antígeno nuclear de proliferación celular 

PCNA es una proteína que se encuentra involucrada en diversos aspectos y eventos 

celulares relacionados con el metabolismo del ADN (Strzalka y col., 2011). Los genes 

que codifican PCNA y/o sus productos han sido identificados en una amplia variedad 

de organismos incluyendo animales, levaduras y plantas superiores. Las plantas en las 

que estos genes se han descrito incluyen Arabidopsis, habichuela (Strzalka y col., 2007; 

zanahoria (Hata y col., 1992), maíz (López y col., 1995), guisante (Shimizu y col.,  

1998b), Vinca pervinca (Kodama y col., 1991), colza (Markley y col., 1993), arroz 

(Suzuka y col., 1989), soja (Daidoji y col., 1992) y tabaco (Park y col., 1999), entre otras. 

El análisis de todos los PCNAs identificados pone de manifiesto  que esta proteína está 
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muy conservada en secuencia, estructura y función, en los distintos organismos. Así, 

los PCNAs de levadura (Saccharomyces cerevisae) y mosca (Drosophila melanogaster) 

son capaces de sustituir al PCNA de mamíferos en ensayos de replicación (Bauer y col., 

1988; Ng y col., 1990). Se ha comprobado que los PCNAs vegetales estimulan la 

actividad de la ADN polimerasa humana (Matsumoto y col., 1994; Strzalka y col., 2011) 

y el PCNA de mamíferos estimula la actividad y procesividad de dos ADN polimerasas δ 

aisladas de  embriones de trigo (Laquel y col., 1993). Todo ello implica que el PCNA 

debe tener unas regiones de unión a las distintas proteínas diana muy conservadas en 

la evolución. 

El PCNA interviene como un coordinador clave de los procesos relacionados con la 

replicación del ADN, a través de interacciones estrictamente reguladas y altamente 

coordinadas con numerosas proteínas asociadas. Esta propiedad le garantiza un papel 

central en la organización de la replicación del ADN normal, así como en una serie de 

procesos asociados como la reparación del ADN, la remodelación de la cromatina, el 

establecimiento de la cohesión de cromátidas hermanas o el ciclo celular (Strzalka y 

col., 2011). 

El conocimiento de las propiedades estructurales de PCNA es clave para entender 

sus funciones. PCNA es un miembro de la familia de proteínas en “pinza deslizante”. 

Estas proteínas, que también incluyen a la subunidad β de la ADN polimerasa III de E. 

coli (Kong y col., 1992) y la proteína gp45 del fago T4 (Gogol y col., 1992) presentan 

una forma toroidal altamente conservada y una simetría pseudo-hexagonal, que se da 

en todos los miembros de la familia aunque la estructura primaria difiera. En 

eucariotas esta estructura es el resultado de la asociación de tres monómeros de PCNA 

unidos de forma cabeza-cola (C-terminal-N-terminal) formando un homotrímero. Cada 

monómero de PCNA se divide en dos dominios globulares estructuralmente similares 

(Figura 11), conectados por una larga secuencia de residuos aminoacídicos llamados 

lazo conector interdominios (IDCL), que en humanos tiene la secuencia <118-

LMDLDVEQLGIPEQEYSC-135> y es el dominio preferencial de unión de proteínas 

dianas. Además, en su estructura existen otros dominios de unión a proteínas como la 

cola C-terminal (CT, 254-KIE-257) y una ranura hidrofóbica en el lado frontal 

organizado por su bucle central (CL, 41-DSSH-44). El canal interno es bastante grande y 
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está formado por hélices alfa con un núcleo cargado positivamente, que permite que 

el ADN pase a su través sin una repulsión electrostática (Figura 11).  

 

Figura 11. Estructura de PCNA1 de Arabidopsis thaliana. El modelo tridimensional de AtPCNA 

fue adaptado del Protein Data Bank (pdb number: 2ZVV). Los diferentes colores muestran las tres 

subunidades monoméricas (Azul celeste, gris y azul oscuro), mientras que las zonas moradas y 

amarillas representan los lugares de unión al ADN. Generada usando el software PyMol®. 

 

La conformación tridimensional del toroide le permite actuar como una plataforma 

de intercambio de numerosas proteínas a lo largo de su desplazamiento por el ADN, y 

es esta capacidad la que le permite realizar la multitud de funciones que se le 

atribuyen. De esta forma, PCNA a través del acoplamiento de interacciones proteína-

proteína con su superficie externa y la inmovilización del ADN en el interior de su 

núcleo hidrofóbico, previene por ejemplo, la disociación de la polimerasa mientras 

avanza a lo largo del ADN, permitiendo el aumento de su procesividad (Kelman y col., 

1995). De igual manera, PCNA es capaz de asegurar la fidelidad de copias de ADN al 

reclutar proteínas reparadoras durante la detección de una mutación (Kimura  y col., 

2001). 

Como se ha comentado anteriormente, la implicación de las tiorredoxinas en el 

proceso de la replicación se describió por primera vez en E. coli donde se mostró su 

papel como donadora de hidrógenos de la enzima RNR (Laurent y col., 1986). Por otro 

lado, además de su participación como elemento redox en la replicación de bacterias, 

también se ha comprobado su función como elemento estructural, en diversos fagos. 

En concreto,  la polimerasa gp5 (gene protein 5) del bacteriófago T7 que es una enzima 

no procesiva, necesita de la presencia de una Trx para permitir la síntesis de cientos de 

nucleótidos, aunque la mutación de las cisteínas activas de la Trx no modifica la 

B AA
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asociación descrita. Estos datos sugieren la importancia de la Trx como un elemento 

estructural del complejo de replicación en el fago T7, similar al que se ha descrito para  

el PCNA en la procesividad de diferentes polimerasas en eucariotas (Tran y col., 2012). 

El PCNA interviene como un coordinador clave de los procesos relacionados con la 

replicación del ADN, a través de interacciones estrictamente reguladas y altamente 

coordinadas con numerosas proteínas asociadas (Figura 12). Esta propiedad le 

garantiza un papel central en la organización de la replicación del ADN normal, así 

como en una serie de procesos asociados como la reparación del ADN, la remodelación 

de la cromatina, el establecimiento de la cohesión de cromátidas hermanas o el ciclo 

celular (Strzalka y col., 2011). 

 

Figura 12. Modelo de la replicación del ADN en eucariotas. En la figura se recoge la función del 

PCNA en la síntesis deADN como cofactor de la ADN pol ε y en la maduración de los fragmentos de  

Okazaki como cofactor de la ADN pol δ. Adaptado de McCulloch y col. (2008). 

 

El proceso de replicación en eucariotas contempla no sólo la duplicación del ADN 

sino también  la replicación de la cromatina, lo que mantiene la información genética y 

epigenética (Davis y col., 2012). Este hecho permite la transmisibilidad tanto de las 

regiones de ADN activas transcripcionalmente como aquellas regiones silenciadas, las 

llamadas estructuras heterocromáticas. La cromatina se descondensa durante el 

avance del complejo de replicación e inmediatamente es ensamblada en las dos 

hebras hijas. Ya que la información epigenética, que implica la metilación de 

determinadas bases nucleotídicas para su silenciamiento, es codificada por 
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modificaciones covalentes en el ADN, las enzimas implicadas en estas modificaciones 

necesitan estar también unidas a la maquinaria de replicación. Experimentos en 

levaduras sugieren que algunas de las proteínas que intervienen en este proceso son: 

el factor1 de ensamblaje de la cromatina (CAF-1) que afecta a la herencia epigenética 

del ADN y a la estructura de la cromatina durante la fase S del ciclo celular (Zhang y 

col., 2000), la enzima responsable de la herencia del estado metilado, y la ADN citosina 

metil transferasa (MeCtr) capaz de establecer el patrón de metilación en el genoma 

(Chuang y col., 1997). Estas proteínas son capaces de interaccionar con el PCNA en el 

proceso replicativo favoreciendo la heredabilidad de las regiones silenciadas.  

Por otro lado, ensayos de inmunolocalización de la PsTrxo1 en hojas de guisante 

demostraron la presencia de esta tiorredoxina  en estructuras heterocromáticas (Martí 

y col., 2009), lo que permite  sugerir su participación en la protección del genoma 

frente a la oxidación y en el control del silenciamiento de la transcripción del ADN no 

codificante (Kropotov y col., 2006).  

La comprobación que se realiza en esta Tesis Doctoral de la interacción a nivel de 

núcleo, entre Trxo1 y PCNA que había sido descrita como posible proteína diana de 

esta Trx en una Tesis Doctoral previa realizada en nuestro grupo de investigación, abre 

una vía interesante para la investigación posterior de la posible participación de la 

Trxo1 entre otros aspectos, en el complejo multiproteico organizado por el PCNA y las 

proteínas CAF-1, MeCtr y ADN polimerasa δ responsables de la replicación de estas 

regiones del ADN.  

2.2. Peroxirredoxinas  

Las peroxirredoxinas (Prxs) constituyen una familia de tiol-peroxidasa de bajo peso 

molecular (17-24 kDa) que catalizan la reducción de H2O2 o alquil-hidroperóxidos 

(ROOH) a agua o los correspondientes alcoholes (ROH) respectivamente, utilizando 

preferentemente tiorredoxinas como dador de electrones, aunque también pueden 

utilizar a la Grx (Hall y col., 2009; Rouhier y col., 2010), el GSH (Dietz y col., 2011) y a la 

ciclofilina (Bernier-Villamor y col., 2004). 

ROOH+Trx-(SH2)--------- ROH+ Trx-S2 + H2O 
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Todas las Prxs se presentan como homodímeros y contienen un residuo de cisteína 

en la región NH2-terminal localizado en un ambiente estructural conservado y que es 

esencial para la actividad catalítica de la proteína (Diet y col., 2011). En vegetales, las 

Prxs se clasifican en cuatro grupos en función del número y posición de los residuos 

conservados de cisteína: las Prxs de 1-Cys, Prxs de 2-Cys, Prxs asociadas a la 

bacterioferritina (Prx Q) y Prxs relacionadas con la proteína YLR109 (Prxs de tipo II). De 

este último grupo se han encontrado miembros en Arabidopsis, arroz, álamo y 

guisante con localización citoplasmática (PrxIIC), plastidial (PrxIIE) y mitocondrial 

(PrxIIF) (Barranco-Medina y col., 2007;  König y col., 2011;  Lázaro y col., 2013). Al igual 

que ocurre con la PrxIIF, el resto de Prxs también se presentan en diferentes 

compartimentos celulares incluyendo citoplasma, cloroplastos, mitocondria y núcleo 

(Rouhier y col., 2010; Dietz y col., 2011). En mamíferos y en humanos se ha identificado 

seis tipos diferentes de Prxs (Prx I-VI) clasificadas y agrupadas en tres grupos (Rhee y 

col., 2012). El mecanismo de acción de las Prxs no se reduce al de su actividad 

peroxidasa ya que como resultado de la sobre-oxidación de sus grupos tiólicos pueden 

adquirir una función chaperona, protegiendo de este modo las estructuras celulares 

del daño oxidativo (Barranco-Medina y col., 2008; 2009, Camejo y col., 2015).  

Durante el transcurso normal del ciclo catalítico, las Prxs son oxidadas 

selectivamente por el H2O2 a ácido sulfénico  (Cys-SOH) en su cisteína peroxidatica (CP). 

En el caso de las 2-Cys Prxs, esta cisteína peroxidática reacciona con la cisteína 

resolutiva (CR) localizada en la otra subunidad del homodímero, produciéndose un 

puente disulfuro entre ambas. Sin embargo en las Prxs atípicas, como la PrxV de 

animales y PrxIIF mitocondrial de plantas, este disulfuro se establece de forma 

intramolecular (Barranco-Medina y col., 2007; Seo y col., 2000). El disulfuro y/o la 

forma sulfénica de estas Prxs posteriormente y específicamente, se reducen por la 

intervención de reductores tiólicos celulares, como la Trx y la Grx  (Barranco-Medina y 

col., 2007, 2009,  Coutier y col., 2013; Meyer y col., 2012). Así mismo, la forma 

sulfénica puede ser sobre-oxidada por H2O2 en determinadas condiciones, dando lugar 

a una forma más estable, forma sulfínica de la cisteína (Cys-SO2H) (Figura 13). 

Actualmente está aceptado que esta sobre-oxidación conlleva una inactivación 

transitoria de la actividad peroxidasa, permitiendo una acumulación local de H2O2 que 

puede actuar promoviendo vías apropiadas de señalización (Áutreaux y col., 2007). 
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Esta forma de Prxs sobre-oxidada puede ser revertida mediante la actividad de la 

enzima sulfirredoxina (Srx), que como se describe a continuación, cataliza la reducción 

dependiente de ATP del SO2H formado en la 2-CysPrx.  

 

 

Figura 13.  Ciclo catalítico de la sobreoxidación de Prx y reducción mediada por 

sulfirredoxina. Bajo condiciones fisiológicas, la Prx se oxida a su forma sulfénica actuando como 

peroxidasa. A alta concentración de H2O2, Prx puede ser sobre-oxidada a la forma sulfínica inactiva 

(Prx-SO2H) que reacciona con Srx formando un grupo tiosulfinato (Prx-SO-S-Srx). Trxo-Srx se unen 

reduciendo el heterocomplejo para liberar Prx-SOH. Srx se reduce a Srx-SH por la acción de otra Trxo 

reducida. La forma sulfénica de Prx es reducida por Trxo, formando un complejo Prx-Trxo, que es 

reducido por otra Trxo liberando a PrxIIF-SH. Modificdo de Sevilla y col. (2015) 

 

Se ha demostrado que las Prxs participan en un una amplia variedad de procesos 

que incluyen el proceso de germinación, al que inhiben en condiciones de estrés 

abiótico (Haslekas y col., 2003), en el proceso de estrés foto-oxidativo en cloroplastos 

en respuesta a condiciones ambientales limitantes (PrxQ) (Rey y col., 2005), en el 

estrés por salinidad y por cadmio, concretamente en la respuesta mitocondrial  (PrxIIF) 

(Barranco-Medina y col., 2009; Martí y col., 2011) o bien, en los procesos de ciclo 

celular al ser reprimida directamente por ciclinas (Rhee y col., 2005). Por otro lado, los 

cambios en su estado redox y sus posibles estados de oligomerización, han llevado a 

postular que las Prxs pueden interpretar e informar de forma continuada los niveles 

celulares de H2O2. En este sentido podrían funcionar como dosímetros de H2O2 

altamente sensibles, ligando el metabolismo oxidativo a una variedad de procesos 

dependientes del estado redox requeridos para la reentrada del ciclo celular (Phalen y 

col., 2006). 
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2.3. Sulfirredoxinas   

Las sulfirredoxinas (Srxs) son un tipo especial de pequeñas reductasas dependientes 

de ATP presentes en eucariotas, que tienen un residuo de cisteína en su extremo C-

terminal particularmente conservado, que es crítico para su función antioxidante 

(Jonsson y col., 2007); además, poseen una región altamente variable en su extremo N- 

terminal que determina su localización. Un alineamiento múltiple (BLAST) de las Srx de 

los distintos organismos muestra que existe un 30% de homología en su estructura  

(Jonsson y col., 2007). En Arabidopsis este extremo N-terminal posee un péptido señal 

de localización cloroplastídica (Liu y col., 2006). Originalmente se pensó que la 

importancia de las Srx residía en su capacidad para revertir la forma sulfínica de la 2-

Cys Prx (Woo y col., 2005). Estudios posteriores demostraron una  especificidad más 

amplia, siendo capaz de revertir las formas sobre-oxidadas de diversas proteínas, 

incluyendo la forma sulfínica de las peroxirredoxinas atípicas,  PrxIIF mitocondrial de 

plantas y la humana hPrxV (Jönsson y col., 2008; Iglesias-Baena y col., 2010, 2011). El 

mecanismo incluye la formación de un intermediario fosforil en la mitad sulfinil, 

atacado por la cisteína catalítica de la Srx, formando finalmente un intermediario 

tiosulfonato entre la Prx y la Srx (Jönsson y col., 2008; Iglesias-Baena y col., 2010), tal 

como se muestra en la Figura 13. La Srx transfiere el grupo gamma-fosfato del ATP a 

Prx-SO2H siendo crucial su cisteína catalítica conservada y la presencia del reductor 

(Rhee y col., 2007). Esta transferencia provoca una generación de Pi limitada  (Jonsson 

y col., 2008; Roussel y col., 2008; Iglesias-Baena y col., 2010) y un intermediario 

tiosulfinato  entre la Prx y la Srx, que será reducido por Trx/GSH a un estado sulfénico 

(PrxIIF-SOH). El mecanismo supone un proceso lento que como anteriormente se 

describió, requiere ATP como fuente de energía, junto con  magnesio u otro cofactor 

metal bivalente, y un donador electrónico como el GSH o la Trx actuando como 

reductor (Chang y col., 2004; Biteaui y col., 2003). La  retro-reducción de la cisteína 

peroxidática sobre-oxidada (Prx-SO2H) hasta su forma sulfénica (PrxIIF-SOH), se 

produce por la unión específica de la Srx, que reconoce residuos críticos superficiales 

de la 2-Cys Prx y/o de la PrxIIF,  e  incluye  la formación de un intermediario fosforil en 

la mitad sulfinil. Por tanto este mecanismo lleva aparejado tal y como se presenta en la 

Figura 13 la formación de dos complejos binarios, uno entre Prx-Srx y el otro entre Srx-



INTRODUCCIÓN 
 

42 
 

Trx, que en mitocondrias se correspondería con la PrxIIF y la Trxo1, respectivamente. 

Este mecanismo es válido para la Srx de plantas, con doble localización celular 

cloroplastídica y mitocondrial, por lo que la Srx puede específicamente reducir el SO2H 

formado en las Prxs. En Arabidopsis el  extremo N-terminal de la Srx posee un péptido 

señal de localización cloroplastídica (Liu y col., 2006). Estudios simultáneos en 

Arabidopsis y en plantas de guisante, empleando diferentes aproximaciones 

experimentales, han permitido identificar la localización de las Srxs en cloroplastos y 

mitocondrias independientemente del estado redox celular  (Liu y col., 2006; Rey y col., 

2007; Iglesias-Baena y col., 2010; 2011). Estos resultados permiten establecer un 

mecanismo general de retro-reducción para la amplia diversidad de peroxirredoxinas 

presentes en la célula que presumiblemente podrían responder al tipo de Srx y a la 

localización subcelular de la misma.  

Aunque en mamíferos las Srxs son citoplasmáticas, la forma sulfínica de la 

peroxirredoxina mitocondrial humana 2-Cys PrxIII, puede ser reducida por la hSrx, 

mediante la translocación de esta última de citoplasma a mitocondrias, inducida por 

condiciones de estrés oxidativo (Noh y col., 2009) mediante un mecanismo aún no 

establecido. Sin embargo las Srxs no son capaces de reducir el estado sulfónico de 

algunas proteínas sobre-oxidadas. Esta forma de oxidación parece ser irreversible.  

A nivel celular, la función de la Srx está relacionada con el mantenimiento del 

estado redox. Se ha observado un aumento en la expresión de AtSrx bajo un estrés 

inducido por H2O2 mientras que líneas mutantes KO carentes del genAtSrx presentan 

elevada sensibilidad al estrés oxidativo, con un incremento en los niveles de ROS  

cloroplastídico en respuesta al tratamiento con el herbicida paraquat, mientras que 

esta hipersensibilidad se revierte al restaurar la expresión de AtSrx por transformación 

genética. Estos datos indican que la expresión y función de AtSrx en cloroplastos es 

esencial para una adecuada respuesta de la planta a las condiciones de estrés (Liu y 

col., 2006). Además, la identificación y caracterización de la presencia de Srx en 

mitocondrias de guisante y Arabidopsis amplía su funcionalidad a otros orgánulos 

celulares. En este sentido, la acumulación de la forma sulfínica de la PrxIIF en mutantes 

KO AtSrx, junto a la descripción de su interacción con PrxIIF y con Trxo, establecen su 

importancia en la regulación redox en este orgánulo celular (Iglesias-Baena y col., 

2010, 2011). Este papel en el equilibrio redox acompañado del hecho de su 
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especificidad por Prx y de la presencia de Trx como agente reductor,  han llevado a 

plantear la existencia en la célula de un sistema de regulación redox en el que 

participan las tres proteínas y que se ha denominado como “Trx/Prx/Srx” (Iglesias-

Baena y col., 2011; Lázaro y col., 2013). 

2.4. Glutarredoxinas 

Las glutarredoxinas (Grxs) son proteínas de bajo tamaño molecular localizadas en 

los mismos tejidos que las Trxs y sus funciones pueden solaparse (Meyer y col., 1999). 

En base a la secuencia de su centro activo las Grxs se clasificaron inicialmente en dos 

sub-clases, mono-tiólicas o di-tiólicas para posteriormente reclasificarlas en Grxs clase 

(I) y clase II, respectivamente; si bien en plantas terrestres también se han identificado 

una tercera clase de Grxs especificas englobadas en la denominada clase III (Couturier 

y col., 2009, 2013).   

Estas proteínas tiol-oxidorreductasas, se reducen por GSH aunque algunas Grxs son 

recicladas por tiorredoxin reductasas (Couturier y col., 2009) y a su vez reducen 

peróxidos directamente, regeneran ascorbato a partir de DHA, actúan como dador de 

electrones de determinadas peroxirredoxinas como las de clase II (Vieira Dos Santos y 

col., 2007) y participan en la protección de grupos tiol en las reacciones de 

glutationalización/desglutationalización. La glutationalización como ya se ha indicado 

anteriormente, implica el ataque covalente de residuos de Cys con un grupo GSH a 

través de la formación de un puente disulfuro mixto y se considera una modificación 

postraduccional importante en la modulación redox de la actividad de proteínas y en 

señalización redox en plantas. Se ha descrito que Grxs no mitocondriales participan en 

la regulación de factores de transcripción del tipo “cremallera básica de leucina” 

llamados TGA (Ndamukong y col., 2007), probablemente a través de su actividad 

desglutationalizante.  

Aunque las Grxs tienen estructuras tridimensionales muy similares a las Trxs, su 

caracterización bioquímica indica que pueden tener funciones diferentes, en el sentido 

de que mientras que las Grxs son más eficientes en la reducción de puentes disulfuro 

intramoleculares, las Trxs lo son en la reducción de puentes disulfuro intermoleculares.  
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Atendiendo a lo descrito, tanto los cambios en el estado redox de Trx y Grx, como el 

de las tiol-peroxidasas pueden repercutir sobre las proteínas diana y por tanto, estar 

directamente involucrados en la señalización celular redox en condiciones fisiológicas  

y bajo situaciones de estrés (Lazaro y col., 2013; Foyer y col.,  2016). 

 

3. Sistemas antioxidantes no enzimáticos  

 

Además de los componentes redox mencionados, existen otros sistemas 

antioxidantes celulares que se han venido clasificando de forma generaliza en dos 

grupos, como enzimáticos y no enzimáticos. Los antioxidantes no enzimáticos, son 

compuestos capaces de amortiguar a las ROS mientras que los sistemas enzimáticos 

antioxidantes catalizan el proceso de destoxificacion de ROS. Unos y otros permiten a 

las células protegerse de la agresión oxidativa que pueden causar las especies reactivas 

de oxígeno y nitrógeno por lo que deben estar presentes en todos los compartimentos 

celulares (Locato y col., 2008). Entre los antioxidantes no enzimáticos se encuentran  el 

glutatión y el ascorbato y cuantitativamente, ambos son los antioxidantes y tampones 

redox mayoritarios de la célula (Foyer y col., 2009). Además, funcionan como co-

sustratos en el ciclo ascorbato-glutatión y llevan a cabo muchas otras funciones 

fisiológicas. Sus concentraciones se encuentran en el rango de milimolar, con 

considerables variaciones entre tejidos y estados fisiológicos de las plantas (Smirnoff y 

col., 2000). 

3.1. Ascorbato  

La vitamina C (ácido ascórbico) es un metabolito hidrosoluble ubicuo y abundante 

en plantas. Su concentración es de 5-25 mM en hojas y 25-50 mM en cloroplastos 

(Foyer y col.,  2009). El ascorbato es un potente antioxidante que reacciona no sólo con 

el peróxido de hidrógeno, sino también con el anión superóxido, el oxígeno singlete y 

el radical hidroxilo. Regenera el tocoferol oxidado y actúa como donador de electrones 

en la depoxidación de violaxantina (Smirnoff y col., 2000). La forma oxidada del 

ascorbato, monodeshidro- o deshidro-ascorbato (MDHA, DHA) es eficientemente 

reducida por la monodeshidroascorbato reductasa y/o la deshidroascorbato reductasa,  
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del ciclo del ascorbato-glutatión (Jiménez y col., 1997a). También actúa como co-

sustrato de varias dioxigenasaas relacionadas con la hidroxilación de prolinas y con la 

síntesis de flavonoides y fitohormonas (Potters y col., 2002; Arrigoni y col., 2002).   

En cuanto a su distribución, el ASC se encuentra presente en todos los tipos 

celulares estudiados y en todos los compartimentos, incluidos el apoplasto, 

cloroplastos, citoplasma, vacuolas, mitocondrias y peroxisomas (Jiménez y col., 1997a; 

Hernández y col., 2001; Foyer y col., 2009). El ascorbato es considerado como un 

antioxidante muy importante en fluidos apoplásticos extracelulares, donde actúa 

eficientemente atrapando los radicales peroxilo en la fase acuosa, antes de que estos 

puedan iniciar la peroxidación lipídica, protegiendo a las membranas del daño 

peroxidativo. 

 La concentración basal de ascorbato está muy regulada  a diversos niveles (síntesis, 

degradación, transporte, regeneración y compartimentalización), afecta a la 

progresión del ciclo celular y es crítica para la percepción de condiciones de estrés en 

el apoplasto (Munné-Bosch y col., 2013). El paso final de la biosíntesis de ASC se 

produce en la membrana mitocondrial interna, gracias a la enzima L-galactono-1,4-

lactona deshidrogenasa (GalLDH). Esta enzima está físicamente asociada al complejo I 

mitocondrial y funcionalmente ligada a los complejos III y IV al usar citocromo c 

oxidado como aceptor de electrones, por lo que la capacidad de las plantas para 

sintetizar ascorbato está ligada a la cadena de transporte de electrones mitocondrial 

(Bartoli y col., 2005). 

3.2. Glutatión 

El glutatión (GSH, γ-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), es uno de los principales 

antioxidantes en las células de plantas donde participa en el ciclo de ascorbato-

glutatión (Foyer y col., 2001). Es un tiol soluble no proteico muy abundante en el 

citoplasma de las células, desempeñando un papel central en la defensa antioxidante. 

Actúa como donador o aceptor de electrones y su oxidación provoca que dos 

moléculas de glutatión reducido (GSH) se unan por un puente disulfuro dando lugar al 

disulfuro de glutatión o glutatión oxidado (GSSG). El GSH tiene un papel importante en 

la destoxificación de ROS, en la señalización redox, modulando la expresión de genes 
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implicados en defensa frente a patógenos y en la regulación de determinadas 

actividades enzimáticas (Schnaubelt y col., 2013). A través de estas funciones el 

glutatión puede influir en el desarrollo de la planta no sólo en condiciones fisiológicas 

óptimas sino también bajo diferentes situaciones de estrés (Schmitt y col., 2014).  

Adicionalmente, a través de su intervención en el proceso de glutationalización de 

proteínas, el glutatión actúa en la protección de las mismas frente al proceso de 

oxidación (Zaffagnini y col.,  2012).  

En las células la biosíntesis de GSH ocurre fundamentalmente en el citoplasma y en 

plastidios, a través de dos reacciones dependientes de ATP catalizadas 

secuencialmente por la glutamilcisteína sintetasa (o cisteína glutamato ligasa) 

estromática y la glutatión sintasa localizada en el estroma y en el citoplasma. Una vez 

sintetizado, el glutatión se transporta entre otros compartimentos a mitocondrias a 

través de transportadores cuya naturaleza y regulación aún no están fehacientemente 

establecidas (Ravilious y col., 2012; Bachawat y col., 2013). También se ha sugerido que 

la cadena de transporte de electrones mitocondrial podría tener cierto efecto sobre la 

biosíntesis de GSH ya que se ha demostrado que mutantes KO de Arabidopsis para el 

complejo I (CI) mitocondrial presentan niveles elevados de GSH y son insensibles a un 

inhibidor de su biosíntesis (Kopriva y col., 2010).  La proporción de este antioxidante en 

mitocondrias y cloroplastos se describió en plantas de guisante y Arabidopsis, 

mediante estudios de inmunolocalización, indicando valores del orden del 15-25% y 

62-75% del contenido celular total de glutatión, en mitocondrias y en cloroplastos, 

respectivamente (Jiménez y col., 1997; Fernández-García y col., 2009). Junto a estas 

localizaciones, se ha demostrado que tanto en células de mamíferos como en las de 

plantas, el GSH se concentra en el núcleo, durante las primeras fases del crecimiento 

celular, localización en la que desempeña importantes funciones (Diaz-Vivancos y col., 

2010). Estudios recientes han mostrado la importancia que la distribución celular del 

GSH tiene en el proceso de proliferación, particularmente la distribución del GSH entre 

el núcleo y el citoplasma (Markovic y col., 2007). Se ha descrito que en células 

vegetales de forma similar a lo que ocurre  en las de mamíferos, el nivel de GSH es muy 

bajo en la fase G1del ciclo celular. Más aún la transición de fase G1 a fase S en la 

progresión del ciclo celular, necesita un incremento en los niveles totales de glutatión, 
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como se ha observado en meristemo apical de raíces, aunque en tallos se ha 

encontrado redundancia funcional entre GSH y Trx durante el desarrollo meristemático 

(Reichheld y col., 2007). Por otro lado, niveles elevados de GSSG tienen un efecto 

contrario al ejercido por la forma reducida, deteniendo el ciclo celular en la fase G1 

(Markovic y col., 2007). Interesantemente, la existencia de un sistema de reducción del 

GSH en núcleo de células vegetales, no estaba claramente demostrada, hasta que 

recientemente estudios de inmunolocalización de la proteína  GR1::GFP,  en células  de 

raíz y de hojas de Arabidopsis, han identificado la localización núcleo-citoplasmática de 

esta isoforma de GR, lo que indica la presencia en núcleo de una vía dependiente de 

NADPH y GR para llevar a cabo la reducción del GSSG en estas células (Marchal y col., 

2014). 

4. Enzimas eliminadoras de ROS 

4.1. Ciclo Ascorbato-Glutatión  

En las células vegetales, la eliminación de H2O2 se lleva a cabo junto con las 

actividades enzimáticas peroxidasas y catalasa (CAT), a través de una serie de 

reacciones de óxido reducción acopladas, en las que intervienen  ambos metabolitos 

antioxidantes, el ASC y el GSH, junto a cuatro actividades enzimáticas: ascorbato 

peroxidasa (APX), monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR), deshidroascorbato 

reductasa (DHAR) y glutatión reductasa (GR). Esta ruta se denomina de Foyer-Halliwell 

y Asada (Foyer y col., 1976; Nakano y col., 1980) o ciclo ascorbato-glutatión (ASC-GSH) 

y se describió por primera vez en cloroplastos, en los que como se comentó 

anteriormente, condiciones fuertemente reductoras asociadas al PSI, conducen a la 

producción de niveles importantes de ROS como H2O2 y O2
.-. 

Por otro lado, al mantener los niveles redox de los antioxidantes ASC y GSH, este 

ciclo constituye además, el principal tampón fisiológico que existe. Junto a 

cloroplastos, el citoplasma, las mitocondrias y los peroxisomas, son los 

compartimentos celulares en los que se ha demostrado la actividad del ciclo ASC-GSH 

(Jiménez y col., 1997a; del Río y col., 2016). Existe un alto grado de complejidad en 

términos no sólo de compartimentación subcelular de los componentes del ciclo, sino 

también del tamaño de sus familias génicas y de la regulación de la expresión de estos 
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genes (Jiménez y col., 1997b;  Locato y col., 2009; Foyer y col., 2011; Caverzan y col., 

2012). 

Durante la actividad de este ciclo, el H2O2 es eliminado por la APX que utiliza el ASC 

como donador de electrones (Figura 14). El monodeshidroascorbato (MDHA) formado, 

y a partir de éste el deshidroascorbato (DHA) resultante por dismutación espontánea, 

se utilizan para reciclar el ASC mediante la acción de la monodeshidroascorbato 

reductasa (MDHAR) dependiente de NADH y la deshidroascorbato reductasa (DHAR) 

que usa glutatión reducido (GSH) como donador de electrones respectivamente. En 

caso de no ser reducido por la enzima DHAR, el deshidroascorbato puede sufrir una 

hidrólisis irreversible, por lo que la DHAR tiene un papel muy significativo en el 

mantenimiento del pool de ASC reducido a nivel celular (Gallie y col., 2013). 

Alternativamente, la regeneración del ASC también podría producirse por otros 

compuestos redox como glutarredoxina (Grx) y sistemas de tiorredoxina (Trx) (Potters 

y col., 2002; Meyer y col., 2012). El glutatión oxidado (GSSG) se reduce por la 

flavoproteína glutatión reductasa (GR) (Figura 14) y se puede reducir también por la 

NADPH tiorredoxina reductasa (NTR), ambas dependientes de NADPH (Noctor y col., 

1998; Barranco-Medina y col., 2007; Marti y col., 2009). En consecuencia, este sistema 

antioxidante depende de un suministro adecuado de NAD(P)H. Así en mitocondrias, el 

poder reductor en forma de NAD(P)H es mantenido por transhidrogenasas en la 

membrana mitocondrial, y por las enzimas isocitrato deshidrogenasa y malato 

deshidrogenasa de la matriz mitocondrial (Rasmusson y col., 2010) constituyentes del 

ciclo de los ácidos tricarboxílicos. En este compartimento la APX se localiza en la 

membrana mitocondrial, con al menos dos isoenzimas, una de ellas orientada hacia la 

cara externa de la membrana externa mitocondrial y la otra hacia el espacio 

intermembrana (Figura 14). La MDHAR está anclada en la membrana externa 

mitocondrial y el resto de componentes en la matriz mitocondrial (Jiménez y col., 

1997a; Jiménez y col., 1998; Chew y col., 2003). 
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Figura 14: Ciclo ascorbato-glutatión en mitocondrias. Las dos isoformas de Ascorbato 

peroxidasa se localizan en la membrana mitocondrial (B) y eliminan el peróxido de hidrógeno 

utilizando como poder reductor el Ascorbato, el cual se oxida a Deshidroascorbato (DHA) y 

Monodeshidroascrobato (MDHA). El MDHA vuelve a ser reducido por la enzima 

Monodeshidroascorbato Reductasa (MDHAR) y NADPH como fuente de poder reductor. El DHA es 

reducido por la enzima Deshidroascorbato Reductasa (DHAR) la cual oxida una molécula de 

glutatión en el proceso (GSH). El glutatión oxidado (GSSG) es reducido por la enzima Glutatión 

Reductasa (GR) con el gasto de NADPH como poder reductor (A). Adaptado de Sevilla y col. (2015b). 

4.2. Superóxido dismutasas 

Junto al ciclo ASC-GSH, las células poseen otros sistemas enzimáticos antioxidantes 

implicados en la destrucción o eliminación de especies reactivas de oxígeno. Las 

superóxido dismutasas  (SODs) son las enzimas antioxidantes más efectivas ya que son 

capaces de catalizar la dismutación del radical O2
.- a O2 y H2O2 a una velocidad de 3x109 

M-1 s-1, 10.000 veces superior a la velocidad de dismutación espontánea del O2
.- a pH 

fisiológico (Fridovich y col., 1998). De esta forma, se previene la formación del radical 

hidroxilo altamente reactivo,  por la reacción de Haber-Weiss, por lo que  constituyen 

la primera línea de defensa antioxidante en las células,  lo que justifica  su ubicuidad en 

todos los organismos aerobios. 

Las SODs comprenden  una familia de metaloenzimas que se caracteriza por 

presentar diferentes cofactores  metálicos en  su centro activo, lo que da nombre a las 

mismas. Las cuprozinc superóxido dismutasas (Cu-Zn-SODs) contienen como cofactor 

Cu2+ y Zn2+, las manganeso superóxido dismutasa (Mn-SODs) contienen Mn2+ y las 

hierro superóxido dismutasas (Fe- SODs) contienen Fe3+. (Salin y col., 1980; Almansa y 
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col., 1991). También se han descrito algunas SODs atípicas que contienen distintas 

combinaciones de estos metales en sus moléculas, como las Fe/Mn SOD descubiertas 

en la bacteria Sinorhizobium meliloti con una homología de secuencia a las Fe-SOD, si 

bien ante un estrés por peróxido de hidrógeno parecen albergar tanto el cofactor Fe3+ 

como el Mn2+ (Santos y col., 1999). 

La localización celular de las diferentes isoenzimas es multiorganular, de este modo 

la enzima Mn-SOD, en general presenta una estructura tetramérica y se localiza en 

mitocondrias, peroxisomas y glioxisomas de hojas (Sevilla y col., 1982; White y col., 

1987; del Río y col., 2003). Se ha demostrado que la carencia de esta Mn-SOD se 

traduce en una reducción en el crecimiento de las plantas mutantes acompañado de 

alteración en el balance redox mitocondrial y en la actividad de algunas de las enzimas 

del ciclo de los ácidos tricarboxilicos (TCA). Sin embargo la pérdida casi total de Mn-

SOD, induce un aumento en la capacidad enzimática antioxidante en citoplasma y 

cloroplastos, lo que probablemente responde a la inducción de una vía de señalización 

retrógrada destinada a compensar la carencia de esta isoforma de SOD (Morgan y col., 

2008). La enzima Cu,Zn-SOD es la más abundante a nivel celular y ha sido ampliamente 

descrita en citoplasma, cloroplastos, peroxisomas y apoplasto (Bueno y col., 1995) y 

algunos autores la han localizado asociada a las membranas tilacoidales (Ogawa y col., 

1995; Gómez y col., 2004) y en el espacio extracelular ( Ogawa y col., 1997; Hernández 

y col., 2001; Karpinska y col., 2001). La presencia  de la Cu,Zn-SOD “citoplasmática” 

próxima a vacuolas y en el apoplasto, localización en la que se genera radicales O2
.-,  ha 

llevado a demostrar la implicación de esta isoenzima en el proceso de lignificación 

(Ogawa y col., 1996; Kim y col., 2008). Con respecto a la isoforma Fe-SOD, aunque es 

una enzima principalmente cloroplastídica, en algunas especies vegetales se ha 

localizado en citoplasma, mitocondrias y peroxisomas (Salin y col., 1980; Droillard y 

col., 1989; Gómez y col., 2004). En esta última localización, la Fe-SOD  está implicada 

en el proceso de senescencia florar. Junto a estas funciones, existe una considerable 

información acerca de la importante participación de las diferentes isoenzimas de SOD 

en los mecanismos de respuesta a estrés abiótico, incluido estrés salino, como se 

describirá más detalladamente en el apartado de discusión.  
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4.3. Catalasas 

Las catalasas son hemoproteínas tetraméricas que catalizan la descomposición del 

H2O2 en O2 y H2O, y se localizan principalmente en peroxisomas y glioxisomas, 

cercanos a las enzimas productoras de H2O2 como la glicolato oxidasa. Debido a su baja 

afinidad por el H2O2 sólo son eficaces a altas concentraciones del mismo, y de hecho a 

concentraciones muy bajas de H2O2, la actividad APX del ciclo ASC-GSH lo elimina de 

manera más eficiente que la CAT (Willekens y col., 2007). Con todo, la actividad  CAT es 

esencial para el mantenimiento del balance redox durante el estrés oxidativo  (Palma y 

col., 2006). 

4.4. Glutatión peroxidasas 

 Las glutatión peroxidasas (Gpxs) pertenecen a la familia de las peroxirredoxinas. En 

plantas las Gpxs tienen normalmente tres Cys, aunque únicamente la primera  

(perixidática) y tercera (resolutiva) son necesarias para la catálisis y regeneración de las 

Gpxs (Koh y col., 2007). La reacción catalizada por estas enzimas se suele describir igual 

que la catalizada por las Prxs e inicialmente se definían como peroxidasas 

dependientes de GSH. Sin embargo, se ha determinado que las Gpxs utilizan 

fundamentalmente Trx para su regeneración y en algunos casos de forma exclusiva 

como reductores (Bela y col., 2015). Por lo tanto las Gprxs deben ser denominadas “Trx 

peroxidasas” (Rouhier y col., 2005) y consideradas como un quinto grupo de Prxs 

(Navrot y col., 2006). Debido a que su actividad es dependiente de tioles, estas 

proteínas en sus diferentes isoformas en los distintos compartimentos celulares, están 

también involucradas en el mantenimiento del equilibrio tiol/disulfuro o en el balance 

de NAD(P)H/NADP+ (Navrot y col., 2006). 

4.5. Glutatión S-transferasas  

Las glutatión transferasas (GSTs) son miembros de una familia mutigénica ubicua 

expresadas en la mayoría de organismos. Son enzimas que catalizan la conjugación de 

GSH y derivados a una gran variedad de sustancias electrofílicas, a menudo 
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compuestos tóxicos hidrofóbicos, para formar derivados. Su papel más conocido es 

como guardianes celulares encargados de la destoxificación de xenobióticos lo que 

facilita su catabolismo, secuestro en la vacuola y eliminación. Recientemente se ha 

descrito su implicación en sistemas animales como moduladores de señalización en el 

control de la proliferación y en la muerte celular. Además su papel en el crecimiento y 

diferenciación celular en cáncer y en el desarrollo de resistencia a agentes 

anticancerígenos, las han hecho atractivas como dianas terapeúticas en enfermedades 

que impliquen una proliferación aberrante (Laborde, 2010). En plantas,  las GST se 

dividen por su similitud de secuencia en 3 categorías (I, II, y III) o alternativamente en 6 

clases: tau, phi, zeta, theta, lambda, y DHAR. Las GSTs de plantas tienen una larga 

historia de implicación en la eliminación de herbicidas, si bien son capaces de 

destoxificar un amplio expectro de xenobióticos, aunque esto ha merecido menos 

atención. Las GSTs se regulan positivamente por xenobióticos, aunque no jueguen 

necesariamente un papel en su degradación (Cummins y col., 2011). En particular, las 

GSTs de plantas han sido consideradas como enzimas útiles en remediar terrenos 

contaminados y si bien no tienen un papel directo en fitorremediación, su implicación 

aparente en la resistencia al estrés oxidativo puede  capacitarlas para incrementar la 

supervivencia de las plantas crecidas en suelos contaminados. Como ejemplo, 

comentar que la sobre-expresión de GST parB de tabaco en plantas de Arabidopis 

resultó en un aumento en la tolerancia tanto a aluminio como a iones cobre, debido 

aparentemente a su función antioxidante (Ezaki y col., 2000), y así, estudios de sobre-

expresión han ayudado a la búsqueda de enzimas destoxificadoras implicadas en la 

respuesta. 

 

5. Estrés abiótico 

 

La reducción de la disponibilidad y calidad de las tierras de cultivo y de los recursos 

hídricos, así como el hecho de que se produzcan de forma frecuente condiciones 

meteorológicas extremas, pueden dar lugar a tipos diferentes de estrés abiótico, como 

la salinidad, la sequía y las temperaturas extremas (calor, frío y congelación). Estos 

importantes factores de estrés ambiental abiótico afectan seriamente el desarrollo de 



INTRODUCCIÓN 
 

53 
 

los cultivos y limitan el rendimiento agronómico, hasta el punto de que pueden ser 

responsables de una reducción del rendimiento de más del 50% en las principales 

plantas cultivadas a nivel mundial. El estrés abiótico puede inducir cambios fisiológicos, 

moleculares y bioquímicos que alteran diversos procesos celulares y a nivel de planta 

completa. Las membranas celulares pueden desorganizarse, el equilibrio  osmótico 

puede alterarse, las proteínas pueden perder actividad o ser desnaturalizadas, y la 

acumulación y/o producción de altos niveles de ROS pueden resultar en un importante 

daño oxidativo. 

Mientras que en condiciones normales de crecimiento la producción de ROS en la 

célula es baja (240 uM s-1 O2
.-) como se comentó con anterioridad, diferentes 

condiciones de estrés pueden afectar a la homeostasis de las células aumentando la 

producción de ROS  (Polle y col.,  2001). Estos cambios a nivel celular pueden resultar 

en daños  en la integridad  de la membrana celular,  en una  fotosíntesis y respiración  

restringidas y un metabolismo disfuncional, lo que posteriormente  llevará a una 

alteración del crecimiento y el desarrollo, reducción en la fertilidad e inducción de 

senescencia prematura e incluso a la muerte de los cultivos (Krasensky y col., 2012). 

Para contrarrestar estos impactos negativos del estrés abiótico, los cultivos han 

desarrollado sofisticados mecanismos de resistencia en respuesta a diversos factores 

de estrés, como son los encaminados a poder evitar el estrés, o bien mecanismos de 

tolerancia frente al mismo. El primero de ellos,  es un mecanismo protector que puede 

ayudar a los cultivos a prevenir o retrasar el impacto negativo de las condiciones 

ambientales adversas abióticas, mientras que la tolerancia al estrés es la aclimatación 

de las plantas a las condiciones estresantes.  

Como se ha comentado  en el apartado de señalización por ROS, en los últimos años 

es un hecho establecido la participación de las mismas como activadores de la 

respuesta al estrés, aspecto que incluye entre otros la activación de ciertas vías de 

defensa. De esta manera las ROS se presentan como indicadores celulares del estrés 

y/o como mensajeros secundarios implicados en la respuesta a dicho estrés y en rutas 

de transducción de señales.  
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 Por otro lado, las respuestas de los cultivos a las diferentes condiciones de estrés 

abiótico ocurren en todos los niveles de organización, incluyendo junto a las 

respuestas celulares y a los cambios metabólicos, la regulación transcripcional de la 

expresión génica. A nivel celular, los cultivos pueden ajustar los sistemas de membrana 

y modificar la arquitectura de la pared celular. Se pueden producir diferentes solutos 

compatibles (por ejemplo, prolina, rafinosa, etc….) para ayudar a estabilizar las 

proteínas y las  estructuras celulares (Munns y col., 2008). 

 Una de las respuestas metabólicas más rápidas en los diferentes cultivos además 

de la generación de ROS, es la biosíntesis del ácido abcísico (ABA), que junto al ion Ca2+ 

y al H2O2 pueden regular el cierre estomático, con objeto de reducir la pérdida de agua 

y de esta forma mantener el crecimiento vegetal (Peleg y col., 2011). Todas estas 

respuestas se controlan a nivel molecular, regulando la expresión de genes implicados 

en la síntesis de compuestos osmoprotectores y transportadores así como de genes 

que codifican proteínas antioxidantes y proteínas reguladoras, incluyendo proteínas 

quinasas, fosfatasas y factores de transcripción (TFs). En los últimos años ha crecido 

considerablemente el interés sobre las funciones ejercidas por los diferentes TFs en los 

mecanismos de tolerancia al estrés abiótico, incluyendo entre otros, a aquellos 

pertenecientes a las familias AP2/EREBP, MYB, WRKY, NAC y bZIP (Liu y col., 1998; Qin 

y col.,  2011; Wang y col.,  2016). La expresión génica dependiente de ROS parece estar 

regulada mediante la interacción de factores de transcripción con elementos en cis de 

los promotores de los genes, sensibles al estrés oxidativo (Desikan y col., 2001). El 

perfil transcripcional de plantas de Arabidopsis sometidas a varias condiciones de 

estrés abiótico ha identificado varios elementos cis-reguladores (CRE) asociados con 

ROS (Allu y col., 2014). Algunos de estos elementos que responden a ROS tienen la caja 

“G-box”, con la secuencia CACGTG, implicada en la respuesta al estrés abiótico y la 

señalización hormonal, particularmente a ABA. Un elemento “W-box” concretamente 

la secuencia (TTGAC/T) también es reconocida por el factor de transcripción WRKY 

(denominado así por la presencia de la secuencia  WRKY en el extremo N-terminal). 

Este TF se encuentra  inducido bajo situaciones de  estrés biótico y abiótico (Cheng y 

col., 2012). Como  ejemplo, se ha sugerido que  WRKY6 es un regulador positivo en la 

expresión de la tiorredoxina citosólica  AtTrxh5, que a su vez también está mediada por 

http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2017.00290/full?utm_source=newsletter&utm_medium=email&utm_campaign=Plant_Science-w10-2017#B35
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2017.00290/full?utm_source=newsletter&utm_medium=email&utm_campaign=Plant_Science-w10-2017#B41
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2017.00290/full?utm_source=newsletter&utm_medium=email&utm_campaign=Plant_Science-w10-2017#B41
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2017.00290/full?utm_source=newsletter&utm_medium=email&utm_campaign=Plant_Science-w10-2017#B61
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ROS en condiciones de estrés oxidativo (Laloi y col., 2004). Por otra parte, la expresión 

de esta AtTRXh5 se regula positivamente en plantas que sobre-expresan el factor de 

transcripción WRKY6. Esta regulación es específica y común a la familia de   

tiorredoxinas h. 

Otro  aspecto interesante en la respuesta a nivel celular frente al estrés, es el 

control que el sistema redox Trx /Prx puede ejercer sobre el sistema transcripcional, en 

el proceso de señalización que ocurre en la respuesta al estrés abiótico. Las Trxs 

pueden establecer el estado redox requerido en los factores de transcripción (TFs) 

para unirse a la región promotora del ADN. Las Prxs a través del control de H2O2, 

pueden tener un impacto en la regulación de la transcripción mediada por el estado 

redox (Liu y col., 2013). Estos TFs ligan el estrés ambiental a la expresión génica y para 

algunos de estos factores de transcripción, se ha descrito que la sobre-expresión  

aumenta la tolerancia de la planta al estrés (Hu y col., 2006).   

5.1. Estrés salino 

La salinidad en suelos y en el agua de riego es un problema importante para la 

agricultura en regiones áridas y semiáridas, ya que elevadas concentraciones salinas en 

el suelo causan en las plantas serias alteraciones a nivel fisiológico, bioquímico y 

genético, afectando a su desarrollo. Estas modificaciones se traducen en una 

importante disminución del rendimiento en la mayoría de los cultivos, que oscila entre 

un 65-85% y que se ve reflejado en una menor producción de fruto (Shabala y col., 

2006).  

El estrés salino es propio de zonas de regadío y  deriva principalmente de un uso 

inadecuado de las aguas de riego y de su mala calidad, lo que conduce a un incremento 

paulatino en la concentración de iones salinos, sodio (Na+) y cloro (Cl-) principalmente, 

en la fracción soluble del suelo, que conduce a condiciones hiperiónicas e 

hiperosmóticas que perjudican la capacidad de las plantas para la toma de agua y 

micronutrientes y que  acaba afectando al crecimiento y desarrollo de los cultivos 

agrícolas (Tujeta y col., 2007). Este proceso afecta a más de 800 millones de hectáreas 

de tierra cultivable en el mundo (Munns y col., 2008) lo que representa 
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aproximadamente el 6% de la superficie del planeta. Si se considera que una tercera 

parte de la población mundial habita en tierras irrigadas con aguas de baja calidad y 

terrenos con baja pluviometría y que la superficie destinada a agricultura que se 

encuentra bajo riego, representa solamente el 17% del total, aunque presenta una 

productividad al menos dos veces mayor y genera un tercio de los alimentos que se 

consumen a nivel mundial, ambas condiciones de estrés (salinidad y sequía) podrían 

ser los más frecuentes y severos en el futuro. Por todo ello, el aumento de la tolerancia 

a la salinidad de los cultivos resulta un objetivo prioritario, con el fin de asegurar el 

suministro de alimentos en las próximas décadas (Sevilla y col., 2015b). 

 Las plantas, por otro lado, han adquirido distintos mecanismos adaptativos para 

controlar el impacto negativo de la salinidad y se clasifican en base a su respuesta a la 

salinidad en tres grandes grupos: halófitas, halófitas-glicófitas y glicófitas. Las primeras 

son capaces de habitar en terrenos salinos gracias a la presencia de mecanismos 

adaptativos, muy bien integrados en su metabolismo, y son capaces de completar su 

ciclo de vida en ambientes con elevadas concentraciones salinas en el suelo (200-500 

mM de NaCl). El grupo de las halofítas-glicofitas, lo forman plantas halófitas menos 

tolerantes que las incluidas en el apartado anterior (100-200 mM de NaCl ) y glicófitas 

tolerantes, capaces de desarrollar su ciclo de vida en suelos con concentraciones 

salinas cercanas a 100 mM de NaCl. Mientras que las clasificadas como glicófitas 

presentan una menor adaptación a la salinidad y su crecimiento está muy limitado en 

estas condiciones de estrés (Greenway y col., 1980; Tuteja y col., 2007). La mayoría de 

las especies de plantas cultivadas para cosecha son glicófitas, por lo que deben 

desarrollar diferentes mecanismos fisiológicos y bioquímicos a fin de sobrevivir y 

tolerar distintas concentraciones salinas en el suelo (Rozema y col., 2008). 

La respuesta de las plantas a la salinidad se divide en dos fases, una respuesta 

rápida que se lleva a cabo en el intervalo de unas horas y una respuesta a largo plazo 

que se manifiesta a lo largo de días y semanas (Maathuis y col., 2014). En la primera 

fase, también llamada “fase osmótica”, la alta concentración de sales en el suelo, 

altera el potencial osmótico del mismo y por tanto, la capacidad de las raíces para 

absorber agua se ve disminuida. Este hecho, produce un estrés osmótico en la planta 

que desencadena varios cambios fisiológicos, tales como la desestabilización de 
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membranas, la disminución de la actividad fotosintética, la apertura estomática, 

alteración de la actividad respiratoria (Munns y col., 2008; Rahnama y col., 2010) y 

cambios en los niveles de ROS y sistemas antioxidantes que conllevan el subsiguiente 

estrés oxidativo  (Hernández y col., 2001). 

 Con el tiempo de exposición al estrés, la sal produce un efecto propio de sus 

características como catión, llamado “efecto iónico”, que se traduce en la acumulación 

de iones Na+ y Cl- en los tejidos de la planta y que desencadena un desequilibrio iónico 

y la consecuente toxicidad. Los daños celulares en esta fase, son consecuencia por 

tanto, de la acumulación de sal en las hojas, que alcanza niveles que exceden la 

capacidad de las células para secuestrar sales en la vacuola (Munns y col., 2005; Gupta 

y col., 2014). Las plantas han desarrollado algunas respuestas adaptativas para eliminar 

el excedente salino como son: 1) homeostasis y compartimentalización iónica, 2) 

transporte y exclusión iónica, 3) biosíntesis de osmoprotectores y solutos compatibles, 

4) activación y síntesis de sistemas redox y antioxidantes, 5) síntesis de poliaminas, 6) 

generación de óxido nítrico (NO) y 7) modulación hormonal (Marschner y col., 1995; 

Ashraf y col., 2004;  Gómez y col., 2004;   Kosová y col.,  2013;  Lázaro y col.,  2013). 

 Un análisis completo de la información existente en los últimos años para explorar 

la compleja red de mecanismos envueltos en la respuestas adaptativas  lleva a concluir 

que la mayoría de las proteínas identificadas mediante técnicas de proteómica y 

transcriptómica, se corresponden a aquellas involucradas en el metabolismo de 

aminoácidos, regulación energética, destoxificación y regulación redox. En esta Tesis 

Doctoral nos centraremos en estas últimas, por estar más estrictamente relacionadas 

con la Trx y los sistemas de defensa antioxidantes.  

En este sentido es importante destacar que  la implicación de Trx en el estrés salino 

y su correlación con la tolerancia de las plantas en esta situación no está del todo 

dilucidada ya que la información existente es bastante limitada. La descripción del 

análisis transcriptómico en variedades de álamo sensibles y tolerantes a salinidad 

revela que Trxs cloroplastídicas y citoplasmáticas presentan distintos patrones en 

respuesta a la sal en las hojas. La mayoría de genes no presentan cambios en su 

expresión mientras que otros aumentan o disminuyen su expresión bajo las 

condiciones salinas (Ding y col., 2010). Otros autores describen que cepas de levadura 
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carentes de Trx citosólica se complementan con PsTrx f y m1 vegetales, presentando 

las nuevas cepas capacidad para crecer en medios salinos en concentraciones de hasta 

650 mM de NaCl. Además, una situación de estrés salino induce un aumento específico 

en cada tejido, de transcritos de las Trx m, f y FNR en plántulas de guisante (Fernández-

Trijueque y col., 2012). Por otro lado, en nuestro laboratorio hemos descrito la 

implicación de la Trxo1 de guisante en la respuesta a salinidad. Esta Trxo1 presenta un 

incremento de expresión a tiempos cortos de estrés y un aumento de su actividad en 

tratamientos prolongados de NaCl (Martí y col., 2011), por lo que se le atribuye un 

papel como componente del sistema de defensa inducido por NaCl en mitocondrias de 

guisante, protegiendo a este orgánulo del estrés oxidativo inducido por la salinidad 

junto con Mn-SOD, AOX y PrxIIF. 

5.2. Estudios transcriptómicos en plantas crecidas en condiciones de estrés 

empleando ARN-Seq 

Para comprender mejor la complejidad de los procesos y funciones biológicas que 

se producen en cualquier organismo, las herramientas de secuenciación masiva 

permiten el estudio y la identificación de todos los genes, así como sus diferentes 

isoformas y su variación en los perfiles de expresión entre tipos celulares, tejidos y 

órganos, frente a determinada condición externa. El estudio del transcriptoma 

completo de un organismo bajo una condición o tratamiento era inimaginable antes de 

la era de los Microarrays y de las técnicas de secuenciación masivo de nueva 

generación (NGS); de hecho, el uso de estas nuevas tecnologías como ARN-Seq ha 

revolucionado la biología a través de la generación de millones y billones de lecturas a 

bajo costo.   

La secuenciación de ARN (ARN-Seq) hace referencia al proceso experimental que 

genera lecturas de ADN a partir del ARN (transcritos). Esta tecnología ha emergido 

como una herramienta poderosa para el estudio de transcriptomas, pues es posible la 

reconstrucción completa de los transcritos y de sus niveles de expresión en diversos 

tipos celulares bajo cualquier condición o tratamiento y de cualquier especie (Wang y 

col., 2009). 
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Actualmente, se cuenta con varias tecnologías de secuenciación masiva de 

moléculas de ADN, siendo el sistema más utilizado el de Genome Analyzer II de Ilumina 

(Bentley y col., 2008), y esta técnica conlleva una serie de etapas previas a la 

secuenciación. Primero el ARNm debe ser enriquecido y purificado, eliminando el ARN 

ribosómico de la muestra, seguido de una etapa de digestión enzimática con el uso de 

RNAse III. Posteriormente el ARN debe retrotranscribirse a ADNc de doble cadena y ser 

digerido con enzimas de restricción para obtener fragmentos romos que permitirán la 

adaptación de los oligos para su posterior secuenciación. Tras estas etapas previas 

todos los fragmentos de ARN deben ser seleccionados en un rango de tamaño 

adecuado y uniforme, y para ello se purifican mediante filtración en gel para 

finalmente ser secuenciados mediante síntesis empleando nucleótidos fluorescentes. 

Esta información es almacenada como un archivo de texto FASTQ.  

Esta tecnología de secuenciación masiva genera una enorme cantidad de 

información, millones o billones de lecturas, y para analizarlas es necesario el empleo 

de eficientes y potentes herramientas bioinformáticas. Los principales análisis 

bioinformáticos son: control de calidad de las secuencias, mapeo de las lecturas y  

cuantificación de la expresión, los cuales serán desarrolladas en esta Tesis Doctoral. 

Actualmente son pocos los estudios en los que se ha empleado ARN-Seq para 

elucidar el transcriptoma de plantas en respuesta a la salinidad u otro tipo de estrés. 

Como primera aproximación experimental, se ha secuenciado el transcriptoma de 

arroz en respuesta a estrés salino, mapeando lecturas de 36 pares de bases a su 

genoma de referencia y así se encontraron cerca de 50.000 genes expresados en estas 

condiciones de estrés (Mizuno y col., 2010). Un año más tarde, Villar y col. (2011) 

secuenciaron el transcriptoma de ápices de eucalipto en respuesta a déficit hídrico, 

generaron 1,14 millones de lecturas y encontraron que el genotipo más productivo, en 

biomasa, en condiciones de estrés manifestó una expresión diferencial de genes de 

respuesta al estrés hídrico. Por su parte, Kakumanu y col. (2012) estudiando el 

transcriptoma de maíz en respuesta a sequía, encontraron una disminución de 

expresión de genes relacionados con la división celular y el ciclo celular, y la presencia 

de varios genes relacionados con el metabolismo de carbohidratos y almidón. Por otra 

parte, en tubérculos de patata sometidos a diferentes condiciones de estrés, 
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solamente se han publicado dos estudios transcriptómicos empleando RNA-Seq: 

Massa y col. (2011) secuenciaron 32 transcriptomas de varios tejidos y de plántulas de 

Solanum phureja bajo tratamientos abióticos y bióticos in vitro como sal, manitol, calor 

e infección con Phytophthora infestans, entre otros. El análisis de más de 550 millones 

de lecturas, les permitió identificar y cuantificar los niveles de expresión de más de 

22.000 genes, estableciendo la relación de muchos de ellos con diferentes condiciones 

de estrés. Posteriormente Massa y col. (2013) secuenciaron el transcriptoma de la 

respuesta in vitro a estrés biótico y abiótico de Solanum tuberosum, encontrando que 

el 37% de los genes mostraron una expresión diferencial en comparación a su control, 

y donde los genes con la mayor expresión diferencial fueron aquellos inducibles por 

estrés o los involucrados en la regulación del estrés. Más tarde, Garg y col. (2015) 

realizaron un estudio epigenético mediante secuenciación de ARN en diferentes 

cultivares de Oriza sativa ante situaciones de estrés salino y sequía, demostrando el 

incremento en la metilación del ARNm ante una condición de estrés y su relación con 

la expresión diferencial de genes relacionados con respuesta a estrés abiótico. 

Posteriormente se caracterizaron los genes de respuesta a estrés salino en plantas 

extremófilas de Mesembryanthemum crystallinum identificando hasta 193 genes 

diferencialmente expresados, entre los que destacaron genes relacionados con la 

respuesta a ABA, proteínas transportadoras de sodio (HKT) y enzimas con actividad 

peroxidática (Tsukagoshi y col., 2015). 

Recientemente estas técnicas están siendo empleadas en el estudio de mutantes, 

siendo los más abundantes en A. thaliana. Estos estudios permiten una mejor 

comprensión de los genes diferencialmente expresados en una condición de estrés 

debida a una mutación conocida. En el caso de mutantes de A. thaliana deficientes en 

la síntesis de glutatión, Schnaubelt y col. (2014) describen la relación de los genes 

SPATULA, MYB15 y MYB75, así como genes implicados en la división celular y la 

regulación redox como glutarredoxina S17, glutatión transferasas, tiorredoxinas, 

ACHT5 y TH8 y genes señalizadores de auxinas (HECATE). 

En esta Tesis hemos utilizado esta tecnología para realizar el estudio 

transcriptómico de plantas de Arabidopsis silvestres, mutantes KO y sobre-expresantes 

de AtTrxo1, crecidas en una condición de estrés salino a fin de averiguar los genes que 
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responden en su caso a la falta o sobre-expresión de esta Trxo1 en una condición 

desfavorable para la planta como es la de crecimiento en condiciones salinas
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OBJETIVOS 

La caracterización y el estudio funcional de  sistemas antioxidantes y de regulación 

redox mitocondriales y nucleares, incluyendo  su implicación en la señalización celular 

mediada por ROS y RNS en procesos de estrés abiótico (fundamentalmente salinidad) y 

en procesos de desarrollo, constituye una de las líneas de investigación de nuestro 

grupo perteneciente al Departamento de Biología del Estrés y Patología Vegetal, del 

Centro de Edafología y Biología Aplicada del Segura (CEBAS-CSIC) de Murcia.  

Referente a los componentes del sistema redox, tanto la tiorredoxina PsTrxo1 con 

doble localización mitocondrial y nuclear demostrada en trabajos previos, junto a su 

diana mitocondrial la peroxirredoxina PsPrxIIF y la sulfirredoxina PsSrx, están siendo 

objeto de estudio en nuestro grupo en estos últimos años. La funcionalidad de estas 

proteínas se encuentra bien establecida en células animales y en levadura, mientras 

que en células vegetales la función ejercida por las mismas es menos conocida, si bien 

se ha descrito su posible participación en procesos relacionados con la respuesta al 

estrés abiótico, germinación y muerte celular programada.  

En este contexto, la función celular de PsTrxo1 en el núcleo es de especial interés 

considerando la participación descrita fundamentalmente para tiorredoxinas de origen 

bacteriano y/o animal en la regulación del ciclo celular y en muerte celular y la 

información reciente del efecto que su sobre-expresión ejerce sobre la viabilidad de 

células de tabaco sometidas a estrés oxidativo. Para avanzar en este aspecto funcional,   

la identificación de sus posibles dianas nucleares representa un primer paso obligado. 

Así mismo, la investigación sobre la participación de Trxo1 en la respuesta a estrés 

salino, requiere el análisis del patrón de comportamiento de plantas transgénicas 

mutantes Knockout  y Over-expressor  deficientes y sobre-expresantes en Trxo1, bajo 

una condición de estrés por salinidad, y el análisis en ellas de parámetros fisiológicos, 

proteómicos y transcriptómicos.  

Finalmente, considerando resultados recientes obtenidos en nuestro laboratorio 

sobre la participación de la peroxirredoxina mitocondrial PsPrxIIF, en el proceso de S-

nitrosilacion/transnitrosilacion de dianas mitocondriales y en condiciones de estrés 
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salino,  nos planteamos el análisis de la posible glutationalización/deglutationalización 

de PrxIIF y de la peroxirredoxina cloroplastídica 2-Cys Prx. 

 Estas investigaciones permitirán avanzar en la función celular de estas proteínas 

redox a nivel celular y en plantas. De acuerdo con estas consideraciones, en este 

trabajo de Tesis Doctoral se han propuesto los siguientes objetivos: 

 

1. Determinar  la función en núcleo de la PsTrxo1 

1.1 Corroborar la identificación de PCNA como diana nuclear de la PsTxo1 mediante 

el empleo de diversas aproximaciones experimentales. 

2 Estudiar  el efecto de la sobre-expresión de PsTrxo1 en células TBY2 sobre el 

crecimiento del cultivo y el ciclo celular.  

2.1  Analizar el efecto de la sobre-expresión de PsTrxo1 en los niveles de la proteína 

PCNA en preparaciones enriquecidas en núcleo, a lo largo del crecimiento del 

cultivo de células TBY-2. 

2.2 Localizar subcelularmente el glutatión y medir sus niveles en células TBY2 sobre-

expresantes de PsTrxo1. 

3. Estudiar la participación de Trxo1 en la respuesta al estrés salino en plantas de A. 

thaliana. 

3.1 Obtención de  mutantes homocigóticos Knockout  y Over-expressor de Trxo1 y 

establecer la sensibilidad a diferentes concentraciones de NaCl  mediante el análisis 

morfológico a lo largo del desarrollo de la planta. 

3.2 Estudiar los cambios en los sistemas antioxidantes y parámetros oxidativos en 

mutantes Knockout  en condiciones de salinidad previamente establecida. 

3.3 Identificar la expresión diferencial de genes en plantas mutantes y en el 

genotipo wild-type en condiciones  de estrés salino, mediante análisis 

transcriptómico ARNseq. 

 4. Establecer la capacidad de glutationalización de las peroxirredoxinas PsPrxIIF y 

Ps2Cys-Prx 

4.1 Obtener PrxIIF (mitocondrial) y 2-Cys Prx  (cloroplastídica) recombinantes. 

4.2  Analizar la capacidad de diferentes agentes inductores de glutationalización en 

la modificación postransduccional de ambas proteínas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Material vegetal 

Todas las experiencias de esta Tesis se han realizado utilizando como material 

vegetal plantas de guisante (Pisum sativum L. cv. Lincoln), Arabidopsis thaliana ecotipo 

Columbia (A. thaliana L. col-0), epidermis de cebolla  (Allium cepa L. cv. cepa) y 

suspensiones de células de tabaco BY-2 (Tobacco Bright Yellow-2). 

1.1. Pisum sativum 

1.1.1. Condiciones de cultivo 

Las semillas de guisante se esterilizaron superficialmente con una solución de lejía 

comercial al 10% (v/v) diluida en agua durante 3 min. Seguidamente, se lavaron 

abundantemente con agua destilada y se germinaron en vermiculita adecuadamente 

humedecida y tratada con el fungidicida RedomixTM, en oscuridad, durante tres días en 

cámara de cultivo. Transcurrido este tiempo, las semillas se mantuvieron durante 12 

días más en las condiciones de iluminación de la cámara. Durante la primera semana, 

las plantas se regaron con agua destilada y una vez transcurrido dicho tiempo, con 

solución nutritiva completa Hoagland (en meq/l: NO3
- 22,5; H2PO4

- 1,29; S04
2- 3,13; K+ 

4,62; Ca2+ 6,0; Mg2+ 3,29; y en ppm, Fe 5,0; Mn 0,5; Cu 0,05; Zn 0,05; B 0,5; Mo 0,005). 

La solución nutritiva tenía una presión osmótica de 0,67 atmósferas y un pH de 5,5). 

Los cultivos se mantuvieron en una cámara de cultivo a una temperatura diurna de 

18ᵒC y nocturna de24ᵒC, con un fotoperiodo de ciclo largo (16 h luz: 8 h oscuridad), 

una iluminación (PAR) de 250 μmol × m-2 × s-1 aportada por lámparas fluorescentes de 

36W Sylvania Grolux® y una humedad relativa de 65%-80% (noche-día). 
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1.1.1.1. Aislamiento de núcleos 

Con el objetivo de purificar núcleos de hojas de guisante se utilizó el sistema 

comercial CelLytic PN (SigmaTM) empleando el protocolo de obtención de núcleos 

semipuros recomendado por el fabricante. 

Se incubaron 80 g de hoja de guisante en 240 ml del medio 1xNIB (Nuclear Isolation 

Buffer) que contenía DTT 100 mM, durante 20 min a 4ᵒC. Posteriormente, las hojas se 

homogeneizaron utilizando un triturador de uso doméstico (OsterizerTM) en ese mismo 

medio y se filtraron a través de un filtro  MES de nylon 100 (100 µm de diámetro de 

poro). El homogenizado se centrifugó 10 min en una centrífuga refrigerada Beckman 

mod. J2-21 con un rotor de ángulo fijo JA-14 a 1260 ×g durante 10 min. El precipitado 

resultante se resuspendió en 8 ml de medio NIBA (NIB, 1x cocktail de inhibidores de 

proteasas (CompleteTM), y Triton X-100 a una concentración final de 0,3% (v/v)). 

En dos tubos de centrífuga transparentes aptos para el rotor JA-20 se adicionaron 

27 ml de una disolución de sacarosa 1,8 M y sobre ésta se depositó la muestra. Tras 

centrifugar a 12.000 ×g, 15 min se eliminó la fase superior, enriquecida en clorofila y la 

de sacarosa, recogiéndose con NIBA los núcleos que se depositaron en el fondo del 

tubo. Los núcleos se lavaron con NIBA dos veces por centrifugación 12.000 ×g 5 min. 

Estos núcleos parcialmente purificados se resuspendieron en tampón de 

almacenamiento a -80ᵒC hasta su utilización. 

1.2. Arabidopsis thaliana 

1.2.1. Condiciones de cultivo 

La germinación de A. thaliana en turba se realizó distribuyendo las semillas sobre la 

superficie de los alveolos de cultivo (5x5x5cm = 125ml) conteniendo una mezcla de 

turba negra/vermiculita (3:1) estéril. Las bandejas se cubrieron con un film, para 

favorecer un ambiente saturado en humedad y así estimular la germinación, 

posteriormente se almacenaron a 4ᵒC durante 48 horas en condiciones de oscuridad 

con el fin de romper la dormancia y sincronizar su germinación. Las plantas se 
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mantenían creciendo bajo condiciones controladas y los alveolos se regaban por 

inmersión 2 veces por semana. Las plantas sometidas a un estrés salino moderado, 

fueron regadas con una disolución 100 mM de NaCl a partir del séptimo día y con la 

misma periodicidad que las plantas control. 

Para el cultivo en placa, las semillas se esterilizaron superficialmente 10 min con 

70% etanol (v/v) en agitación por inversión en agitador 3D (Gyromini LabnetTM) y 4 min 

con 20% de lejía comercial (P/v) para luego lavarse con agua destilada estéril 5-7 veces 

en campana de flujo laminar. Posteriormente, se germinaron en medio MS sólido 

(Murashige & Skoog, 1962). Para la preparación de las placas, 1 l de medio contenían 

2,2 g de MS, 0,5 g MES (4-morpholineethanesulfonic acid monohydrate), 7 g Plant-

Agar. El pH se ajustó a 5,7 con KOH y se autoclavó 121ᵒC, 20 min para su esterilización.  

Los cultivos se mantuvieron en cámara de cultivo a 22ᵒ-18ᵒC (día/noche), con una 

intensidad lumínica de 135 μmol x m-2 x s-1 (PAR), 60% humedad relativa, con 

fotoperiodo de día largo 16:8 h.  

1.2.2. Caracterización fisiológica  

1.2.2.1. Parámetros de desarrollo 

Todas las variables fisiológicas medidas en Arabidopsis thaliana se tomaron in vivo e 

in situ a lo largo del desarrollo bajo condiciones control y de estrés salino. Las variables 

medidas fueron el diámetro máximo de la roseta, el número total de hojas verdaderas, 

área foliar total, el área foliar específica (Área foliar dividida por el peso fresco de las 

hojas), peso fresco, peso seco y anchura foliar. 

1.2.2.2. Ensayo de deshidratación 

El ensayo de deshidratación se llevó a cabo con el objetivo de analizar la capacidad 

de retención hídrica entre los distintos genotipos en condiciones control y de estrés 

salino, por medio de la sensibilidad al cierre estomático y a través de sus resistencias 

periféricas como las cutículas, ceras, paredes celulares, etc…. Para ello se 

representaron las curvas de deshidratación como se detalla en Din y col. (2012). El 

suelo se llevó a capacidad de campo durante un mínimo de 2 horas, en plantas 
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expuestas a luz y con 21 días de desarrollo. Las plantas se cortaron con un bisturí 

desde la base de la roseta, el corte se selló con vaselina para evitar la pérdida de agua 

y la embolia del sistema xilemático, se depositaron en una balanza analítica de 

precisión y el peso se tomó en intervalos de 10 minutos  a lo largo de 2 horas. 

1.2.2.3. Densidad estomática 

La densidad estomática se midió utilizando un método descrito por Radoglou y col. 

(1990). El método se basa en hacer una impresión negativa del relieve foliar usando 

esmalte de uñas. El envés de la hoja se cubrió con una fina película de esmalte y se 

dejó secar sobre un portaobjetos a temperatura ambiente. Una vez seco se separó la 

hoja del esmalte quedando una impresión negativa pegada al portaobjetos que nos 

permitió contar estomas con la ayuda de un microscopio. Se contaron el total de 

estomas en diez zonas distintas y se calculó el diámetro y el área del campo visual de 

nuestro microscopio.  

1.2.3. Cepas empleadas 

Las plantas de A. thaliana empleadas en este trabajo fueron suministradas por el 

banco de germoplasma SALK (Tabla 2) y pertenecen a las líneas transgénicas de 

mutantes de inserción de T-ADN (Figura 15). 

Tabla 2. Líneas mutantes de A. thaliana utilizadas en esta tesis. 

Nombre Mutante Inserción Gen
a
 Línea SALK Línea NASC 

AtWt Col-0 Cepa salvaje     

KO1 AtTrxo1 Tiorredoxina o1 T-ADN AT2G35010 SALK_143294 N659590 

KO2 AtTrxo1 Tiorredoxina o1 T-ADN AT2G35010 SALK_042792c N659374 

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

http://www.arabidopsis.org/index.jsp
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Figura 15. Mapa genético de tiorredoxina o1 mitocondrial de A. thaliana y las líneas 

mutantes empleadas 

 

1.2.4. Transformación de A. thaliana por Agrobacterium tumefaciens  

Para la generación de líneas transformadas estables de A. thaliana sobre-

expresantes de la proteína AtTrxo1, se sembraron unas 30 semillas del genotipo 

silvestre en macetas de 10,5 cm de diámetro y 6 cm de profundidad. La infiltración por 

A. tumefaciens se realizó cuando la inflorescencia alcanzó una longitud aproximada de 

18 cm, momento en el cual se eliminaron todas las flores abiertas y silicuas dejando las 

yemas florales cerradas (Zhang y col., 2006). 

Cinco días antes de la infiltración se sembraron en placa con los antibióticos de 

selección: Rifampicina (Rf), Gentamicina (Gm) y kanamicina (Km) (Tabla 3) los 

transformantes de A. tumefaciens portadores con las construcciones: 35S::AtTrxo1 en 

los vectores pMDC43 y pMDC32 36 h a 28ᵒC. Una de estas colonia se cultivó en 10ml 

de médio de cultivo selectivo (LB estéril con los correspondientes antibióticos, Triptona 

1% (p/v); NaCl 1% (p/v); extracto de levadura 0,5% (p/v); pH 7), a modo de preinóculo, 

en agitación, durante 24 h y todo este preinóculo se añadió a 250 ml de medio de 

cultivo selectivo y se incubó en agitador orbital 120 rpm durante 24 h en las 

condiciones de cultivo establecidas (ver sección 2.1.2.) Cuando el cultivo celular 

alcanzaba la fase exponencial de crecimiento (densidad óptica entre 0,6 y 1) se 

añadieron 200 µl de Silwet L-77 (Lehle seeds), un detergente que favorece la apertura 

de los estomas en el proceso de infiltración.  
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El cultivo celular se colocó en un recipiente de diámetro ligeramente mayor al 

diámetro superior de la maceta, con el fin de que la parte aérea de la planta 

contactase con aquélla en un simple volcado. La inmersión de la parte aérea se 

produjo durante 50 segundos. El exceso de solución de infiltración se eliminó 

colocando las plantas sobre papel de filtro. Las plantas se dispusieron horizontalmente 

en una bandeja tapadas con un film agujereado y se dejaron en la cámara de 

crecimiento (ver sección 1.2.1.). Transcurridas 24 h se eliminó el plástico, se colocaron 

en posición vertical y se regaron hasta su empleo para la recolección de semillas. 

 

Tabla 3: Antibióticos utilizados para la selección de clones de A. tumefaciens en placa y selección 

de plantas transgénicas. 

Nombre Nomenclatura Concentración (µg/ml) Función 

Kanamicina Km 50 Selección de clones 

Gentamicina Gm 20 Selección de clones 

Higromicina Hyg 20 Selección de plantas transgénicas 

Rifampicina Rf 100 Selección de clones 

 

1.2.5. Selección de transformantes 

La selección de las líneas mutantes de A. thaliana se realizó en placas Petri de 9x9 

cm sobre medio sólido suplementado con el antibiótico de resistencia (Tabla 3). Para 

este fin, se colocaron 100 semillas en estas placas y se almacenaron a 4ᵒC durante dos 

días para sincronizar la germinación. Transcurrido este tiempo, se les sometió a un 

choque de luz de 6 horas en la cámara de cultivo para estimular la germinación, y 

posteriormente se mantuvieron en oscuridad durante tres días más. Las plantas 

transformadas se distinguieron por un alargamiento del hipocótilo en relación con las 

no transformadas. Tras una semana, las plantas transformadas (resistentes a 

higromicina) siguieron con el proceso de desarrollo mientras que las no transformadas 

morían, en este punto las plantas resistentes se trasplantaron a turba (ver sección 

1.2.1.).  
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Mediante autofecundación de las diferentes líneas de la primera generación (T1) 

trasplantadas y crecidas en turba se obtuvo la segunda generación (T2). Las semillas de 

la T2 resistentes a higromicina fueron seleccionadas en placa Petri de la misma forma. 

La selección fue realizada del mismo modo para cada generación hasta obtener las 

líneas homocigóticas. 

1.2.6. Test de segregación y búsqueda de líneas homocigóticas 

Para confirmar la existencia de un único lugar de inserción del gen en las líneas 

transformantes, la T2 de cada una de las líneas mutantes se sometió a crecimiento en 

placa con el antibiótico de resistencia (ver sección 1.2.5. y Tabla 3), con el fin de 

establecer la proporción de transformantes. La proporción de transformantes no debía 

superar el 75%, ya que niveles superiores indicarían la existencia de más de un locus de 

inserción. En este momento se escogieron diez plantas resistentes y se seleccionaron 

hasta que el porcentaje de resistencia fue del 100%, lo que suponía la homocigosis. De 

las líneas homocigóticas obtenidas, se seleccionaron dos líneas de cada construcción a 

fin de normalizar las posibles diferencias surgidas durante la transgénesis.  

1.3. Células de tabaco BY-2  

1.3.1. Condiciones de cultivo 

Las células TBY-2 (derivadas de Nicotiana tabacum cv. Bright Yellow 2) crecieron y 

se propagaron rutinariamente en medio MS, suplementado con tiamina 0,15 mg/ml, 

2,4-D 0,2 mg/ml, KH2PO4 0,02 mg/ml, sacarosa 3% (w/v) y mioinositol 1% (v/v) a pH 5,8 

y esterilizado a 121ᵒC, 20 min. Las células se subcultivaron a medio fresco en intervalos 

semanales de tiempo. Para ello, una alícuota de 4 ml de células en fase estacionaria se 

transfirió a un matraz conteniendo 100 ml de medio y se mantuvo en agitación orbital 

a 120 rpm, durante 7 días, 26ᵒC y en oscuridad. 
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1.3.2. Validación de la transformación estable de células TBY-2 por A. 

tumefaciens 

Se validaron tres líneas celulares TBY-2 de N. tabacum, dos sobre-expresantes del 

gen de PsTrxo1 y otra línea control.  Las líneas celulares fueron transformadas como se 

detalla en Ortiz-Espin y col, (2015).  

La identificación de las líneas transformadas se llevó a cabo mediante RT-PCR (ver 

sección 3.3.5.) comprobando la sobre-expresión del gen PsTrxo1. Así mismo se localizó 

PsTrxo1 mediante fluorescencia de la proteína verde fluorescente GFP (gen reportero 

de la transformación), usando un microscopio de fluorescencia. 

1.3.3. Obtención de protoplastos y aislamiento de núcleos 

Los protoplastos y núcleos se aislaron a partir de cultivos líquidos de células TBY-2 

como describen Locato y col. (2009). Aproximadamente 15 g de células se 

resuspendieron en 50 ml de tampón de extracción de protoplastos (0,4 M manitol, 25 

mM Tris–MES, pH 5,5, 0,25% (p/v) celulosa (Sigma-Aldrich), 0,05% (p/v) pectoliasa Y-23 

(Duchefa Biochemie) y 0,1% (v/v) pectinasa (Sigma-Aldrich). Las células se incubaron 

en un matraz Erlenmeyer de 250 ml de volumen a 26ᵒC en oscuridad durante 2 horas y 

90 rpm. El proceso de digestión enzimática de la pared celular se observó usando un 

microscopio de campo claro. Los protoplastos sedimentaron centrifugando a 100 ×g 

durante 5 minutos a  temperatura ambiente sin freno y se lavaron dos veces con 

tampón de lavado (0,4 M manitol y 25 mM Tris–MES, pH 6,5). Finalmente los 

protoplastos se resuspendieron en tampón de lisis para citometría (0,4 M manitol, 20 

mM Tris–HCl, pH 7,6, 0,5 mM EDTA, 4 mM Cisteína y 0,1% de BSA) o tampón de lisis 

para proteínas glutationiladas (0,4 M manitol, 20 mM Tris–HCl, pH 7,6, 0,5 mM EDTA y 

25 mM de NEM) y se homogeneizaron en un poter a 4ᵒC. El lisado se filtró por 

gravedad entre dos gasas estériles y se centrifugó a 1500 ×g durante 5 minutos a 4ᵒC. 

El precipitado enriquecido en núcleos se resuspendió, para citometría de flujo, en 

tampón de fijación (25 mM Tris–MES, pH 6,5 y 70% de etanol (v/v), los protoplastos 

fijados se almacenaron a cuatro grados un máximo de 10 días hasta su utilización o en 
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tampón de proteínas glutationiladas (25 mM Tris–HCl, pH 7,6, 0,5 mM EDTA, inhibidor 

de proteasas y 25 mM de NEM). 

1.3.4. Curvas de crecimiento 

Para elaborar las curvas de crecimiento de las distintas líneas celulares se 

obtuvieron medidas espectrofotométricas de DO600nm a intervalos diarios durante 9 

días, de las células contenidas en 1 ml de medio de cultivo de un total de tres réplicas. 

Para ello, 1 ml de cultivo se diluyó en 9 ml de medio TBS (Tris-HCl 125 mM pH 7,5; NaCl 

0,5 M; Cys 5 mM). Estos datos nos permitieron calcular el crecimiento utilizando el 

factor de dilución: 

    C= 10 x Abs600 nm 

La viabilidad celular también fue analizada mediante citometría de flujo laminar 

como se detalla en la sección 1.3.6. 

1.3.5. Medidas de viabilidad celular 

La viabilidad celular se midió utilizando el colorante vital Trypan Blue que 

solamente tiñe las células muertas. Para ello, las células se tiñeron in vivo durante 5 

min a temperatura ambiente con el colorante en una relación 2:1 v/v (cultivo celular: 

colorante) y posteriormente se visualizaron en un microscopio Leica LMR de campo 

claro. Las imágenes se captaron con una cámara digital Leica DC 500 con la versión 

1,20 del software Leica IM 1000 Image Manager. 

La viabilidad (Vi) se calculó como el porcentaje de células viables en un total de 

1000 células distribuidas en diez campos aleatorios de la muestra.  

 Vi = nᵒ de células vivas / nᵒ de células contabilizadas 
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1.3.6. Caracterización del ciclo celular 

-Índice mitótico 

El índice mitótico se midió a diario, en células in vivo, durante una curva de 

desarrollo de nueve días, como describen  (Houot y col., 2001). Una alícuota de 50 µl 

de células fue teñida con Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) y el índice mitótico se calculó 

como el porcentaje de células en estado de mitosis en relación al total de células 

contabilizadas (300 células como mínimo). Las muestras se analizaron en un 

microscopio de fluorescencia (DMLS, Leica, Germany) con un filtro de excitación a 

340–380 nm y un filtro de emisión de 410 nm. 

 

-Citometría de flujo 

El análisis por citometría de flujo se llevó a cabo para determinar el porcentaje de 

células en los distintos estados del ciclo celular utilizando yoduro de propidio para 

estimar la cantidad total de ADN mediante fluorescencia (Fried y col., 1976). Para ello 

se tiñeron 2 ml de núcleos  con yoduro de propidio a una concentración final de 50 

µg/ml y se analizaron en un en un citómetro de flujo laminar (FacsVerse BECTON 

DIKINSON) acoplado a un analizador de imagen (MACSQuant Analyzer). Se 

contabilizaron tres replicas biológicas con un mínimo de 3.000 núcleos y un máximo de 

10.000 por muestra y el experimento se realizó por triplicado. Analizando la intensidad 

de fluorescencia (proporcional al contenido de ADN) se determinaron cuatro estados 

del ciclo celular, G0: células necróticas o apoptóticas, G0/G1: células diploides 2C, S: 

síntesis de nuevos cromosomas, y G2/M: Células en mitosis 4C. 
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2. Bacterias 

2.1.1. Escherichia coli 

2.1.1.1. Condiciones de cultivo 

Las bacterias E. coli fueron crecidas en medio LB estéril con el antibiótico de 

selección adecuado (Tabla 4), a 37ᵒC y en oscuridad. En el caso de los cultivos líquidos, 

se utilizó además una agitación orbital a 130 rpm. 

2.1.1.2. Cepas empleadas 

Las cepas bacterianas empleadas para la clonación de las construcciones utilizadas 

en este trabajo fueron las siguientes: DH5αm (Genotipo: F– Φ80lacZΔM15 Δ (lacZYA-

argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rK–, mK+) phoA supE44 λ– thi-1 gyrA96 relA1) para 

clonaciones; BL21 (DE3) (Novagen) (Genotipo: F– ompT hsdSB(rB–, mB–) gal dcm (DE3) 

para la producción de proteínas recombinantes a partir de un gen clonado en vectores 

pET, mediante la inducción por IPTG (isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido) y células 

Top 10 (Invitrogen) (Genotipo: F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 

recA1 araD139 Δ(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG para la propagación 

de los plásmidos con tecnología Gateway. 

2.1.1.3. Preparación de células competentes 

Para preparar células competentes se sembraron en placas de LB agar las cepas 

DH5α y BL21 y se incubaron 24 h a 37ᵒC. Una vez crecidas las colonias se inoculó una 

de ellas en 20 ml de medio LB en las condiciones anteriormente descritas durante 12 h. 

Posteriormente, se inocularon 3 ml de este pre-cultivo en 250 ml LB sin antibióticos a 

37ᵒC durante 5 h y en agitación hasta alcanzar la fase exponencial temprana de 

crecimiento (DO600nm=0,6–0,8). El cultivo se incubó en hielo 10 min y las células se 

recogieron por centrifugación a 3.000 ×g, durante 10 min. El precipitado resultante se 

resuspendió en 75 ml de una solución fría de MgCl2 100 mM y se centrifugó a 6.000 ×g, 

10 min. Las células precipitadas se resuspendieron en 125 ml de una solución fría de 

CaCl2 100 mM y se incubaron en hielo durante 20 min. Finalmente, las células 
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competentes se recogieron por centrifugación en las condiciones descritas y se 

resuspendieron en 2,5 ml CaCl2 100 mM y 15% glicerol (v/v). La suspensión se 

fraccionó en alícuotas de 100 μl, se congelaron en nitrógeno líquido y se almacenaron 

a -80ᵒC. Todo el proceso se llevó a cabo en condiciones estériles. 

2.1.1.4. Transformación de células 

Las células competentes DH5α y BL21 se transformaron por choque térmico 

utilizando 100 µL del stock descongelado en hielo, añadiendo 300 ng de ADN 

plasmídico de una reacción de ligación o recombinación. La mezcla se incubó en hielo 

durante 20 min y después se sometió a un choque térmico de 42ᵒC durante 50 s. Tras 5 

min en hielo, las células se diluyeron en 500 μL de medio SOC (LB Broth Base (Life 

Technologies), KCl 250 mM, ajustado a pH 7 y suplementado antes de su uso con 

sacarosa 20 mM y MgCl2 10 mM y se mantuvieron en agitación a 130 rpm, durante 1 h 

y a 37ᵒC. Finalmente, las bacterias se sembraron en una placa de medio LB sólido con 

los antibióticos correspondientes (Tabla 4) y se seleccionaron los clones positivos. 

Las células electro-competentes TOP-10 se transformaron por electroporación 

utilizando un Electro Cell Manipulator ECM630 (BTX, A Division of Gentronix). Las 

condiciones del pulso eléctrico fueron las siguientes: capacitancia 25 μF, voltaje 2,5 Kv, 

resistencia 200 Ω, tiempo 5 ms. Las células fueron diluidas en 500 µL, e incubadas a 

37ᵒC en oscuridad y sin agitación. Luego se seleccionaron de la forma comentada 

anteriormente. Finalmente, las colonias positivas se comprobaron por PCR. 

Tabla 4: Antibióticos usados para selección de clones en E. coli. 

Antibiótico Nomenclatura Concentración (µg/ml) Función 

Kanamicina Km 50 Selección de clones 

Gentamicina Gm 20 Selección de clones 

Ampicilina/carbencilina Amp/Cb 75 Selección de clones 
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2.1.2. Agrobacterium tumefaciens 

Condiciones de cultivo 

Las células de A. tumefaciens no transformadas crecieron en medio líquido LB con 

los antibióticos Rif y Gm (Tabla 3). Los medios empleados para las células 

transformadas estuvieron además suplementados con Km. Las condiciones de cultivo 

fueron 130 rpm en agitador orbital, durante 24-48 h y 28 ᵒC en oscuridad. El 

crecimiento en placa se hizo en medio LB-agar y los antibióticos de resistencia 

especificados (Tabla 3). 

Cepas empleadas 

Las estirpes usadas en los ensayos de transformación fueron: cepa GV3101 

(pMP90RK, Gmr Kmr), RifR, conteniendo los factores de virulencia en el vector pMP90 

para la transformación de Nicotiana tabacum, y la cepa C58C1 (PJIC), que alberga los 

factores de virulencia en el plásmido Ti pDUB1003 delta 31, para la transformación de 

A. thaliana. 

Preparación de electro-competentes 

Para la preparación de células competentes de A. tumefaciens, se añadieron 10 ml 

de un cultivo saturado en bacterias a 500 ml de LB y se icubó a 250 rpm, 28ᵒC, hasta 

que la DO600nm fue de 0,8-1. Las células se recogieron por centrifugación a 6.000 ×g 

durante 10 min y se lavaron con agua estéril. Finalmente, las células se resuspendieron 

en 1 ml de glicerol 10% (v/v) y se fraccionaron en alícuotas que se congelaron en 

nitrógeno líquido y almacenaron a -80ᵒC. 

Transformación 

Para los ensayos de transformación, alícuotas de electro-competentes se 

descongelaron en hielo. Las condiciones de electroporación: capacitancia 50 μF, voltaje 

1,8 KV, resistencia 150 Ω, tiempo 5 ms.  En este caso, los antibióticos empleados para 

su selección están referidos en la Tabla 3. 
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3. Genética molecular 

3.1. Diseño de oligonucleótidos 

Para el genotipado de las líneas mutantes se consideró la localización de la inserción 

de T-ADN en el gen y se diseñaron dos oligos que flanqueaban el inserto y otro 

específico para la secuencia de T-DNA (LBb1.3) tal y como propone el Instituto Salk, 

tomando como molde el ADN genómico. El diseño de cebadores para la PCR 

semicuantitativa se hizo atendiendo a dos regiones que flanqueaban el inserto sobre 

ADNc molde, teniendo en cuenta que los cebadores hibridaran sobre regiones 

exónicas y el tamaño del amplicón no superara los 300 pares de bases (pb). 

Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo se encuentran en la Tabla S1. 

Para el diseño de cebadores se utilizaron las siguientes páginas web: 

 T-DNA Express primer design: http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html  

 NetPrimer Biosoft; www.premierbiosoft.com/netprimer 

 Primer3plus; www.bioinformatics.nl/primer3plus/  

Cuando fue necesario un diseño manual, utilizamos el programa Tm calculador Applied 

Biosystem;  http://www6.appliedbiosystems.com/support/techtools/calc/ y Blast: 

https://www.arabidopsis.org/Blast/ 

3.2. ADN 

3.2.1. Extracción de ADN genómico  

Para la extracción de ADN genómico (ADNg) de A. thaliana, P. sativum y células de 

tabaco BY-2 se usó un protocolo basado en la precipitación con isopropanol. 100 mg 

de hojas ó 0,3 g de células TBY-2 se congelaron en nitrógeno líquido y se 

homogeneizaron mecánicamente en mortero. A cada muestra se le añadió 500 µl de 

tampón de extracción autoclavado (Tris-HCl 1 M pH 8; EDTA 0,5 M; NaCl 5 M) y 35 µl 

de SDS 20 % y se incubó durante 10 min a 65 ᵒC. Después de la lisis, las proteínas y 

polisacáridos se precipitaron con 130 µl de acetato de potasio 5 M durante 10 min en 

http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html
http://www.premierbiosoft.com/netprimer
http://www.bioinformatics.nl/primer3plus/
http://www6.appliedbiosystems.com/support/techtools/calc/
https://www.arabidopsis.org/Blast/
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hielo y se eliminaron por centrifugación 14.000 ×g durante 15 min, a temperatura 

ambiente. Posteriormente, los ácidos nucleicos presentes en el sobrenadante 

precipitaron con una mezcla de 640 µl de alcohol isopropílico 100% y 60 µl de acetato 

de sodio 3 M durante 20 min en hielo y centrifugación a 14.000 ×g, 3 min a 

temperatura ambiente. El precipitado se resuspendió con etanol frío al 70%, 

repitiéndose esta operación dos veces. Posteriormente se eliminó el exceso de etanol, 

mediante succión con la ayuda de una bomba de vacío. El material genético se 

resuspendió en 100 µl de agua estéril y se incubó con 1 µl de ARNasa A (Roche) a una 

concentración final de  5 ng/µl durante 1 h a 37ᵒC. 

3.2.2. Extracción de ADN plasmídico 

Para el aislamiento de ADN plasmídico se partió de 5 ml de cultivo líquido crecido 

durante 24 h y suplementado con los antibióticos adecuados en cada caso. 

En la extracción de plásmidos bacterianos, a pequeña y gran escala, se utilizaron los 

siguientes kits comerciales: “Plasmid DNA Purification” (Machery-Nagel) y “Midiprep” 

(Macherey-Nagel). Se siguieron las instrucciones recomendadas por los fabricantes. 

3.2.3. Electroforesis de ADN en geles de agarosa 

El gel de agarosa se preparó en tampón TAE 1x (Tris-Acetato 40 mM pH 8; EDTA 1 

mM), más la cantidad de agarosa precisa. El uso del bromuro de etidio como 

fluoróforo que se intercala en el ADN y nos permite la visualización del ADN bajo luz 

UV estuvo restringido a algunos geles donde se necesitaba una alta resolución, en la 

mayoría de casos se sustituyó este fluoróforo por Orange G 2% (Thermo ScientificTM). 

Por otro lado, el porcentaje de agarosa empleada dependió del tamaño del fragmento 

a separar. Las condiciones de electroforesis empleadas fueron: voltaje constante, de 

entre 80-100 V y un tiempo de 30-45 minutos. Las bandas se observaron en un 

transiluminador (Syngene) con luz ultravioleta. 
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En este trabajo los marcadores de tamaño molecular empleados fueron: DNA 

Ladder Mix (Fermentas™) de 100-10.000 pb y 100 pb Plus DNA ladder (GeneRuler™) de 

100-3.000 pb. 

3.2.4. Extracción de ADN de geles de agarosa 

Para purificar fragmentos de ADN a partir de un gel de agarosa se usaron los kits 

comerciales: “QUIAEX II”  (para fragmentos menores de 200 pb) y el “GENECLEAN 

turbo kit”. En ambos casos se siguieron las instrucciones recomendadas por el 

fabricante. 

3.2.5. Cuantificación de ADN en solución 

La concentración de ADN y su pureza se calculó utilizando un espectofotómetro 

Nanodrop ND-100 (Agilent Technologies) midiendo la Absorbancia de UV a 260 nm, 

280 nm y 230 nm. La concentración se calcula respecto al valor estándar DO260nm=1 

para soluciones de 50 μg/μl de ADN de cadena doble.  

PCR convencional 

Para amplificar los fragmentos de ADN por PCR convencional se preparó una 

reacción en la que se incluyeron los oligonucleótidos (primers) sentido y antisentido 

del gen a amplificar a una concentración final de 10 nM, una mezcla de cuatro dNTPs 

(dATP, dGTP, dCTP y dTTP) a una concentración final de 5 µM, tampón de reacción que 

contenía sales de amonio y magnesio, ADN polimerasa a la concentración 

recomendada por el fabricante, ADN molde (5-10 ng de cADN o ADN plasmídico, o 50-

100 ng de ADN genómico) y agua ultrapura estéril a un volumen final de 10-20 µl, 

dependiendo del experimento. En todos los casos se incluyó siempre un control 

negativo (sin ADN) y cuando fue posible, uno positivo. 

Las ADN polimerasas termoestables utilizadas, se seleccionaron según el objetivo 

final y fueron las siguientes: 



MATERIALES Y MÉTODOSM 
 

80 
 

 Ecotaq plus (ECOGEN): utilizada para reamplificar productos que iban a ser 

ligados en el vector  pGEM-Teasy. 

 rTaq (Takara): utilizada en amplificaciones rutinarias con fines analíticos, en las 

que el producto amplificado no iba a ser utilizado.  

 ExTaq (Takara) y Platinum Pfx (Invitrogen, Life Technologies): usadas 

fundamentalmente para la amplificación de productos específicos que 

requerían posterior secuenciación.   

Las condiciones de amplificación fueron las estándar, variándose el tiempo de 

extensión en función del tamaño de los fragmentos a amplificar (1 min/1 kb a 72ᵒC) y 

la temperatura de anillamiento (Ta) de los oligonucleótidos, que fue específica de los 

oligos empleados y se calculó empíricamente en función de la temperatura de 

desnaturalización o melting (Tm), (Ta=Tm-5ᵒC), y que viene determinada por la 

longitud y la composición de los oligos. El termociclador utilizado fue el mod. Primus 

(MWGBiotech) y el equipo C1000 Thermal Cycler (Bio Rad). 

PCR de colonia 

La amplificación sobre colonias de E. coli o A. tumefaciens se realizó añadiendo 

directamente la colonia sobre el tubo de PCR con todos los componentes de la 

reacción, tras haber realizado una réplica en una placa nueva para poder identificar y 

conservar la colonia de partida. Las condiciones de la PCR fueron las convencionales 

(ver sección 4.1.6.1.). 

PCR anidada 

En la PCR anidada el producto de una amplificación es utilizado como molde para 

realizar una segunda amplificación con cebadores que se ubican dentro de la primera 

secuencia amplificada. Este tipo de PCR se utilizó principalmente cuando añadimos las 

colas de recombinación en el sistema tipo GATEWAY (ver apartado 3.4.). En este caso, 

en la primera PCR se utilizó una concentración de oligos 2 µM mientras que en la 

segunda, se usó una concentración de 20 µM, para asegurar una completa 

amplificación. 
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3.2.6. Manipulación enzimática del ADN 

La digestión del ADN se realizó con enzimas de restricción en las condiciones 

óptimas indicadas por el fabricante para cada una de ellas. Con fines analíticos 

normalmente el volumen total de reacción fue de 20-30 µl con 0,5-1 µg ADN y 1 

unidad de la enzima de restricción correspondiente, en el tampón fijado por el 

fabricante. La incubación se realizaba durante 1-2 h a 37ᵒC, en función de la cantidad 

de ADN y la enzima empleada. Las principales enzimas utilizadas se describen en la 

Tabla 4.  

Tabla 4: Enzimas de restricción utilizadas para la clonación de fragmentos en el vector pET3d. 

Enzima Tampón Fabricante 

XbaI OPAa 10x Roche 

BamHI OPA 10x Roche 

a
OPA 10x (One for All): Tris-acetato 100 mM pH 7,5, acetato de Mg 100 mM,  acetato de potasio 500 

mM. 

3.2.7. Secuenciación 

Para la secuenciación de los distintos fragmentos de ADN, éstos se clonaron en 

vectores plasmídicos con los que se transformó E. coli y A. tumefaciens tal y como se 

ha descrito previamente. Los plásmidos de los distintos transformantes seleccionados 

se purificaron tal y como se describe en la sección 3.2.2. Finalmente, los fragmentos de 

ADN se secuenciaron con los cebadores correspondientes, en la empresa de 

secuenciación SECUGEN S.L. (CIB, Madrid, España) y en el Servicio de Apoyo a la 

Investigación de la Universidad de Murcia (CAID). 

3.3. ARN 

3.3.1. Tratamiento del material 

Debido a la inestabilidad del ARN y a la ubiquidad de las ARNasas el material 

utilizado para su extracción se lavó previamente con una solución de NaOH 
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conteniendo SDS 10% y EDTA 1 mM que posteriormente se esterilizó. El agua utilizada 

se trató con DEPC (DiEtilPiroCarbonato) (1 ml/l) con el fin de eliminar enzimas del tipo 

ARNAsa y ADNasa. Este tratamiento exige agitación durante doce horas en campana 

de extracción para favorecer la eliminación del vinilo y una doble esterilización en las 

condiciones descritas para eliminar la toxicidad producida por el DEPC.  

3.3.2. Métodos de extracción   

El ARN procedente de células de tabaco y tejido foliar de Arabidopsis se aisló con 

una mezcla de fenol saturado en agua y cloroformo. Posteriormente fue precipitado 

con LiCl 3 M (Lagrimini y col., 1987). Se emplearon 0,1 g hojas ó 0,3 g de células que 

fueron congeladas en nitrógeno líquido y pulverizadas con el equipo Mikro-

dismembrator (SartoriusTM) a 1.500 rpm durante 2 min. El homogenado resultante se 

resuspendió en 550 µl de cloroformo y 550 µl de tampón de lisis (Tris-HCl 200 mM pH 

8; LiCl 400 mM; EDTA 25 mM; SDS 1% y agua estéril). La mezcla se centrifugó a 13.000 

×g, 5 min, a temperatura ambiente, a fin de eliminar lípidos y proteínas. 

Posteriormente, el sobrenadante se lavó con un volumen de fenol y después con otro 

de cloroformo centrifugándose a 13.000 ×g, 3 min. Los ácidos nucleicos precipitaron 

con 1/3 del volumen obtenido de LiCl 8M durante toda la noche a 4ᵒC y se recogieron a 

13.000 g, 20-30 min a la misma temperatura. El ADN se eliminó incubando el 

precipitado con ADNasas (ARNase-free ADNase, Roche Applied ScienceTM) en una 

relación de una unidad de enzima por cada µg ARN, durante 1 h 30 min a 37ᵒC. A 

continuación, el precipitado se lavó dos veces; el primero con acetato de sodio 3 M, pH 

5,2 (7 µl) en 470 µl de agua DEPC y 250 µl etanol 70%, que se mezcló bien y se 

centrifugó 13.000 ×g, 10 min a 4ᵒC. El segundo lavado se realizó con 6 veces menos de 

acetato de sodio 3 M y tres veces más de etanol 70%, incubándose 1-2 h a -20ᵒC. El 

ARN se recogió a 13.000 ×g, 20 min a 4ᵒC y el precipitado se lavó dos veces con etanol 

frío al 70%. El ARN se secó a temperatura ambiente y se resuspendió en 10-30 µl de 

agua DEPC. El estado y calidad del ARN extraído se comprobó mediante electroforesis 

en geles de agarosa 1% y la ausencia de contaminación por ADN genómico se 

comprobó mediante PCR con oligonucleótidos específicos de una región intrónica del 

gen de la Tubulina 8 (AT5G23860, Tabla S1). La concentración, pureza e integridad de 
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ARN se determinó como se detalla en los apartados siguientes. A partir del ARN aislado 

se sintetizó cADN con el kit comercial “High-Capacity cADN Reverse Transcription Kit” 

(Applied-BiosystemsTM) a partir de moléculas de hexámeros degenerados como 

cebadores y siguiendo las indicaciones del fabricante. 

El ARN utilizado en los experimentos de secuenciación masiva (ARN-seq) y 

procedente de la parte aérea de una planta completa por muestra, se aisló utilizando 

el Kit comercial Spectrum™ (Plant Total RNA Kit Sigma-Aldrich).  

3.3.3. Electroforesis ARN 

Las muestras de ARN se separaron en geles de agarosa (1% p/v) con tampón TAE 1x 

estéril. Las muestras se prepararon de forma análoga a las de ADN (sección 3.2.3.). 

Para comprobar la integridad del ARN, se cargaron 150 ng por calle y se aplicó un 

voltaje constante de 60 V durante 40 min. La integridad del ARN se visualizó como dos 

bandas a 2.000 y 5.000 pb correspondientes al ARN ribosómico 18S y 28S. Para los 

ensayos de ARN-seq, la integridad del ARN se determinó relativizando las intensidades 

de las bandas correspondientes a las dos subunidades ribosómicas entre ellas (relación 

óptima 2:1) y con respecto a la intensidad total de la movilidad electroforética de la 

muestra (relación óptima 10:1 o mayor). 

3.3.4. Cuantificación de ARN en solución 

Para determinar la concentración de ARN de las muestras, así como su pureza, se 

utilizó un equipo ND-100 (Nanodrop) donde se midió la absorbancia a 260, 280 y 230 

nm frente a un blanco de agua ultrapura. La concentración de la muestra se calculó en 

relación al valor estándar DO260nm=1 para soluciones de 40 µg/ml de ARN.  

3.3.5. PCR cuantitativa a tiempo real 

Los análisis de expresión génica mediante PCR cuantitativa a tiempo real o RT-qPCR 

por sus siglas en inglés Real Time-quantitative Polymerase Chain Reaction, se 

realizaron empleando el equipo Eco Real-Time PCR Illumina System (IlluminaTM). Las 

http://es.wikipedia.org/wiki/PCR_cuantitativa
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reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 10 μl incluyendo 1X SYBR™ Green 

master mix (ThermoFisher), entre 10-25 ng de ADNc molde y 0,5 μM de cada uno de 

los oligonucleótidos (sentido y antisentido) específicos para cada gen. Las condiciones 

de PCR fueron: 10 min a 95ᵒC, 40 ciclos de 10 seg a 95ᵒC y 30 seg a 60ᵒC. Al final de 

cada experimento se llevó a cabo una fase de disociación para comprobar la 

amplificación de un único producto. Los datos se normalizaron frente al gen de la 

Actina 8 (AT1G49240). Los niveles de expresión de nuestros genes problema se 

determinaron por el método Ct, número de ciclos de PCR necesarios para alcanzar una 

síntesis de amplicón en fase exponencial (Pfaffl, 2001), que se basa en la comparación 

del Ct del gen de interés y del gen de referencia (ΔCt). Los niveles de expresión de un 

gen se calculan entonces como la potencia 2-ΔCt.  

3.4. Estrategias de clonación 

3.4.1. Clonación de PsTrxo1 en el vector pMDC83 

El gen de tiorredoxina o1 mitocondrial de P. sativum sin mutar, PsTrxo1 y mutado 

en la cisteína reactiva número 37, PsTrxo1C37S fueron amplificados mediante PCR a 

partir de ADN plasmídico extraído de dos cepas de E. coli portadoras del vector pGEM 

T-easy y los genes de interés, comprobados mediante secuenciación (Martí y col.,  

2009). Utilizando la enzima Platinum Pfx, y mediante el diseño de oligos específicos 

(Tabla S1) se deleccionó el codón de stop para que posteriormente el gen quedara 

fusionado traduccionalmente a la proteína GFP. El fragmento fue clonado en el vector 

pMDC83, quedando la construcción P35S::PsTrxo1-GFP, y esta construcción se utilizó 

para transformar una cepa de E. coli DH5α y otra de A. tumefaciens C58C1 las cuales 

fueron comprobadas mediante secuenciación. El diseño de los oligos y las reacciones 

de recombinación in vitro se llevaron a cabo según la tecnología Gateway® de 

Invitrogen, siguiendo las instrucciones del fabricante. La expresión ectópica y 

transitoria del gen de tiorredoxina o1 mitocondrial de guisante fusionado al gen GFP 

(PsTrxo1-GFP) se llevó a cabo en células TBY-2 con el objetivo de localizar 

subcelularmente la proteína utilizando técnicas de microscopía confocal (ver sección 

4). 
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3.4.2. Clonación de PsPCNA en el vector pET3d 

Para la expresión de la proteína recombinante PsPCNA se utilizó la cepa de E. coli 

BL21, la cual tiene la construcción PLac::T7ARNpolimerasa, con un promotor inducible 

por IPTG, que expresa el gen T7ARNpolimeresa que activa el promotor de nuestra 

construcción P7T::PsPCNA en el vector pET3d, obteniendo una alta expresión del gen y 

de la proteína de interés.  

Para amplificar el gen se partió de ADNc extraído de hojas de guisante y mediante 

PCR utilizando los oligonucleótidos específicos (descritos en la tabla S1) y la enzima  

EcoTaq plus (Ecogen), el fragmento obtenido se comprobó a través de una 

electroforesis en geles de agarosa, se extrajo la banda y se clonó en el vector pGEM®-T 

easy. Todo el volumen de ligación fue utilizado para transformar células competentes 

de E. coli BL21. Una vez seleccionadas varias colonias correctamente secuenciadas, 

fueron crecidas en 5 ml de LB líquido para aislar el ADN plasmídico portador de la 

construcción de interés.  1 µg de ADN plasmídico y de vector pET3d fueron digeridos 

con las enzimas de restricción BamHI y XmaI y el fragmento fue clonado en el vector 

mediante el uso de la enzima T4 ligasa. Todo el volumen de la reacción de ligación se 

utilizó para transformar células competentes de E. coli BL21. 

3.4.3. Clonación de PsPCNA, PsTrxo1 y PsTrxo1C37S en los vectores SPYCE y 

SPYNE 

En estos vectores nuestro gen de interés se expresa de forma constitutiva y 

fusionado tradicionalmente a la mitad de la proteína YFP en el extremo N-terminal 

SPYNE o en el extremo C-terminal SPYCE, quedando las siguientes construcciones: 

35S::PsTrxo1-NYFP, 35S::PsTrxo1-CYFP, 35S::PsPCNA-NYFP, 35S::PsPCNA-CYFP, 

35S::PsTrxo1C37S-NYFP y 35S::PsTrxo1C37S-CYFP. 

Las secuencias de los genes PsTrxo1, PsTrxo1C37S y PsPCNA fueron amplificadas a 

partir de ADN plasmídico procedente de los clones descrito en las secciones 3.4.1. y 

3.4.2.  mediante PCR anidada y el empleo de oligos con secuencias específicas (tabla 

S1). Los productos obtenidos se clonaron en el vector pDNOR221 en una reacción de 
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ligación usando la enzima BP Clonase™ (Invitrogen). Posteriormente se transformaron 

células competentes de E. coli DH5α, y tras verificar las clonaciones mediante 

secuenciación estas células fueron crecidas en 5 ml de LB líquido para aislar el ADN 

plasmídico y clonar el gen de interés en los vectores SPYNE y SPYCE en una reacción de 

ligación utilizando la enzima LR clonasa™ (Invitrogen). El diseño de los oligos y las 

reacciones de recombinación in vitro se llevaron a cabo según la tecnología Gateway® 

de Invitrogen, siguiendo las instrucciones del fabricante 

3.4.4. Clonación de AtTrxo1 en pMDC43 y pMDC32 

Partiendo de ADNc extraido de hojas de A. thaliana se amplificó el ORF del gen 

AtTrxo1 utilizando los oligonucleótidos específicos (descritos en la tabla S1), mediante 

una reacción de ligación utilizando la enzima BP clonasa de Invitrogen y siguiendo las 

instrucciones del facbricante, mediante la tecnología Gateway, el gen se clonó en el 

vector pDNOR221 para finalmente clonarlos en los vectores de destino pMDC43 y 

pMDC32 vacíos mediante una reacción de recombinación con la enzima LR clonasa, 

con la finalidad de clonar el gen de tiorredoxina en los vectores de expresión 

constitutiva pMDC43 y pMDC32. Estas construcciones se utilizaron para transformar 

una cepa de E. coli DH5α y otra de A. tumefaciens C58C1 las cuales fueron 

comprobadas mediante secuenciación. 

3.4.5. Criopreservación de clones 

Las colonias correctamente secuenciadas de todas las construcciones descritas 

anteriormente, fueron crecidas en 5 ml de LB durante 24 h a 130 rpm y 37 ᵒC en el 

caso de E. coli y 28 ᵒC en el caso de A. tumefaciens. Para criopreservar su viabilidad, se 

almacenaron en forma de stock glicerolado, diluyendo el cultivo celular con una 

disolución acuosa de glicerol al 50 % (v/v), en una relación 1:1, congelándose 

inmediatamente en nitrógeno líquido para ser almacenadas a -80 ᵒC.     
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4. Sublocalización de PsTrxo1 en células de tabaco BY-2 

La expresión ectópica y transitoria del gen de tiorredoxina o1 mitocondrial de 

guisante fusionado al gen GFP (PsTrxo1-GFP) se llevó a cabo en células TBY-2 con el 

objetivo de sublocalizar la proteína utilizando técnicas de microscopía fluorescente y 

confocal tal y como describe Buschmann y col. (2010). 

Una vez obtenido el clon de A. thumefaciens cepa C58C1 con la construcción 

P35S::PsTrxo1-GFP en el vector pMDC83 (ver sección 3.4.4), se creció un cultivo 

bacteriano durante 36 horas hasta alcanzar una DO600nm comprendida entre 0.6 y 1, del 

cual 150 µL se utilizaron para inocular 10 ml de un cultivo en suspensión de células de 

tabaco BY-2 crecidas durante 48 horas. Las células inoculadas se crecieron en 

oscuridad durante 24 y 48 horas, momento en el cual se sublocalizó la emisión 

fluorescente de la proteína GFP utilizando un microscopio confocal (Leica TCS-SP2) con 

un objetivo de 40x y una profundidad de corte de diez micrómetros (Laporte y col., 

2003) 

5. Complementación bimolecular fluorescente BIFc 

En un trabajo realizado en el laboratorio donde se ha desarrollado esta Tesis, se 

identificaron una serie de posibles dianas nucleares de PsTrxo1, utilizando una 

proteína recombinante mutada en el centro activo a fin de estabilizar los complejos 

con dichas dianas y por cromatografía de afinidad. La identificación de dichas proteínas 

permitió describir a la proteína PCNA (proliferating cell nuclear antigen) como una 

candidata a interaccionar con PsTrxo1 (Tesis Doctoral Ortiz-Espín, 2015). A fin de 

corroborar dicha interacción, se han utilizado diferentes técnicas como son la 

complementación bimolecular fluorescente (BIFc) y dot blot trampa (que se describirá 

posteriormente en el apartado 6.11).  

La técnica BIFc permite validar la interacción entre dos proteínas. Está basada en las 

propiedades de la proteína (YFP), fragmentada en dos mitades y fusionada 

traduccionalmente a nuestra proteína de interés, emitiendo fluorescencia cuando se 

complementa debido a la interacción entre ambas. Para llevar a cabo el ensayo se 

utilizaron las construcciones génicas descritas en el apartado 3.4.3 (35S::PsTrxo1-NYFP, 
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35S::PsTrxo1-CYFP, 35S::PsPCNA-NYFP, 35S::PsPCNA-CYFP, 35S::PsTrxo1C37S-NYFP, y 

35S::PsTrxo1C37S-CYFP) y los correspondientes vectores vacíos. El ensayo se llevó a 

cabo mediante expresión transitoria en epidermis de cebolla transformada mediante 

bombardeo biolístico, con la ayuda de una pistola de genes. Para ello, se recubrió el 

ADN plasmídico de todas las clonaciones descritas en el apartado 3.4.3  con partículas 

de oro tal y como se describe en Taylor y col. (1991). El ensayo de bombardeo se 

realizó según describen Díaz y col. (2005), utilizando la epidermis de un bulbo de 

cebolla seca (Allium cepa Ln) que se colocó sobre placas Petri que contenían medio 

MS/2 (Murashige y Skoog, 1962), sacarosa 15 g/l y fitagel 3,8 g/l. Tras el bombardeo, 

se mantuvieron a 26ᵒC en oscuridad. Después de 96 h las epidermis de cebolla se 

incubaron con 1 ml de una solución acuosa de DAPI (4 6-diamino-2-fenilindol) 5 µM 

durante 5 minutos a temperatura ambiente y oscuridad y la emisión de fluorescencia 

fue analizada con un microscopio confocal (Leica TCS-SP8). Se utilizaron longitudes de 

onda de excitación de 405 nm y 548 nm y de emisión de 488 nm y 514 nm para el DAPI 

y la YFP, respectivamente. Las imágenes fueron analizadas con un objetivo invertido 

40× y procesadas usando el software Leica SP8. 

6. Proteómica 

6.1. Extracción de proteínas 

6.1.1. Plantas 

En la obtención de muestras proteicas de plantas, en el caso de A. thaliana, se 

emplearon entre 0,1-1 g de hojas. La extracción y homogeneización de la muestra se 

llevó a cabo en un mortero con nitrógeno líquido. El triturado se disolvió en un tampón 

de extracción, cuya composición variaba ligeramente según el objetivo final del 

ensayo. Para la medida de proteínas desnaturalizadas el tampón estaba formado por: 

fosfato potásico 50 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM, Tritón X-100 0,2 %, PVP 1%  y una 

mezcla de inhibidores de proteasas 25x (Roche™). Para la medida de ciertas 

actividades enzimáticas o proteínas nativas, el tampón contenía BSA y cisteína como 

agente reductor: Tris-HCl 50 mM pH 7,8; Cys 0,05% (p/v) y BSA 0,1% (p/v). 

Posteriormente, el homogenado obtenido se centrifugó a 13.000 ×g, 20 min a 4ᵒC, 
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empleándose el sobrenadante para medir la concentración de proteínas y realizar los 

ensayos pertinentes. 

Cuando la concentración de proteínas de la muestra era menor de 0,5 µg/µl se 

procedía a su concentración en filtros Amicon™ Ultra-0.5ml 3K (Millipore) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

6.1.2. Cultivos de células de tabaco BY-2 

Para la obtención de proteínas de cultivos celulares y de preparaciones enriquecidas 

en núcleos, se partió de 0,3 g de células obtenidas por filtración de los cultivos en 

bomba de vacío con una presión negativa máxima de 600 mbar o 0,5 ml de 

precipitados enriquecidos en núcleos. Las proteínas se extrajeron mediante un choque 

hiposmótico, diluyendo la muestra en el tampón de extracción detallado en la sección 

6.1.2 con una relación 1:4 (p/v) en el caso de células  y una relación 1:2 (v/v) en el caso 

de preparaciones enriquecidas en núcleos, seguido de tres ciclos de congelación y 

descongelación y finalmente 30 pulsos de sonicación de 0,5 s con una amplitud de 50 

%. Posteriormente fueron centrifugadas a  14.000 ×g, 20 min, 4 ᵒC para eliminar el 

sedimento y almacenar el sobrenadante a -20 ᵒC. 

6.2. Expresión y purificación de proteínas recombinantes 

6.2.1. Expresión de proteínas en E. coli 

Partiendo de una colonia del clon descrito en la sección 3.4.2 se inocularon 5 ml de 

LB con Ampicilina a una concentración final de 0,1 mg/ml durante 24 h, 130 rpm y 37 

ᵒC. 2 ml del cultivo celular fueron diluidos en 500 ml LB, más Ampicilina a la misma 

concentración y permanecieron entre 16 y 24 h en agitación a 130 rpm y 37 ᵒC hasta 

que alcanzaron la fase exponencial de crecimiento, DO600nm=0,6. Entonces se añadió el 

inductor químico IPTG (“isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido”) a una concentración 

final de 1 mM, a fin de inducir la sobre-expresión de la proteína, continuando el 

crecimiento en las mismas condiciones descritas durante 6 h más. Transcurrido este 

periodo, las células se enfriaron durante 10 minutos en hielo y se recogieron por 



MATERIALES Y MÉTODOSM 
 

90 
 

centrifugación a 7.500 ×g durante 15 min y el precipitado celular se  resuspendió en 

tampón de extracción Tris-HCl 25 mM, pH 8,0 con 0.4 mM de DTT y tras repetir la 

centrifugación anterior, el sedimento se almacenó a -80ᵒC hasta su utilización. 

6.2.2. Extracción de la proteína madura recombinante PsPCNA 

Para la extracción proteica, el sedimento bacteriano se resuspendió en el mismo 

tampón de extracción y se procedió a la lisis bacteriana mediante tres ciclos de 

congelación-descongelación y finalmente 30 pulsos de sonicación de 0,5 s con una 

amplitud de 50 %. Seguidamente se centrifugó a 14,000 ×g durante 15 minutos a 4ᵒC 

para separar las proteínas solubles (sobrenadante) de la fracción membranosa y 

cuerpos de inclusión. Una vez comprobado que la proteína PsPCNA está presente en el 

sobrenadante, se precipitó una fracción de las proteínas disolviendo el sobrenadante 

con sulfato amónico hasta alcanzar una concentración final de 40 %, realizando todo el 

proceso a 4ᵒC. Después de repetir la centrifugación anterior, se recuperó el 

sobrenadante y se descartó el sedimento correspondiente a la fracción proteica 

precipitada y se continuó diluyendo con sulfato de amonio hasta una concentración 

final de 80 %. Posteriormente se repitió la centrifugación anterior para recuperar el 

sedimento, rico en la proteína de interés y fue disuelto en tampón de cromatografía 

Tris-HCl 20 mM pH 7,8 y 150 mM de NaCl. 

6.2.3. Purificación de la proteína recombinante PsPCNA 

El proceso de purificación de la proteína recombinante PsPCNA se realizó en un 

sistema FPLC de Amershan Biosciences en el que se integró una columna 

cromatográfica de exclusión molecular. El equipo estaba provisto de un detector 

óptico a 280 nm que nos  permitió obtener un registro cromatográfico de elución. 

Además el proceso de purificación se controló mediante el análisis electroforético y 

cuantificación de proteínas de las fracciones obtenidas. La columna utilizada de 

cromatografía de exclusión molecular utilizada fue la Sephacryl S-200 (GE Heathcare), 

que se equilibró con tampón de cromatografía Tris-HCl 20 mM pH 7,8 y 150 mM de 

NaCl, con un flujo constante de 1 ml/min. La columna fue calibrada con una solución 
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de patrones de proteínas de masa molecular y concentraciones conocidas 

suministrados por Amershan Bioscience (HMW y LMW Gel filtration calibration Kit). 

Todas las fracciones de elución fueron analizadas mediante Dot-blot como se 

describe en la sección 6.11, con el objetivo de identificar aquellas fracciones ricas en 

nuestra proteína de interés, PsPCNA. 

6.3. Electroforesis de proteínas: PAGE y SDS-PAGE 

Los extractos proteicos se analizaron según el método descrito por Laemmli (1970). 

La electroforesis se realizó en geles discontinuos compuestos de un gel concentrador 

de acrilamida:bisacrilamida (38:1) al 6% (p/v) y de un gel separador al 15% (p/v) en el 

sistema MiniProtean II (Bio-Rad). La polimerización de los geles se llevó a cabo con 

persulfato amónico a una concentración final del 0,1% (p/v) y TEMED (N,N,N′,N′-

Tetramethylethylenediamine) como catalizador a una concentración final del 0,01% 

(v/v). Como tampón de desarrollo electroforético se usó un tampón Tris-Glicina 

formado por Tris-HCl 25 mM pH 8,3; Gly 192 mM y en condiciones desnaturalizantes 

SDS 0,1% (p/v). La electroforesis se llevó a cabo a un voltaje constante de 100 V 

durante  2 h. La cantidad de proteínas por calle osciló entre 25 y 80 µg por muestra, 

excepto para proteínas recombinantes, donde el rango oscilaba entre 1 y 15 µg.  El 

tratamiento de las muestras en condiciones desnaturalizantes se hizo de la siguiente 

manera: adición del tampón de carga en una proporción 2:1 (muestra:tampón), Tris-

HCl 375 mM pH 6,8; glicerol 0,3% (v/v); DTT 10 mM, azul de bromofenol 0,15% (p/v) y 

en condiciones desnaturalizantes SDS 1,5% (p/v), e incubación a 98 ᵒC durante 5 min. 

Como marcadores de masa molecular se emplearon los standards de Bio-Rad: 

Prestained SDS-PAGE y Kaleidoscope Prestained, cuyo rango abarca desde 

aproximadamente 7 a 200 kDa. 
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6.4. Tinción de proteínas 

6.4.1. Tinción con Coomassie 

El gel se sumergió tras la electroforesis en una solución de azul brillante Coomassie 

R-250 al 0,25% (p/v) diluido en metanol 50% (v/v), y se agitó suavemente durante 45-

60 min (Garfin, 1990). Transcurrido ese tiempo, se eliminó dicha solución de tinción y 

se sustituyó por la solución decolorante compuesta por metanol y acético al 50% (v/v) 

y 10% (v/v) respectivamente, donde el gel se mantuvo en agitación y con frecuentes 

cambios de dicha solución para eliminar el colorante extraído. La decoloración se 

realizó durante el tiempo necesario para que las bandas de proteína se hicieran 

patentes y el fondo del gel quedase claro. Con esta técnica se detectaron cantidades 

de proteína del orden de 0,1–1 μg. 

6.4.2. Tinción con PageBlue™ 

La tinción con PageBlueTM (Fermentas) es una tinción que está basada en el 

protocolo de tinción con azul de Coomassie pero presenta entre otras, la ventaja de 

que permite detectar cantidades de proteína del orden de los 5 ng. Para llevarla a 

cabo, el gel tras la electroforesis se lavó con agua bidestilada (3 x 10 min) para eliminar 

el SDS y las proteínas de menor tamaño se fijaron durante 15 min con una solución de 

isopropanol al 25% (v/v) y acético 10% (v/v). Posteriormente, el gel se lavó de nuevo 

con agua bidestilada pero más suavemente, para eliminar los restos de fijador y se 

cubrió con solución PageBlueTM donde se mantuvo en agitación suave durante 60 min, 

tras lo cual se lavó de nuevo durante 5 min para su almacenaje. 

6.5. Medida de concentración de proteínas 

La cuantificación de proteínas se llevó a cabo mediante una adaptación del método 

de Bradford (1976). Este microensayo es indicado para soluciones de proteína con 

concentraciones menores a 20 mg/ml y se basa en el cambio de absorbancia a 595nm 

que presenta el colorante Coomassie Brillant Blue G-250 al interaccionar con 

aminoácidos básicos y aromáticos de las proteínas. La concentración proteica de la 
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muestra problema se calculó por interpolación del valor de la absorbancia a 595 nm 

con una recta estándar de albúmina de suero bovino (BSA) calibrada en un rango entre 

0,25 y 4  mg/ml. 

6.6. Técnicas de concentración de proteínas 

Para la concentración de soluciones de proteínas con tamaño molecular superior a 

3.000 Dalton y con volúmenes inferiores a 1 ml se emplearon filtros Amicon™ Ultra-

0,5mM 3K. Estos filtros facilitaban una concentración rápida de las proteínas, así como 

la desalinización del homogenado, lo que en determinadas situaciones era bastante 

importante para eliminar interferentes residuales en los pasos subsiguientes. En todo 

caso se siguieron las recomendaciones descritas por el fabricante. En los casos en los 

que las muestras fueron tratadas con algún agente reductor u oxidante, ese 

compuesto fue eliminado de las muestras mediante cromatografía de exclusión 

molecular usando  columnas específicas Micro Bio-Spin™ 6 Columns (Bio-Rad) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. 

6.7. Secuenciación por masas 

La secuenciación de proteínas y la identificación de cisteínas glutationiladas se llevó 

a cabo en el Servicio de Proteómica del Centro Nacional de Biotecnología (CNB-CSIC) y 

en el Instituto López Neira (CSIC-Granada) por espectrometría de masas utilizando un 

MALDI-MS/MS y MALDI-TOF/TOF como describen Paradela y col. (2003) y López-Vidal 

y col. (2016), respectivamente. 

6.8. S-Glutationilación de PsPrxIIF y Ps2-CysPrx 

Las proteínas recombinantes de P. sativum utilizadas en estos ensayos fueron 

cedidas por el Dr. Juan José Lázaro, de la Estación Experimental del Zaidín (CSIC, 

Granada). Las proteínas Ps2-CysPrx y PsPrxIIF fueron previamente reducidas en 1 ml de 

tampón Tris-HCl 50 mM pH 7,5 conteniendo 10 mM DTT durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. El exceso de DTT se eliminó utilizando una columna de 

filtración micro Bio-Spin 6 gel (BioRad). Las proteínas reducidas se trataron con GSSG, 
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GSH o distintas relaciones de GSH/GSSG. Para ello se incubaron 0,2 ml de las proteínas 

previamente reducidas con DTT,  con 1 mM de GSSG o GSH durante 24 horas a 4ᵒC en 

tampón Tris-HCl 50 mM pH 7,5 y el exceso de glutatión se eliminó utilizando columnas 

de filtración micro Bio-Spin 6 gel (BioRad). Como controles del experimento se 

utilizaron proteínas previamente reducidas y proteínas tratadas con GSNO como se 

describe en Camejo y col. (2015). Las proteínas fueron analizadas mediante 

electroforesis en condiciones no desnaturalizantes y en un sistema FPLC con una  

columna incorporada de exclusión molecular Sephacryl S-200 (GE Heathcare) como se 

describe en Iglesias-Baena y col. (2010).  

Para el estudio de inmunodetección por Westerm-blot, 15 µg de las proteínas 

reducidas se incubaron en 50 µl de tampón Tris-HCl 50 mM pH 7,5 durante 5 minutos a 

37ᵒC con las distintas concentraciones de GSH+GSSG en mM: 4,987+0,0125; 4,95+0,05; 

4,75+0,25 y 4,5+0,5. El exceso de glutatión se eliminó utilizando una columna de 

filtración. Tanto las muestras eluidas del sistema FPLC y todos los tratamientos de 

incubación utilizados en los ensayos de inmunodetección fueron secuenciados por 

espectrometría de masas como se ha descrito anteriormente.  

Para el estudio de la actividad peroxidasa, 0,2 ml de ambas proteínas previamente 

reducidas con DTT se incubaron con 5 mM de GSSG y con 4 mM de GSH + 1 mM de 

GSSG durante 5 minutos a 37ᵒC en tampón Tris-HCl 50 mM pH 7,5 y el exceso de 

glutatión se eliminó utilizando columnas de filtración. 

6.9. Actividades enzimáticas 

Las enzimas se midieron en extractos foliares proteicos precedentes de plantas de 

A. thaliana. Los extractos se obtuvieron como se describe en la sección 6.1 y fueron 

resuspendidos en un tampón Tris-HCl 50 mM pH 7 conteniendo cisteína 0,05% (p/v) y 

BSA 0,1% (p/v) en una relación 1/2 (p/v).  

Se determinaron las actividades de las distintas enzimas del ciclo ASC-GSH junto con 

la actividad catalasa (CAT). La actividad enzimática, expresada en nmoles × min-1 × mg-1 

proteína se calculó a partir de la velocidad inicial de reacción (ΔAbs/min) y del 
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coeficiente de extinción molar correspondiente para los distintos sustratos de las 

respectivas enzimas (Tabla 5). 

Tabla 5: Coeficientes de extinción molar de los sustratos de las distintas enzimas a las 

longitudes de onda  detalladas. 

Enzima Sustrato Coeficiente de extinción molar (ɛ) λ (nm) ΔAbsorbancia 

APX ASC 2,7 mM-1 x cm-1 290 negativa 

DHAR DHA 13,5 mM-1 x cm-1 265 positiva 

MDHAR NADH 6,2 mM-1 x cm-1 340 negativa 

GR NADPH 6,2 mM-1 x cm-1 340 negativa 

CAT H2O2 39,58 M-1 x cm-1 240 negativa 

6.9.1. Ascorbato peroxidasa  

La actividad ascorbato peroxidasa (APX, EC 1.11.1.11) se midió según el método de 

Hossain y col. (1984) que está basado en la medida a 290 nm de la oxidación del ácido 

ascórbico. La mezcla de reacción, en un volumen final de 1 ml, contenía tampón Tris-

acetato 0,1 M pH 6,4 conteniendo 6 µl ASC 50 mM, 10 µl H2O2 17 mM y 5-40 µg de 

proteína. La reacción a 25ᵒC, se inició añadiendo el ASC y H2O2, siguiéndose la 

oxidación del ascorbato a 290 nm durante 1 min, en intervalos de 2 segundos tras la 

adición de H2O2. 

6.9.2.  Deshidroascorbato reductasa  

En la medida de deshidroascrobato reductasa (DHAR, EC 1.8.5.1) se utilizó el 

método descrito por Dalton y col. (1993), con ligeras modificaciones, consistente en la 

medida a 265 nm y a 25ᵒC, de la formación de ascorbato a partir de deshidroascorbato 

(DHA).  

La mezcla de reacción en un volumen final de 1 ml contenía, tampón fosfato 0,1 M 

pH 6,4 conteniendo 20 µl GSH 0,1 M, 10 µl DHA 0,1 M y 10-30 µg de proteína. La 

reacción se inició por la adición de GSH y DHA, midiéndose el incremento de 

absorbancia a 265 nm durante 2 min cada dos segundos después de su adición, frente 
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a un blanco de muestra conteniendo el tampón de reacción. El valor final de 

absorbancia se corrigió restando el valor obtenido en ausencia del extracto enzimático.  

6.9.3.  Monodeshidroascorbato reductasa  

La medida de actividad de monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR, EC 1.6.5.4) 

se determinó siguiendo el método de Hossain y col. (1984), basado en la disminución 

de la absorbancia a 340 nm, debido a la oxidación del NADH a NAD+, con algunas 

modificaciones. El ensayo se llevó a cabo a 25ᵒC y la mezcla de reacción en un volumen 

final de 1 ml, que contenía tampón Tris-HCl 50 mM pH 8 conteniendo 10 µl ASC 0,1 M, 

20 µl NADH 0,01 M, 10 µl ASC oxidasa (AO, 250 U/ml) y 10-30 µg de proteína. La 

reacción se inició por la adición de NADH y AO. La oxidación del NADH fue igualmente 

corregida restando el valor de absorbancia obtenido en ausencia del extracto 

enzimático. Como sistema generador del radical MDHA, se empleó una mezcla de 

ácido ascórbico 1 mM y 0,5 unidades de AO, necesaria para conseguir un descenso de 

la absorbancia a 265 nm comprendido entre 0,01 y 0,02 unidades por minuto. 

6.9.4. Glutatión reductasa  

La medida de la actividad glutatión reductasa (GR, EC.1.6.4.2) se hizo usando el 

método de Edwards y col. (1990), que está basado en la medida del descenso de 

absorbancia a 340 nm, debido a la oxidación del NADPH resultante de la reducción del 

glutatión por la enzima. La mezcla de reacción en un volumen final de 1 ml contenía, 

tampón fosfato 0,1 M pH 7,2 conteniendo 10 µl NADPH 0,01 M, 10 µl  glutatión 

oxidado (GSSG) 0,1 M y 10-80 µg de proteína. La reacción se inició por la adición de 

NADPH y GSSG, siguiéndose la oxidación de NADPH durante dos minutos en intervalos 

de dos segundos. 

6.9.5. Catalasa  

Para la determinación de la actividad catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) se empleó el 

método espectrofotométrico descrito por Aebi y col. (1984) que está basado en la 

medida de la disminución de la absorbancia a 240 nm motivada por la desaparición del 
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H2O2. La mezcla de reacción en un volumen de 1 ml, contenía tampón fosfato 0,1 M, 

pH 7,2 conteiendo 5 µl de H2O2 3,8 M y 10-30 µg proteína. La reacción se inició por la 

adición de H2O2. El registro se efectuó midiendo frente a un blanco de tampón fosfato.  

6.9.6. Peroxidasa de PsPrxIIF y Ps2-CysPrx 

El ensayo de actividad peroxidasa se desarrolló como describen Thurman y col. 

(1972). Para ello se incubaron 2,5 µM de PsPrxIIF o Ps2-CysPrx glutationiladas como se 

describe en la sección anterior en 0,2 ml de tampón fosfato potásico 50 mM pH 7,5 y 

50 µM de H2O2 durante 10 minutos a 37ᵒC. La reacción se detuvo adicionando una 

concentración final de 2 % de ácido tricloroacético. El peróxido de hidrógeno final se 

calculó utilizando 0,1 ml de la reacción como se describe en la sección 7.5. La 

inhibición de la actividad peroxidasa se expresa como un porcentaje relativo a la 

actividad de la proteína reducida sin modificar. 

6.9.7. Ensayo de reducción de la insulina por PsTrxo1 

Esta técnica está basada en la propiedad que tiene la tiorredoxina de reducir los 

puentes disulfuro de la insulina oxidada. Fue descrito inicialmente por Holmgren y col. 

(1979), aunque posteriormente ha sufrido diversas modificaciones con el fin de 

adaptar las condiciones del mismo a la naturaleza de la muestra a ensayar y/o a la 

naturaleza del reductor utilizado, como o el sistema NADPH-tiorredoxina reductasa 

(NTR) (Laloi y col., 2001). Para llevar a cabo el experimento se midió en un 

espectrofotómetro el incremento de la absorbancia a 650 nm durante 90 minutos 

debida a la turbidez producida por las cadenas de insulina reducida libres. La velocidad 

máxima de precipitación de la insulina corresponde al ΔA650/min en el intervalo de la 

curva con mayor pendiente. 

En este trabajo se emplearon dos reductores distintos, DTT y el sistema NTR, que 

estaba compuesto por NADPH y la NTR citosólica de guisante, cedidas por el Dr. Cejudo 

(Universidad de Sevilla). Antes de llevar a cabo la medida y cuando el reductor 

empleado era DTT, la proteína madura recombinante PsTrxo1 se incubó con dicho 

reductor, el cual se encontraba a una concentración 2 mM, durante 15 minutos a 
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temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, la proteína PsTrxo1 reducida, se 

añadió a una mezcla de reacción que contenía EDTA 2 mM, DTT 2 mM e insulina 1 

mg/ml, en tampón fosfato potásico 100 mM pH 6,5, midiéndose la absorbancia a 650 

nm, la cual fue corregida por la de un blanco sin muestra. En el caso en el que el 

reductor fue NADPH/TR 0,5 mM/50 nM, se sustituyó el DTT por dicho sistema en la 

mezcla de reacción y no se realizó incubación previa de la muestra. 

6.10. Reducción in vitro de PCNA por el sistema Trxo1/NTR 

La reducción de PCNA oxidado por medio de Ps Trxo1 se analizó como describen  

Kumar y col. (1992). El ensayo se desarrolló en un espectofotómetro, midiendo el 

descenso de absorbancia a 340 nm durante 10 minutos debido a la oxidación del 

NADPH consumido por la enzima NTR en presencia de tiorredoxina. Las proteínas 

recombinantes PsTrxo1, PsPCNA,  HsPCNA y BSA fueron previamente oxidadas con 4 

mM de peróxido de hidrógeno durante 30 minutos a 30 ᵒC en tampón Tris-HCl 0,1 M, 

pH 7. Tras la incubación el peróxido de hidrógeno se eliminó de la muestra usando una 

columna de cromatografía Micro Bio-Spin™ 6 Columns (Bio-Rad). La reacción se llevó a 

cabo en 500 µl de  tampón Tris-HCl 0,1 M, pH 7, conteniendo 2 mM EDTA, 0,2 mM 

NADPH, 50 nM PsNTR y 3 µM PsTrxo1 oxidada. Cuando la reacción alcanzaba el 

equilibrio (toda la tiorredoxina estaba reducida) se añadieron como potenciales 

sustratos del sistema, 2 µg HsPCNA o PsPCNA y como control negativo se adicionaron 2 

µg de BSA. Las diferencias de absorbancia de todas estas reacciones fueron corregidas 

frente a un blanco que no contenía PsTrxo1 y la incapacidad del resto de proteínas de 

oxidar el NADPH se comprobó en reacciones control sin PsNTR. 

Finalmente las reacciones fueron alquiladas con AMS (ácido 2,2’ disulfónico 4-

acetamida 4’-maleimidaestilbeno, Sigma-Algrich) 10 mM durante 2 horas a 37 ᵒC. Este 

compuesto se une a los grupos tiólicos en una reacción de alquilación aportando a la 

proteína 500 KDa más de peso por cada grupo tiólico. Los distintos estados de oxido-

reducción se observaron por diferencia de movilidad electroforética mediante 

electroforesis en condiciones desnaturalizantes. 
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6.11. Técnicas inmunológicas: Western-Blot, Dot-blot y Dot-blot trampa 

Estas técnicas inmunológicas se emplean para detectar y cuantificar una proteína 

determinada presente en una muestra. En el caso de Western-blot, las proteínas se 

someten a electroforesis, normalmente SDS-PAGE y posteriormente se transfieren a 

una membrana de nitrocelulosa, mientras que en la técnica de Dot-blot las proteínas 

se cargan directamente sobre la membrana de nitrocelulosa. Tras realizar la 

electroforesis de las muestras mediante SDS-PAGE, tanto el gel como una membrana 

de nitrocelulosa (Scheleicher y Schuell) de las mismas dimensiones se equilibraron 

durante 15 min en un tampón de transferencia pH 8,9 (TRIS 48 mM, glicina 39 mM,  

SDS 0,03% (p/v) y metanol 20% (v/v)). La transferencia de las proteínas a la membrana 

se realizó a un voltaje constante de 20 V durante 40 min usando un equipo de 

transferencia de tipo semi-seco (Trans Blot, Bio-RadTM). La comprobación de la 

transferencia de las proteínas a la membrana se hizo mediante la incubación de la 

membrana en una solución de rojo Pounceau al 0,2% (p/v) en ácido tricloroacético 3% 

(p/v) y ácido 5-sulfosalicílico 3% (p/v) durante 5min, donde se podían ver las proteínas 

teñidas de rojo. Tras esta comprobación la membrana se destiñó con agua destilada.  

En la técnica de Dot-blot y Dot-blot trampa las membranas se cargaron con 0,5 µg 

de proteína eluida del FPLC y 4 µg de proteína recombinante respectivamente y se 

fijaron a la membrana bajo radicación UV durante 5 minutos. 

A fin de evitar uniones inespecíficas del anticuerpo u otras proteínas a la 

membrana, ésta se bloqueó con BSA 1% (p/v) en TBS (Tris-HCl 25 mM pH 7,5 y NaCl 

150 mM) durante 1 h a temperatura ambiente. 

En el caso de Dot-blot trampa las membranas se incubaron con una solución de 

proteína recombinante a una concentración de 0,1 mg/ml durante 2 horas a 

temperatura ambiente. Posteriormente la membrana se lavó en TBST (5 x 6 min) 

(Amoroso y col., 2011). 

Tras esta etapa se incubó la membrana con el anticuerpo primario específico (Tabla 

6) frente a la proteína de estudio o frente a la proteína de incubación en el caso de 
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Dot-blot trampa, diluido con BSA 1% (p/v) en TBST (TRIS-HCl 25 mM pH 7,5; NaCl 150 

mM y Tween-20 0,1% (v/v)). Después de una noche de incubación a 4ᵒC con el 

anticuerpo primario, la membrana se lavó en TBST (5 x 6 min) y se incubó durante 1 h y 

30 min con el anticuerpo secundario diluido con BSA 1% (p/v) en TBST (Tabla 7). Este 

anticuerpo estaba conjugado con fosfatasa alcalina o luciferasa. El anticuerpo 

policlonal frente PsTrxo1 fue obtenido en conejos blancos de Nueva Zelanda por la 

empresa Sigma-Genosys (UK), contra el péptido sintético ARLNHITEKLFKKD. Este 

péptido comprende 14 aminoácidos de la región C-terminal de la proteína y presenta 

una alta antigenicidad. Por otro lado los anticuerpos frente a PrxIIF y 2-Cys Prx fueron 

cedidos por el Dr. Juan J. Lázaro (EEZ-CSIC, Granada) y los anticuerpos frente a PCNA y 

GSH fueron comprados a Sigma-Aldrich y Abcam, respectivamente. 

Tras repetir los lavados con TBST (5 x 6 min), la membrana se lavó con TBS durante 

otros 5 min y posteriormente se sumergió en tampón de equilibrado compuesto por 

Tris-HCl 0,1 M pH 9,5 y NaCl 0,1 M (2 x 5 min). Para la detección de la proteína se 

emplearon varios métodos según el caso, uno colorimétrico y otro quimioluminiscente. 

Para el método colorimétrico, la membrana se sumergió en una solución de BCPI-NBT 

(Roche DiagnosticsTM) diluida 1:50 en el tampón de equilibrado durante 15-30 min con 

agitación suave. Cuando aparecieron las bandas, la membrana se lavó repetidas veces 

con agua destilada y se dejó secar. El revelado con el método quimioluiniscente se 

llevó a cabo incubando la membrana en oscuridad durante cinco minutos con 2 ml del 

reactivo (Western ECL Bio-Rad®) y la quimioluminiscencia se capturó en un detector de 

imagen (ChemiDoc™ XRS con Cámara CCD Bio-Rad®), la cuantificación relativa de las 

intensidades de banda se llevaron a cabo con el analizador de imágenes (ImageJ Fiji®). 

Tabla 6: Anticuerpos primarios empleados en los ensayos de western blot. 

Anticuerpo Especie productora Tipo Dilución usada 

α-PsTrxo1 Conejo Policlonal 1:2.000 

α-Ps2-CysPrx Conejo Policlonal 1:3.000 

α-PsPrxIIF Conejo Policlonal 1:3.000 

α-PCNA(c10) Ratón Monoclonal 1:5.000 

α-GSH Ratón Monoclonal 1:3.000 
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Tabla 7: Anticuerpos secundarios empleados en los ensayos de western-blot. 

Anticuerpo Dilución usada Proveedor 

α-IgG de conejo 1:7.500 Boheringer Mannheim 

α-IgG de ratón 1:30.000 Sigma 

α-IgG de cabra 1:30.000 Sigma 

 

7. Metabolitos 

7.1. Determinación de ascorbato y glutatión por espectrometría de masas 

La determinación de ascórbico oxidado y reducido, así como el glutatión oxidado y 

reducido se realizaron por espectrometría de masas HPLC–ESI/MS en el Servicio de 

Apoyo a la Investigación (SAI) de la Universidad de Murcia, usando un equipo Agilent 

1100 Series HPLC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) equipado con un autoinyector 

termostatizado y una bomba capilar, y conectado a un espectrómetro  de masas 

Agilent Ion Trap XCT Plus  (Agilent Technologies) usando una interfase de ionización de 

electrospray. La recta de calibrado empleada para cada metabolito osciló en un rango 

de concentraciones de 0,1; 1; 10; 20; 50 y 100 µM.  

Para la preparación de los tejidos foliares, se partió de 0,3 g de tejido foliar de A. 

thaliana homogenizados en 600 µl de ácido metafosfórico 5% (p/v) durante 3 min en 

un agitador tipo vórtex y posteriormente se congelaron en nitrógeno líquido y  

almacenaron a -80ᵒC hasta su utilización. Las determinaciones se realizaron en el 

sobrenadante procedente de la centrifugación del material previamente descongelado 

y centrifugado durante 20 min a 13.000 ×g, 4ᵒC. El sobrenadante se filtró utilizando 

filtros Millex-GP 50pk de 0,22 µm de diámetro de poro.  

Para la realización del análisis, 20 µl de cada muestra o patrón se inyectó en una 

columna de HPLC Supelco Discovery C18 (5 µm, 2.1 × 100 mm; SupelcoTM) a 40ᵒC y se 

eluyó a un flujo de 1 ml/min, tal y como describen Rellán-Álvarez y col. (2006). La fase 

móvil consistió en el solvente A (ácido fórmico 0,1% en agua MilliQ) y el solvente B 
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(ácido fórmico en acetonitrilo 0.1% (v/v)). Para la separación se realizó un gradiente 

lineal de 0 a 10% B (0–5 min). Para lavar la columna se incrementaba linealmente la 

concentración del solvente B de 10 a 50% de 5 a 6 min y se mantenía hasta los 9 min. 

Finalmente para regenerar la columna, el solvente se cambiaba linealmente a 0% hasta 

el min 11 y se mantenía así 4 min tras los cuales se inyectaba una nueva muestra.  

7.2. Determinación de glutatión reducido total 

Las concentraciones de glutatión reducido total (GSH) se cuantificó en células TBY-2 

durante todos los días a lo largo de una curva de crecimiento de 9 días, siguiendo las 

especificaciones del fabricante (ThioStar® glutathione detection reagent L002, Arbor 

Assays, Ann Arbor, MI, USA). La recta de calibrado se hizo usando glutatión reducido 

(Sigma-Aldrich Química, Spain). Se partió de 0,1 g de células previamente filtradas en 

un kitasato con una bomba de vacío y un límite de presión negativa de 600 mbar. Las 

células fueron resuspendidas en 0,2 ml de ácido 5-sulfosalicilicoy (SSA) al 5% (p/v) y 

congeladas en nitrógeno líquido para favorecer la homogenización. A continuación se 

procedió según las especificaciones del fabricante, diluyendo en nuestro caso las 

muestras 1:20 en tampón de reacción; Tris-HCl 0,1 M pH 7,5.  La fluorescencia se midió 

en un espectrofluorímetro (TCAN) usando una placa de 96 pocillos a una longitud de 

onda de excitación de 400 nm y emisión de 490 nm. 

7.3. Determinación de peróxidos lipídicos  

La peroxidación de lípidos se estimó según el método de Buege y col. (1972) que 

determina la concentración de malondialdehído dimetil acetal (MDA) como producto 

de la reacción en cadena de la peroxidación de lípidos. El daño oxidativo a lípidos se 

midió en el tejido foliar de Arabidopsis. De esta forma 100 mg se pulverizaron con 

nitrógeno líquido, y se resuspendieron en 500-600 µl de un tampón fosfato potásico 

0,1 M pH 7 que contenía inhibidores de proteasas (Complete, RocheTM, Germany) o en 

el mismo tampón pero añadiendo EDTA 0,5 M, Tritón X-100 0,1% y PVP 1 mM. El 

homogenado se centrifugaró a 7.500 ×g, 15 min a 4ᵒC empleándose el sobrenadante 

como material de partida. De esta forma, 100 µl se mezclaron con 1 ml de un reactivo 
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que contenía ácido tricloroacético al 15% (p/v), ácido tiobarbitúrico al 0,375% (p/v) y 

butilhidroxitolueno al 0,01% (p/v), preparado en HCl 0,25 N. Posteriormente, la mezcla 

se calentó durante 15 min a 95ᵒC con agitación, se dejó enfriar y se centrifugó a 2.000 

×g durante 5 min, efectuándose la lectura a 535 nm frente a un blanco de agua 

ultrapura. 

Los valores de absorbancia se relativizaron a una recta patrón de malondialdehído 

dimetil acetal, partiendo de una solución madre 20 μM y en un rango de 

concentraciones de 0,05 a 10 μM. Finalmente, se extrapoló la concentración de 

peróxidos lipídicos como nmol MDA por gramo de peso fresco. 

7.4. Determinación de proteínas oxidadas 

El contenido de grupos carbonilo en proteínas oxidadas se analizó como una 

variable directa del daño oxidativo. El ensayo se desarrolló como describen Levine y 

col. (1990),  derivatizando estos grupos con el reactivo 2,4-dinitrofenilhidracina 

(DNPH). El extracto vegetal, preparado tal y como se describe en la sección 6.1, se 

trató con sulfato de estreptomicina al 10% (v/v) en tampón fosfato potásico 100 mM 

pH 7,4 y se incubó durante 15 min a temperatura ambiente con el fin de precipitar el 

ADN. Tras 10 min de centrifugación a 13.000 ×g se tomaron 400 µl, de los cuales, 200 

µl se trataron con 50 µl de una solución de dinitrofenilhidracina (DNPH) 10 mM en HCl 

2M, previamente filtrada tras ser preparada con agitación durante toda la noche a 37 

ᵒC . Los otros 200 µl se incubaron con 50 µl de una solución de HCl 2 M a fin de corregir 

las interferencias producidas por el ácido en la precipitación de proteínas. Tras una 

incubación en agitador giratorio 3D (Gyromini Labnet™), 1 h a temperatura ambiente 

se añadieron 250 µl de ácido tricloroacético (TCA) al 20% (p/v) y se centrifugó a 12.000 

×g durante 3 min. Las proteínas precipitadas se lavaron varias veces en 500 µl de una 

mezcla de acetato de etilo/etanol (1:1) y se centrifugó en las condiciones anteriores. 

Los lavados se repitieron hasta eliminar el exceso de DNPH, y se procedió igualmente 

con los controles de HCl. Finalmente, el precipitado se resuspendió en 600 µl de 

guanidina 6 M que solubilizó las proteínas. Después de incubar 15 min a 37 ᵒC, se 

centrifugó a 12.000 ×g, 3 min y se midió la absorbancia a 360 nm en el sobrenadante. A 
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los valores de absorbancia a 360 nm de las alícuotas con DNPH se les restaron los 

valores de absorbancia de los controles (sin DNPH). El contenido en grupos carbonilo 

se calculó utilizando un coeficiente de extinción molar de las hidrazonas alifáticas 

22.000 M-1 cm-1. Finalmente, se calculó la concentración de grupos carbonilo como 

nmoles de carbonil proteínas x mg-1 de proteína. 

7.5. Determinación de peróxido de hidrógeno.  

Para la determinación de peróxido de hidrógeno se utilizó una adaptación del 

método eFOX (Cheeseman y col., 2006). Este método se basa en la oxidación del hierro 

(Fe2+a Fe3+) presente en el naranja de xilenol en medio ácido, por presencia de agentes 

oxidantes como el peróxido de hidrógeno, formándose un cromóforo azul púrpura que 

presenta un máximo de absorción a 550 nm. 

Para hacer el ensayo, 0,1 g de tejido foliar se introdujo en acetona ácida (acetona 

en ácido sulfúrico al 0.072%) en una relación 1:2 (p/v) y se congeló inmediatamente en 

nitrógeno líquido. El homogenado se descongeló en hielo y en agitación durante 45 

min y se centrifugó a 12.000 ×g, 10 min a 4ᵒC, donde 100 µl del sobrenadante se 

incubaron con 500 µl del reactivo eFOX, preparado en fresco, añadiendo los siguientes 

reactivos: ácido sulfúrico 25 mM, Xilenol orange 100 µM, amonio sulfato ferroso 250 

µM, sorbitol 100 µM y 2,5 % etanol (v/v). Estos reactivos se mantuvieron en agitación 

durante 45 min a temperatura ambiente. La absorbancia se midió a 550 nm y se le 

restó la absorbancia a 850 nm debida a interferencias de la solución ácida. 

Los valores de concentración se calcularon interpolando los valores de absorbancia 

de la solución problema a los de una recta de calibrado con H2O2 comercial en acetona 

ácida en un rango de concentraciones de peróxido de 10 a 250 µM y tratada de la 

misma forma que a la muestra. Finalmente, se calculó la concentración de H2O2 como 

nmoles de peróxido por gramo de peso fresco.  
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7.6. Determinación de óxido nítrico 

Para la determinación de óxido nítrico en el tejido foliar de A. thaliana se utilizó el 

fluoróforo específico de NO DAF-2(4,5-Diaminofluoresceina), permeable a las  células y 

capaz de difunidir al interior de membranas lipídicas. Para hacer el ensayo, se partió de 

un extracto de proteínas preparado en fresco, como se describe en la sección 6.1: 50 µl 

del homogenado se incubaron con 950 µl de tampón HEPES 50 mM pH 8 y 1 µl DAF en 

oscuridad durante 1 h a 37ᵒC. Posteriormente, el homogenado se diluyó 2 y 5 veces en 

el tampón HEPES para comprobar la proporcionalidad de la fluorescencia. Las medidas 

de fluorescencia se hicieron en un espectofluorímetro Rf-5301 PC (Shimadzu) a 495 nm 

de excitación y 515 nm de emisión frente a un blanco de tampón HEPES y DAF. 

8. Caracterización transcripcional de mutantes de A. thaliana mediante ARN-seq 

8.1. Secuenciación del transcriptoma de A. thaliana 

El análisis de secuenciación transcripcional se llevó  a cabo en ARN extraído de toda 

la parte aérea de plantas de A. thaliana crecidas durante 21 días en turba y sometidas 

a condiciones de estrés salino 150 mM durante los últimos 14 días. El ARN se extrajo 

como se describe en la sección 3.3.2 y la secuenciación se llevó a cabo en el servicio de 

Next Generation Sequencing (Hospital universitario St James de Leeds, UK) en un 

secuenciador Illumina® HiSeq2500. Se utilizaron 100 ng de ARN de cada muestra para 

construir las librerías con el uso de oligos dT, estas librerías fueron secuenciadas en 

ambas direcciones, con una distancia de 150 pb entre ambas terminaciones (Paired-

end) y una profundidad de secuenciación mínima de cobertura de 70 x, lo que equivale 

a un mínimo de 50 millones de lecturas por muestra. El formato obtenido de las 

lecturas fue FASTAq Illumina V.8. El sistema operativo donde se realizaron todos los 

análisis fue Windows 10 64 bits en un PC con 4 Gb de memoria RAM.  
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8.2. Análisis de la calidad de las lecturas generadas por ARN-seq      

La calidad de cada muestra secuenciada se comprobó como describen Blankenberg 

y col. (2010) usando el programa NGS: QC and manipulation, FASTQ Quality Trimmer 

de la plataforma Galaxy.org. La calidad de la muestra se cuantificó y se verificó a través 

del valor de calidad Phred (Q) de cada base a través de la formula Q = -10Log10(P) 

donde P es la probabilidad de que la base secuenciada sea errónea, se verificó el 

porcentaje de GC, el contenido de adenina, timina, citosina y guanina por posición 

nucleotídica, el tamaño de las lecturas, el contenido de bases ambiguas (N), y el 

porcentaje de lecturas y K-mers sobre representados. 

8.3. Ensamblaje de transcritos y mapeo de genes  

Una vez manipulada y comprobada la calidad de las lecturas de las secuencias, se 

analizaron utilizando la plataforma de trabajo CLC Bio Genomic workbench software 

9.0 (CLC Bio). La plataforma por medio del programa TopHat 1.1.0 ensambla los 

transcritos secuenciados al genoma de referencia TAIR9  

(BSgenome.Athaliana.TAIR.TAIR9). Esos transcritos son mapeados y los genes  

contabilizados a través de los programas Cufflinks y Cufmerge para finalmente ser 

normalizados calculando los “Fragmentos Por Kilobase por Millón de lecturas 

secuenciadas” (FPKM), como describen Trapnell y col. (2009). 

8.4. Expresión diferencial de genes y análisis de componentes principales 

El análisis diferencial de expresión de genes se realizó en la plataforma CLC Bio 

Genomic workbench software 9.0 (CLC Bio) por medio del programa EdgeR 

Bioconductor (Robinson y col., 2010), que utiliza como referencia el total de exones 

contabilizados y ensamblados. Mediante una serie de algoritmos y el test estadístico 

de Benferroni se determinaron los genes diferencialmente expresados de acuerdo con 

dos criterios: una expresión de grupo media mínima superior a 0,5 FPKM en al menos 

un grupo y un Fold-Change (FC) de las diferencias de expresión entre grupos igual o 

superior a 1,5. Por último, los genes con un p ≤ 0,01, y con un valor de falsa tasa de 
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descubrimiento (FDR) ≤ 0,23, se consideraron diferencialmente expresados. El análisis 

principal de componentes de los valores normalizados, se realizó entre grupos 

asumiendo una correlación igual o superior a 0,99. 

8.5. Estudio de la ontología de genes 

La interpretación biológica de los genes diferencialmente expresados entre los 

distintos genotipos de A. thaliana se realizó utilizando dos plataformas bioinformáticas 

específicas para esta especie, AgriGo V1.2 (Bioinformatics Center - China Agricultural 

University) como describen Zhou y col. (2010) y la plataforma Mapman V3.5.1R2  como 

describen Usadel y col. (2009) 

9. Tratamiento estadístico 

Los datos se sometieron a un análisis de la varianza (ANOVA) para un factor 

utilizando el test de normalidad Tukey que apoya la presencia de diferencias 

significativas para un valor de probabilidad p<0,05. Para ello, se utilizó el programa 

estadístico IBM SPSS Statistics 20 (Statistical Package for Social Sciences, 2011). 

Este análisis se realizó para distintos grupos de datos y en ellos se tuvo en 

consideración el tiempo de tratamiento, el tipo de tratamiento y las características 

genotípicas de las líneas. De esta forma, el primer análisis nos permitió comparar las 

líneas en el tiempo según su tratamiento, destacando las diferencias que surgen entre 

genotipos. Así, la comparación de los distintos parámetros en condiciones de no 

tratamiento a lo largo del tiempo, se representó con asteriscos cuya significación 

representaba: (*) p<0,05. Pero cuando se compara el efecto provocado por los 

diferentes tratamientos en relación a los distintos genotipos se establencen conjuntos 

de datos sonde las letras  indican que los datos son significativamente diferentes de 

acuerdo con el test Tukey (P<0,05).  
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RESULTADOS 

1. Interacción funcional de PsPCNA con PsTrxo1 

En trabajos anteriores realizados en el laboratorio donde se ha desarrollado esta 

Tesis Doctoral, utilizando preparaciones nucleares purificadas de hojas de guisante y 

una PsTrxo1 mutada en su centro activo, y por técnicas de cromatografía de afinidad, 

se identificó la proteína PCNA (antígeno nuclear de proliferación celular) como posible 

diana de esta tiorredoxina (Ortiz-Espín y col., 2017, Tesis doctoral). Esta proteína había 

sido previamente descrita como de localización mitocondrial y nuclear (Martí y col., 

2009), así que en la presente Tesis, y con el fin de comprobar la interacción PCNA y 

PsTrxo1, se han utilizado diferentes métodos que se describen a continuación. 

1.1. Comprobación de la interacción PCNA-Trxo1 

1.1.1. Obtención de proteína recombinante PsPCNA 

La clonación del ORF de PsPCNA se realizó en los vectores descritos en la sección 

Materiales y Métodos. Posteriormente se procedió a la transformación de células de E. 

coli BL21, que tras la inducción con IPTG para la producción de la proteína 

recombinante, ésta se purificó por fraccionamiento proteico con sulfato amónico (40-

85% p/v de saturación) y posterior cromatografía por FPLC, utilizando una columna 

Superdex 75. El análisis de las fracciones eluídas utilizando esa columna de exclusión 

que discrimina en un rango estrecho de proteínas se presenta en la Figura 16, donde 

se observa que el máximo de absorbancia a 280 nm corresponde a las proteínas de 

mayor peso molecular.  
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Figura 16. Cromatograma de elución de PsPCNA recombinante tras FPLC. El eje de ordenadas 

representa la absorbancia  a 280 nm mientras que el eje de abscisas indica el tiempo en minutos. 

 

La calibración de la columna (Figura S2) con un patrón de proteínas conocidas 

mostró una correlación entre el tiempo de elución y el peso molecular: Log(10)P 

molecular = -0,031*tiempo (minutos)+6,7, por lo que PsPCNA con 36 KDa debería 

tener un tiempo de elución aproximado de 74 minutos. 

Las fracciones eluídas en el sistema FPLC fueron inmunodetectadas con el 

anticuerpo monoclonal anti-PCNA (c10) mediante la técnica de Dot-blot. Las fracciones 

positivas comprendidas entre los 56 y los 62 minutos corresponden a la proteína 

trimérica mientras que el peso molecular del monómero corresponde a las fracciones 

eluídas entre los 72 y los 76 minutos. Las señales positivas comprendidas entre los 64 y 

68 minutos no coinciden con los pesos moleculares de los monómeros o los trímeros, y 

podrían ser estados intermedios de la proteína madura, señales inespecíficas o algún 

complejo de dos proteínas diferentes Figuras 16 y 17. 

 

Figura 17. Dot-blot anti-PsPCNA en las fracciones eluídas del FPLC. Los números representan el 

tiempo de elución de cada fracción empleada. 

 

48 50 52 54 56 58 60 62

64 66 68 70 72 74 76 78

80 82 84 86 88 90 92 92



RESULTADOSM 
 

110 
 

Las fracciones positivas fueron reunidas y concentradas por diálisis usando filtros 

Amicon. La proteína purificada se utilizó para los ensayos in vitro que se describen a 

continuación.  

1.1.2. Ensayo de interacción dot-blot 

Un ensayo de dot-blot trampa se realizó con el fin de comprobar la interacción física 

de PsPCNA y PsTrxo1. Para ello, ambas proteínas recombinantes se fijaron a 

membranas de nitrocelulosa que posteriormente se incubaron con las dos proteínas 

separadamente. Después de lavar intensivamente las membranas, la presencia de 

PCNA unido a la Trxo1 fijada en la membrana se reveló con anti-PCNA (Fig. 18 línea A) 

y la presencia de Trxo1 unida al PCNA fijado se reveló con anti-Trxo1 (Fig. 18 línea B). 

Aambas interacciones resultaron ser positivas.  

 

 

Figura 18: Dot-blot trampa entre las proteínas PsTrxo1 y PsPCNA. Las cuatro membranas en las 

que se han depositado 4 µg de PsPCNA, PsTrxo1 y BSA se incubaron con: PsPCNA y se revelaron con 

anti-PsPCNA (A) PsTrxo1 y se revelaron con anti-PsTrxo1 (B) y TBS y se revelaron con anti-PsPCNA y 

anti-PsTrxo1, respectivamente (C y D). 

 

Como controles positivos se fijó PCNA y se reveló con anti-PCNA y lo mismo se hizo 

para Trxo1 (Figura 18 líneas A primer punto y B, segundo punto). También se realizó un 

control en una membrana idéntica pero incubada con tampón TBS sin proteínas que se 
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reveló con el anticuerpo correspondiente (Figura 18, líneas C y D). La interacción era 

inespecífica ya que no se produjo señal cuando se utilizó proteína albúmina como 

control negativo (última columna en las membranas). No se produjo tampoco reacción 

cruzada entre los anticuerpos (líneas C y D). Estos resultados confirman que existe una 

interacción física de las proteínas PsPCNA y PsTrxo1. 

1.1.3. Complementación bimolecular 

La complementación bimolecular fluorescente es una técnica que nos permite 

validar la interacción in vivo entre dos proteínas. Está fundamentada en la emisión 

fluorescente de la proteína (YFP), fragmentada en dos mitades (C y N terminal) y 

fusionada traduccionalmente a las dos proteínas de interés, de forma que la emisión 

de fluorescencia indica que la YFP se ha complementado por proximidad debido a la 

interacción estable o transitoria entre dichas proteínas. Con el fin de comprobar la 

existencia de la interacción PsPCNA y PsTrxo1, se realizó el bombardeo de células de 

epidermis de cebolla con las diferentes construcciones presentadas en la Figura 19, de 

forma que los dos fragmentos de YFP fueron fusionados a los ORF de PsTrxo1 y PsPCNA 

y posteriormente co-bombardeados. Utilizamos también la variante mutada (mut) 

PsTrxo1C37 a fin de alcanzar una interacción estable con la proteína diana PCNA para 

el caso en el que no se observara con la proteína sin mutar. La observación con 

microscopía confocal presentada en la Figura 19, mostró que la fluorescencia de la YFP 

se obtenía y se localizaba en el núcleo en todas las combinaciones, indicando una 

interacción positiva entre PsTrxo1 y PsPCNA en este orgánulo. La reconstitución de la 

YFP fue independiente de la porción de gen utilizada (la C- o N- terminal). El ADN 

nuclear se tiñó utilizando 4,6-diamidina-2-phenylindol (DAPI) y la fluorescencia 

resultante de la asociación molecular de los dos fragmentos de la proteína YFP fue 

visualizada tras 36 h de incubación. Tal y como se esperaba, no se detectó 

fluorescencia en las construcciones que contenían sólo una de las proteínas o uno de 

los fragmentos de YFP, que fueron utilizadas como control.       
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Figura 19: Complementación Bimolecular Fluorescente (BiFC) entre las proteínas PsTrxo1 y 

PsTrxo1 mutada con PsPCNA. Las imágenes capturadas en un microscopio confocal corresponden 

a epidermis de cebolla bombardeada con las construcciones: Arriba; 35S::NYFP-PsTrxo1mut + 

35S::CYFP-PsPCNA,35S::NYFP-PsPCNA + 35S::CYFP-PsTrxo1mut y 35S::NYFP-PsPCNA + 35S::CYFP-

PsTrxo1. Abajo; Controles negativos del experimento (O: sin PCNA ni Trx). 

 

1.2. Reducción in vitro de HsPCNA por PsTrxo1 

Como otra prueba de la interacción de PCNA con Trxo1 se utilizó la capacidad de 

reducción de esta última sobre una forma oxidada de PCNA, utilizando proteínas 

recombinantes y el sistema NADPH/tiorredoxina reductasa (AtTR)/Trxo1 (denominado 

NTR/Trxo1). Debido a la escasa cantidad de proteína purificada obtenida PsPCNA, 

algunos de los ensayos se realizaron con la proteína comercial de humanos HsPCNA.  
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1.2.1. Alquilación de HsPCNA usando DTT como reductor 

Primeramente se hizo un ensayo con el fin de verificar que PCNA podía ser oxidado 

in vitro por H2O2 y su estado de oxidación-reducción en residuos de cisteína visualizado 

con la técnica de alquilación con AMS (ácido 2,2’ disulfónico 4-acetamida 4’-

maleimidaestilbeno). Esta técnica está basada en la adición de AMS a grupos SH 

añadiendo un peso molecular de unos 500 Daltons a la proteína tratada por cada 

cisteína reducida que contenga. En la Figura 20 las diferentes movilidades 

electroforéticas en condiciones desnaturalizantes de la proteína HsPCNA reflejan 

diferentes pesos moleculares. La calle número 1 con la proteína totalmente reducida y 

alquilada con AMS manifiesta un peso molecular de unos 32 KDa mientras que la 

proteína sin alquilar tiene un peso de unos 29,1 KDa (calle 2). La proteína oxidada sin 

tratar con AMS presenta una ligera diferencia de movilidad con respecto a la proteína 

reducida. Este ensayo nos permitió comprobar que las condiciones oxidantes utilizadas 

efectivamente oxidan a PCNA y que la reducción por DTT se puede visualizar con AMS. 

 

Figura 20: Oxidación y reducción in vitro de la proteína recombinante humana HsPCNA. 

Diferentes movilidades electroforéticas en SDS-PAGE de la proteína HsPCNA debido a los diferentes 

estados de reducción y oxidación. La proteína previamente reducida con DTT fue alquilada con AMS 

(1), sin AMS (2) y oxidada con peróxido (3). La proteína sin DTT fue también oxidada con peróxido y 

alquilada con AMS (4). 

 

Una vez comprobado que las condiciones oxidantes utilizadas efectivamente 

oxidaban a PCNA, se procedió a realizar el ensayo de oxido-reducción utilizando 

PsTrxo1 como agente reductor usando en este caso sus reductores fisiológicos TR y 

NADPH. Para ello se realizaron dos ensayos, uno de alquilación de grupos SH con AMS 

H2O2 + +

DTT + + +

AMS + +

Kda

37

31

24

1        2        3       4 



RESULTADOSM 
 

114 
 

similar al descrito anteriormente, y otro espectrofotométrico que se detallan a 

continuación.  

1.2.2. Alquilación de HsPCNA usando NTR/Trxo1 como sistema de reducción 

Antes de realizar estos ensayos, comprobamos que la Trxo1 recombinante de que 

disponíamos en el laboratorio era activa con el sistema NTR (NADPH + AtTR), utilizando 

el ensayo clásico de su actividad como reductora de insulina. 

 

 

 

 

Figura 21. Actividad de tiorredoxina (PsTrxo1) determinada por el ensayo de reducción de la 

insulina. La reducción de insulina se midió por el incremento en la turbidez a 650 nm tras 1 hora a 

30ºC usando DTT (A) o NADPH tiorredoxina reductasa (AtNTR) (B) como reductor. La flecha indica 

(C) la adición de AMS para detener la reacción. 

 

Tras la comprobación del funcionamiento del sistema NTR/Trxo1, y siendo más 

efectivo (Figura 21B) que la reducción con DTT (Figura 21A), comprobando además que 

AMS paraba la reacción (Figura 21C), se procedió a la realización del ensayo de 

alquilación de PCNA con AMS tras su posible reducción por el sistema NTR/Trxo1. Para 

ello, se incubó la proteína HsPCNA previamente oxidada con H2O2 tal y como se 

describió en el apartado anterior, con el sistema NTR/Trxo1 y posteriormente se trató 

con AMS. La Figura 22 presenta las diferentes movilidades electroforéticas en SDS-
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PAGE de las proteínas teñidas con rojo de Pounceau después de ser transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa.  

 

Figura 22: Reducción in vitro de la proteína PsPCNA por el sistema AtNTR/PsTrxo1. La 

proteína HsPCNA reducida por el sistema NTR/Trxo1 fue alquilada con AMS (1ª calle), el control de 

reducción no fue tratado con AMS (2ª calle) y el control negativo no fue reducido por AtNTR/ 

PsTrxo1 (3ª calle). 

 

En la primera calle, la proteína HsPCNA, previamente oxidada, fue incubada con el 

sistema funcional NADPH/AtTR/PsTrxo1 y posteriormente alquilada con AMS. En 

comparación con la segunda calle que no fue tratada con AMS, las tres proteínas TR, 

Trxo1 y PCNA presentaron una menor movilidad electroforética y por consiguiente, 

menores tamaños moleculares debido al estado de reducción de sus grupos tiólicos. En 

la tercera calle se presenta un control de oxidación donde la proteína HsPCNA oxidada 

y tratada con AMS no presentó diferencias de movilidad con respecto a la proteína sin 

alquilar de la segunda calle. Además, el cambio observado en la movilidad 

electroforética de la banda de HsPCNA podría corresponder a las 6 Cys que contiene 

esta proteína, reducidas efectivamente por el sistema NTR/Trxo1 (Calles 1 y 2).  

Por tanto este ensayo demuestra que se ha producido una reducción in vitro de la 

proteína PCNA oxidada mediada por el sistema AtNTR/PsTrxo1 que nos indica una 

función reductora para Trxo1 sobre PCNA no descrita anteriormente para esta 

proteína.   
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1.2.3. Ensayo espectrofotométrico de reducción de PCNA por Trxo1 

Otro ensayo utilizado para comprobar la capacidad de reducción de Trxo1 sobre 

PCNA con el sistema NTR/Trx, se realizó siguiendo el consumo de NADPH (como 

descenso en absorbancia a 340 nm) debido a que en último término la Trxo1 reduciría 

a PCNA previamente oxidado con H2O2, utilizando a TR para reciclar la Trxo1 oxidada 

durante el proceso a expensas de NADPH. 

 

 

 

Figura 23: Reducción in vitro de la proteína HsPCNA por el sistema NTR/Trxo1. El descenso en 

absorbancia a 340 nm refleja la oxidación enzimática del NADPH por la enzima TR reduciendo en 

primera instancia a tiorredoxina y ésta a su vez a HsPCNA oxidado. Como control negativo se utilizó 

BSA oxidada. 

 

Tal y como muestra la Figura 23, se produce un primer descenso de absorbancia a 

340 nm correspondiente al consumo de NADPH por la enzima TR hasta reducir toda la 

proteína PsTrxo1 y alcanzar un equilibrio termodinámico donde ambas proteínas 

permanecen en estado reducido. La adición a la reacción de tanto HsPCNA como 

PsPCNA (no se muestra) oxidados incrementa el consumo de NADPH por parte de la 

enzima TR hasta alcanzar de nuevo el equilibrio. La especificidad de la reacción se 

comprobó utilizando la proteína BSA oxidada en lugar de PCNA. Además se  realizaron 

controles negativos sobre PCNA oxidado en ausencia de Trxo1 y en ausencia de TR. 

ΔAbs340nm*min-1 = -0,08

ΔAbs340nm*min-1 = -0,045
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Con este ensayo corroboramos de nuevo que Trxo1 es capaz de reducir a PCNA 

oxidado. 

Una vez comprobada la función reductora de Trxo1 sobre PCNA, nos planteamos 

realizar una aproximación fisiológica donde pudiéramos profundizar sobre la relación 

entre ambas proteínas. Para ello decidimos utilizar un cultivo celular de tabaco BY-2 

del que disponíamos en el laboratorio, que presenta una sobre-expresión (2 líneas 

sobre-expresantes) de PsTrxo1 y analizamos el efecto de dicha sobre-expresión en la 

dinámica de crecimiento del cultivo y desarrollo del ciclo celular en el que se ha 

descrito que PCNA está implicado.  

1.3. Efecto de la sobre-expresión de PsTrxo1 en células de tabaco BY-2 

Con el fin de profundizar en el papel fisiológico que puede tener Trxo1 en el núcleo 

junto con su relación con PCNA, primeramente verificamos la sobre-expresión en los 

cultivos celulares de tabaco BY-2 transformados con PsTrxo1, previamente obtenidos 

en el laboratorio.  

1.3.1. Verificación de líneas sobre-expresantes  

Se validaron tres líneas celulares TBY-2 de N. tabacum, dos de ellas sobre-

expresantes del gen de PsTrxo1 (Trxo1-1 y Trxo1-2) y otra línea control que contenía la 

proteína verde fluorescente GFP como gen reportero de la transformación, pero no 

Trxo1. La identificación de las líneas transformadas se llevó a cabo mediante RT-PCR y 

visualización de la proteína GFP, usando un microscopio de fluorescencia.  

La medida de expresión por RT-PCR comprobó la sobre-expresión del gen PsTrxo1 

que fue analizada en los días 1, 3, 5, 7 y 9 tras el subcultivo de las células de tabaco. Tal 

y como se muestra en la Figura 24, los niveles de expresión eran estables y mayores en 

las líneas sobre-expresantes que en las control donde no se detectaba, si bien 

disminuían al final del cultivo. 
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Figura 24: Expresión génica de PsTrxo1. La medida de expresión se realiza por RT-PCR 

normalizada al gen GAPdH en células control y dos líneas sobre-expresantes PsTrxo1 durante el 

crecimiento del cultivo.                

Una vez comprobada la sobre-expresión en las células transformadas, analizamos el 

efecto que ésta tenía sobre los niveles endógenos no sólo de NtTrxo1 sino también de 

NtPCNA en los cultivos celulares. El análisis de la expresión del gen endógeno NtTrxo1 

en las células control y sobre-expresantes reveló que la sobre-expresión no alteraba 

los niveles de esta Trxo1 de tabaco durante el crecimiento del cultivo celular, y que 

este gen presentaba un máximo de expresión en el día 3 para disminuir 

posteriormente e incrementar ligeramente en el día 6 (Figura 25A). Por otro lado, se 

han descrito dos genes PCNA en Nicotiana tabacum, PCNA1 (CAA77062) y PCNA2 

(AAD19905), que codifican para dos proteínas con un elevado porcentaje de identidad 

(98%) y que contienen 5 residuos de Cys (Cys30, Cys62, Cys81, Cys148, Cys182) (Strazalka y 

col., 2011). Interesantemente la expresión de NtPCNA durante el crecimiento de las 

células TBY-2 control, mostró un patrón paralelo al de NtTrxo1 hasta el día 5, para ser 

posteriormente mantenida baja y constante (Figura 25B). 
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Figura 25: Expresión génica de niveles endógenos de NtTrxo1 y NtPCNA por RT-PCR 
normalizada al gen GADPdH. Niveles de expresión de NtTrxo1 durante el cultivo de células TBY-2 
control (A). Niveles de expresión de NtPCNA durante el cultivo de células control (B). Los valores son 
media de al menos 3 experimentos independientes ± SD. 
 

1.3.2. Localización subcelular de PsTrxo1 en células transformadas 

La proteína GFP introducida en las células permite la identificación de las líneas 

transformadas y en nuestro caso, tal y como ya se había descrito para la localización 

subcelular de PsTrxo1, esta proteína se comprueba que se dirige eficientemente a 

mitocondrias y núcleo. Tal y como se muestra en la Figura 26, esta localización se 

observó tras la expresión transitoria de células TBY-2 en fase exponencial (3 días 

después de su subcultivo), con la secuencia de PsTrxo1 fusionada al gen GFP (en verde) 

usando Agrobacterium. Las imágenes se tomaron con un microscopio confocal Leica 

con un objetivo 40x tras 24 horas de la agroinflitración. Los fluoróforos DAPI (azul) y 

mitotracker Deep Red (rojo) se usaron para marcar el núcleo y las mitocondrias, 

respectivamente.  
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Figura 26: Localización subcelular de PsTrxo1 tras la expresión transitoria de PsTrxo1-GFP en 
células TBY-2 silvestres en fase exponencial, usando un microscopio confocal. Campo claro (A), 
núcleos teñidos con DAPI (B), fluorescencia de proteína GFP (verde) (C), mitocondrias teñidas con 
Mitotracker (rojo) (D) e imágenes superpuestas (E). El segmento blanco representa una longitud 
escalar de 18,75 µm. 

 

Debido al enorme tamaño y presión de la vacuola, orgánulos como las mitocondrias 

se agrupan alrededor del núcleo y en torno a la membrana plasmática. En las imágenes 

superiores se observa además la ausencia de PsTrxo1 en el interior del nucleolo, 

mientras que la fluorescencia de GFP asociada a la presencia de PsTrxo1 se co-

localizaba (E) con la fluorescencia marcaje de núcleo (azul, B) y mitocondrias (rojo, C).  

1.3.3. Caracterización del crecimiento, división mitótica y ciclo celular 

La caracterización del crecimiento del cultivo celular se determinó a lo largo de 

nueve días a fin establecer las diferentes curvas de crecimiento, recogiendo muestras 

en intervalos de 24 h y siendo la primera muestra tras las 24 h del subcultivo. Las tres 

líneas celulares (control y 2 sobre-expresantes PsTrxo1) finalizaron la fase de latencia y 

comenzaron la fase exponencial de crecimiento el tercer día después de ser 

subcultivadas, manteniendo un crecimiento similar hasta alcanzar el sexto día. La línea 

celular control comenzó a entrar en la fase estacionaria entre el sexto y séptimo día, 
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cuando su DO600nm= 8, mientras que las dos líneas sobre-expresantes comenzaron a 

entrar en fase estacionaria entre los días 8 y 9, cuando su DO600nm era superior a 10 

(Figura 27). 

 

Figura 27: Curvas de crecimiento de las líneas celulares T-BY2 control (cuadrado) y sobre-

expresantes del gen PsTrxo1 (círculo y triángulo). Los valores de densidad óptica medidos a 600 

nm (DO600nm) representan la media ± desviación estándar de tres experimentos extemporáneos. Los 

asteriscos reflejan una diferencia significativa con la línea control con una probabilidad p≤ 0,05 (test 

t-Student). 

 

La citometría de flujo se utilizó para analizar la distribución de las células en las 

diferentes fases del ciclo celular. Debido al tamaño de las células vegetales y a la 

presencia de una pared rígida, se obtuvieron protoplastos que se usaron en vez de 

células completas. La caracterización del porcentaje de células en cada fase se llevó a 

cabo en la línea control y en las dos líneas sobre-expresantes durante las diferentes 

etapas de la curva de crecimiento: fase de latencia (día 1), fase exponencial (día 3), 

fase estacionaria en la línea control (día 7) y fase estacionaria de las líneas sobre-

expresantes (día 9). 

Durante la fase G1 del ciclo celular, también llamada fase del primer intervalo, la 

célula crece de tamaño, duplica los orgánulos y sintetiza componentes moleculares 

necesarios para etapas posteriores. La etapa G0 sin embargo, es un estado de latencia, 

donde la célula no se está preparando activamente para dividirse y únicamente ejerce 

su función prestablecida. Durante los días 1, 3, 7 y 9 el mayor porcentaje de células se 

encontraba en las fases G0/G1 del ciclo celular, entre un 40% y 80%, siendo 
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significativamente superiores en la línea control con respecto a ambas líneas sobre-

expresantes PsTrxo1 (Figura 28).  

 

Figura 28: Análisis del ciclo celular en células T-BY2, control y sobre-expresantes del gen 

PsTrxo1. Los datos representan el porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular: 

Go/G1 (fase de crecimiento celular y latencia), S (fase de síntesis de ADN), G2/M (fase proliferativa, 

condensación de cromosomas y mitosis). Los valores son la media ± error estándar de tres 

experimentos independientes. Los asteriscos indican una diferencia significativa con la línea control 

con una probabilidad p≤ 0,05 (test t-Student). 

 

En la fase S, la célula sintetiza una copia completa del ADN y duplica los 

centrosomas para llevar a cabo la mitosis. En la línea control el porcentaje de células 

en la fase S del ciclo celular es alrededor del 18%, manteniéndose constante durante 

los días 1, 3, 7 y 9. Los porcentajes de células en la fase S de ambas líneas sobre-

expresantes no mostraron diferencias significativas con respecto a la línea control. 

Durante la fase G2 del ciclo celular  se lleva a cabo la organización y síntesis de toda la 

maquinaria necesaria para la mitosis, la orientación de los centrómeros y la 

confirmación de que el ADN se replicó de forma correcta. Si la célula detecta algún 

error en la replicación del ADN, no comenzará la división mitótica. La siguiente fase es 

la mitosis y en esta fase la célula da lugar a dos células hijas con la misma dotación 

genética. Consta de varias etapas: profase, metafase, anafase, telofase y citocinesis. 

Durante los días 1 y 3 las tres líneas celulares presentaron un porcentaje similar de 

células en las fases G2/M, entre un 15% y 20%; sin embargo durante los días 7 y 9 las 
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dos líneas sobre-expresantes que presentaban mayor densidad celular, mantenían un 

porcentaje de células en estas fases comprendido entre el 10% y 20% manifestando 

diferencias significativas con respecto a la línea control, la cual descendía el porcentaje 

de células hasta un 2% durante estos últimos días. 

La tinción del ADN de las células TBY-2 con un fluoróforo como Hoescht 33278 y 

observación al microscopio de fluorescencia nos permitió evaluar el porcentaje de 

células en la fase de mitosis (M) en los distintos días de crecimiento del cultivo, 

expresándolo como porcentaje de células en este estado (índice mitótico). En esta fase 

se produce la segregación de los componentes intracelulares en dos células hijas. Las 

distintas etapas se visualizan en el microscopio de fluorescencia (Figura 29). 

 

Figura 29: Ejemplo de células T-BY2 en diferentes etapas de la mitosis. Las imágenes fueron 

capturadas con un microscopio de fluorescencia y el ADN fue teñido con Hoescht 33278. 

 

En la profase se visualiza una condensación de la cromatina y desorganización de 

algunos orgánulos y en la prometafase la desorganización de la envuelta nuclear. En la 

metafase se produce la ordenación de los cromosomas en la placa ecuatorial, una 

región equidistante entre los dos centrosomas del huso mitótico. En la anafase se 

separan las cromátidas que forman los cromosomas y migran hacia los centrosomas, 

en la telofase se produce una descondensación de las cromátidas y organización de la 

envuelta nuclear, y por último en la citocinesis se forma el surco de escisión y se 

separan los citoplasmas de las dos células hija. 

El índice mitótico medido a lo largo de la curva de crecimiento de nueve días en las 

células control y ambas líneas sobre-expresantes PsTrxo1 reveló que todas ellas 

manifestaban un máximo de división mitótica del 10 % el cuarto día (o día 3 para la 

línea 2) después de ser subcultivadas (Figura 30). El índice mitótico disminuye 
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entonces de forma progresiva en las células control a partir de este día hasta alcanzar 

valores mínimos cercanos al cero por ciento el octavo día. Por el contrario las dos 

líneas sobre-expresantes disminuyen de forma más paulatina el porcentaje de células 

en mitosis, manifestando diferencias significativas a partir del día siete con respecto a 

la línea control y alcanzando mínimos de alrededor de 3% los días 8 y 9. 

 

Figura 30: Análisis comparativo del porcentaje de células T-BY2 en estado de mitosis entre 

una línea control (cuadrado) y dos líneas sobre-expresantes del gen PsTrxo1 (círculo y 

triángulo), con respecto al tiempo de crecimiento. Los valores representan la media ± SD de tres 

ensayos diferentes. Los asteriscos indican una diferencia significativa con la línea control con 

probabilidad p≤ 0,05 (test t-Student). 

 

1.3.4. Cuantificación de la proteína PsPCNA  

La cantidad total de proteína PCNA en extractos celulares de TBY-2 control y sobre-

expresantes de PsTrxo1 en distintos días de crecimiento del cultivo se analizó 

mediante Western-blot empleando el anticuerpo monoclonal anti-PCNA(C10). Se 

analizaron las tres líneas celulares a partir del tercer día tras ser subcultivadas. La línea 

control contenía una mayor cantidad de proteína el quinto día, disminuyendo a partir 

del séptimo día al alcanzar la fase estacionaria y siendo casi indetectable el noveno día 

(Figura 31). Por otro lado las dos líneas sobre-expresantes de PsTrxo1 mostraron una 

cantidad de proteína superior en las últimas fases, siendo las mayores diferencias las 

encontradas en los días 7 y 8 de crecimiento. 
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Figura 31. Inmunodetección de la proteína PsPCNA en células T-BY2 control y sobre-

expresantes de PsTrxo1 en diferentes días de crecimiento. Western-blot anti-NtPCNA 

(membrana superior) y control de carga (membrana inferior) por tinción de proteínas con Rojo 

Pounceau.   

1.3.5. Contenido y compartimentación celular de glutatión 

Debido a la implicación descrita del glutatión en el núcleo donde se concentra en las 

primeras fases del crecimiento realizando múltiples funciones, llevamos a cabo un 

análisis del contenido de este antioxidante en las células control y sobre-expresantes 

PsTrxo1. Tal y como muestra la Figura 32, el contenido en GSH descendía en las tres 

líneas según los cultivos progresaban, con los mayores valores en los días 1 y 3. En 

general, las líneas sobre-expresantes presentaban contenidos menores que los de la 

línea control indicando que un posible mecanismo compensatorio podría estar 

operando entre Trxo y GSH en estas células transformadas. 

 

Figura 32: Efecto de la sobre-expresión de PsTrxo1 en el contenido en GSH en diferentes días 

del cultivo celular de TBY-2. El GSH se cuantificó en células control y dos líneas sobre-expresantes 

PsTrxo1. Los valores representan la media ± SD de tres ensayos diferentes. Los asteriscos indican 

una diferencia significativa con la línea control con probabilidad p≤ 0,05 (test t-Student). 
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A fin de determinar si la localización intracelular de GSH se veía afectada por la  

sobre-expresión de PsTrxo1 en las células transformadas, se llevó a cabo un análisis 

por microscopía confocal durante la proliferación celular. Para ello, se realizó una 

tinción in vivo con monoclorobimano (mCBM) durante los días 1, 3 y 8 de crecimiento 

en las tres líneas celulares y las imágenes fueron capturadas a una profundidad de 

campo de 10 micrómetros. La Figura 33 muestra que el GSH se localizaba 

principalmente en el núcleo, en el entorno nuclear y cerca de la membrana plasmática, 

en las tres líneas celulares, mientras que a día 3, al inicio de la fase exponencial de 

crecimiento celular, la acumulación de la fluorescencia parecía menor en las líneas 

sobre-expresantes, en las que la localización nuclear del GSH aún era evidente. La 

principal diferencia se observó a día 8 cuando la fluorescencia del GSH en el núcleo era 

baja en la línea control, pero permanecía alta en ambas líneas sobre-expresantes, 

coincidiendo con un grado mayor de densidad celular. En este estado además, tal y 

como describimos anteriormente, el porcentaje de células en las fases G2/M y el índice 

mitótico eran más altos que en las células control.  

 

Figura 33: Localización de GSH en células de tabaco BY-2 control y sobre-expresantes del gen 

PsTrxo1 en diferentes días de crecimiento del cultivo. Las imágenes tomadas con un microscopio 

confocal corresponden a la fluorescencia de GSH (en azul) usando el fluoróforo monoclorobimano 

en células vivas. 
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Un estudio más detallado de la localización del GSH en células de 3 días de 

crecimiento reveló que en la línea control el glutatión se distribuía mayoritariamente 

alrededor del núcleo (Figura 34), coincidiendo con la distribución de mitocondrias en la 

zona perinuclear; también se apreciaba una leve señal en el interior del nucleolo y en 

las mitocondrias más periféricas. Por el contrario en ambas líneas sobre-expresantes 

de PsTrxo1, el glutatión se acumulaba en el nucleolo de las células mayoritariamente y 

en menor medida en el interior del núcleo, no apreciándose en las mitocondrias 

perinucleares ni periféricas. 

 

Figura 34: Localización de glutatión en células de tabaco BY-2 control y sobre-expresantes del 

gen PsTrxo1 en el día 3 de crecimiento. Las imágenes tomadas con un microscopio confocal 

corresponden a la tinción con Mitotracker Deep-red (A), monoclorobimano (B), campo claro (C) y 

superposición de A y B (D). 

 

Como un control negativo utilizamos el agente bloqueante dietilmaleato (DEM)  

incubando las células control durante dos horas con diferentes concentraciones de 

este compuesto. Transcurrido este tiempo las células se tiñeron in vivo con 

monoclorobimano y mitotracker y se capturaron imágenes usando un microscopio 

confocal. Tal y como muestra la Figura 35, se comprobó que la disminución de la señal 

de fluorescencia con 2 mM de DEM no ocurría al 100% mientras que sí ocurría con el 

tratamiento de 5 mM.  
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Figura 35: Efecto de diferentes concentraciones de DEM sobre la disminución de la señal de 

fluorescencia de GSH en células TBY-2 control usando mCBM. Las imágenes tomadas con un 

microscopio confocal corresponden a la fusión de los tres canales: Campo claro (gris) Mitotracker 

Deep-red (rojo) y Monoclorobimano (azul). 

 

 

Se realizaron además controles del experimento in vitro para confirmar la 

especificidad del mCBM por el grupo tiólico del GSH y no los que contiene la Trxo1, 

usando la proteína recombinante PsTrxo1 y la proteína tratada con DTT. Tal y como 

muestra la Figura 36, la Trxo1 reducida no reaccionaba con el fluoróforo. Este 

experimento demostró que la señal de fluorescencia observada en las células era 

específica para GSH.  

 

Figura 36: Experimento control para la especificidad de monoclorobimano (mCBM) por el 

grupo tiólico del GSH, PsTrxo1 y PsTrxo1 tratada con DTT midiendo la fluorescencia en un T-

CAM. Se presenta un control negativo usando el agente bloqueante DEM en una concentración de 

5 mM.  
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1.3.6. Proteínas totales y nucleares glutationalizadas en células TBY-2 

Con el fin de averiguar si la sobre-expresión de PsTrxo1 además de alterar los 

contenidos en glutatión, afectaba al patrón de proteínas modificadas post-

traduccionalmente por glutationalización, llevamos a cabo un estudio de proteínas 

glutationalizadas en extractos celulares totales y en preparaciones purificadas en 

núcleos de las células TBY-2 de 3 días de crecimiento. Este estudio se realizó en la línea 

control y una de las líneas sobre-expresantes de PsTrxo1 (Línea 1). Tal y como se puede 

observar en la Figura 37, la cantidad de proteínas glutationalizadas difería entre ambos 

genotipos: las células control contenían menor cantidad en extractos totales celulares 

(A) que la línea sobre-expresante mientras que en las proteínas nucleares (B), la 

tendencia fue la inversa.  

 

Figura 37. Inmunodetección mediante Western-blot de las proteínas totales (A) y nucleares 

(B) glutationalizadas en células TBY-2. Las proteínas glutationalizadas corresponden a células 

TBY-2 de 3 días de crecimiento de la línea control y sobre-expresante PsTrxo1-1.   

 

Analizando diferencias en el patrón de proteínas, se observó que éste era similar en 

ambas líneas, si bien las mayores diferencias se encontraban en las proteínas totales 

de bajo peso molecular glutationalizadas (Figura 37A) mientras que en extractos 

nucleares (Figura 37B), se observaban en las de peso molecular intermedio. Será 

interesante realizar el análisis por espectrometría de masas de las proteínas a fin de 

identificar las diferencias provocadas por la sobre-expresión de PsTrxo1 en la 

glutationalización de las mismas.  
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2. Estudio funcional de tiorredoxina o1 en mutantes de A. thaliana bajo condiciones 

de estrés salino 

Para extender el estudio funcional de Trxo1 en condiciones desfavorables de 

crecimiento de las plantas, nos planteamos analizar la respuesta de plantas de 

Arabidopsis tanto carentes del gen AtTrxo1 debido a la disponibilidad de semillas KO 

en los bancos de semillas SALK (tal y como se describió en el apartado de materiales y 

métodos), como de plantas sobre-expresantes que generaríamos en el laboratorio. 

Estas plantas fueron crecidas en cámaras controladas de crecimiento tanto en ausencia 

como en presencia de NaCl, como situación de estrés abiótico en la que el laboratorio 

tiene dilatada experiencia.     

2.1. Identificación de líneas mutantes de A. thaliana mediante RT-qPCR  

En esta Tesis se han utilizado dos líneas mutantes de inserción T-DNA en el gen de la 

tiorredoxina o1 (AtTrxo1) (At2g35010) que codifican para la Trx mitocondrial de 

Arabidopsis, provenientes de la colección de semillas Salk (SALK-143294C (KO1) y 

SALK-042792C (KO2)). En estas líneas se realizó un análisis de expresión del gen por 

qRT-PCR que mostró un nivel muy bajo en el caso del mutante KO2 y prácticamente 

indetectable en el KO1, comparados con los encontrados en plantas silvestres ecotipo 

Columbia (Figura 38).  

 

Figura 38. Análisis de expresión en mutantes KO AtTrxo1. Posición de la inserción de T-DNA en 

el primer intrón del gen: Distribución intrón (líneas)-exón (rectángulos). Los triángulos invertidos 

representan la localización de la inserción con el borde izquierdo (LB) y derecho (RB). Las flechas 

negras representan los oligonucleótidos utilizados para el ensayo qPCR (A). Expresión del gen 

AtTrxo1 en semillas embebidas en agua tras 36 h de plantas silvestres (WT, Col-0) y en mutantes 

KO1 y KO2 (B). Los datos son media ± error standard, n>6 de al menos tres experimentos 

independientes.   
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2.2. Establecimiento del nivel de estrés salino  

Se realizó un análisis del crecimiento de plantas de Arabidopsis silvestres y 

mutantes KO AtTrxo1 en 100 mM y 150 mM NaCl a fin de elegir el tratamiento de 

estrés salino en el que se realizarían los estudios posteriores. 100 mM NaCl se escogió 

porque era la concentración que mostraba un crecimiento disminuido pero permitía a 

la plantas desarrollarse, ya que 150 mM afectaba demasiado la fisiología en todos los 

genotipos. 

 

 

Figura 39. Efecto del estrés salino en el crecimiento de plantas de Arabidopsis silvestres (Wt) 

y mutantes KO1 y KO2 AtTrxo1 crecidas en presencia de 100 y 150 mM NaCl durante 21 y 28 

días 

En la Figura 39 se presenta un ejemplar de cada genotipo en cada condición siendo 

el estrés impuesto el de 100 mM y 150 mM de NaCl durante 21 y 28 días de 

crecimiento de las plantas, donde aparecían diferencias con el tratamiento salino en 

todos ellos, si bien no se aprecian diferencias entre genotipo silvestre y mutantes en 

cada condición. 
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Wt KO1             KO2 Wt KO1                   KO2
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2.3. Caracterización de parámetros de desarrollo 

Como primera aproximación a la caracterización fisiológica de las dos líneas 

mutantes Knock out de tiorredoxina mitocondrial AtTrxo1 (KO1 y KO2), se midieron los 

parámetros de peso fresco y peso seco en plantas crecidas durante 21 días en ausencia 

y presencia de 100 mM NaCl. Los resultados reflejaron que todos los genotipos 

sometidos a tratamiento salino redujeron la producción de biomasa, peso freso y peso 

seco, entre un 25 y 30% con respecto a los controles (Figura 40). En ambas líneas 

mutantes, la pérdida de función de la proteína AtTrxo1, no reflejó diferencias 

significativas en cuanto a peso fresco y peso seco con respecto al genotipo silvestre en 

ninguna de las dos condiciones de crecimiento. 

 

Figura 40. Medida de peso fresco y seco de la parte aérea de plantas de A. thaliana. Las 

plantas silvestres (Wt) y mutantes KO (KO1 y KO2 AtTrxo1) crecieron en ausencia y presencia de 100 

mM NaCl. Los datos son media ± error standard, n>6 de al menos tres experimentos 

independientes. Las letras diferentes indican que los datos son significativamente diferentes de 

acuerdo con el test Tukey (P<0,05). 

 

Otros parámetros de desarrollo que podrían indicar alteraciones fisiológicas son las 

medidas de la anchura foliar, nº de hojas o diámetro de la roseta de las plantas. La 

anchura foliar se vio reducida significativamente en todos los individuos cuando fueron 
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sometidos a estrés salino y no mostró diferencias entre genotipos (Figura 41A). El 

número de hojas totales que las plantas fueron capaces de producir, no mostró 

diferencias significativas entre tratamientos y tampoco entre las tres líneas 

genotípicas, que presentaban un número similar de hojas (Figura 41B). El tratamiento 

de estrés salino sí redujo significativamente el diámetro de la roseta en una de las 

líneas mutantes (KO1) y en el genotipo silvestre pero no en la línea mutante KO2 

comparado con el tratamiento control y en esta condición de estrés, los mutantes no 

mostraron diferencias significativas con respecto al genotipo silvestre (Figura 41C). 

 

 

Figura 41. Medidas de parámetros de desarrollo foliar. Las medidas de anchura foliar (A), 

número de hojas (B) y diámetro de la roseta (C) se realizaron en plantas silvestres (Wt) y mutantes 

KO AtTrxo1 (KO1 y KO2) crecidas en ausencia y presencia de 100 mM NaCl. Los datos son media ± 

error standard, n>6 de al menos tres experimentos independientes. Las letras diferentes indican 

que los datos son significativamente diferentes de acuerdo con el test Tukey (P<0,05). 
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El análisis del contenido mineral de las plantas (Tabla 9) reveló que en condiciones 

control, el mutante KO1 presentaba menores niveles en Ca, P y Mg mientras que el 

KO2 en K, P, Mg, S y Zn que las plantas silvestres (Wt).  

Table 9. Contenido en macronutrientes en plantas de Arabidopsis silvestres (Wt) y mutantes 

KO1 AtTrxo1 crecidas en ausencia (control, C) y presencia (tratadas, T) de 100 mM NaCl 

durante 21 días. Los datos son media ± error standard, n>6 de al menos tres experimentos 

independientes. Las letras diferentes indican que los datos son significativamente diferentes de 

acuerdo con el test Tukey (P<0,05). 

      Ca   Na K     P                   Mg S      Zn Mn 

 g 100 g-1 Peso seco  mg kg-1 Peso seco 

Wt-C 3,45±0,12 a 0,21±0,01c 4,46±0,12a 0,92±0,01a 0,42±0,02a 0,99±0,01a  122±4b 265±8ab 

KO1- C 3,11±0,18 b 0,19±0,01c 4,71±0,10a 0,84±0,01b 0,36±0,01b 0,96±0,02a  126±1b 246±9b 

KO2-C 3,56±0,12 a 0,08±0,01 c 4,45±0,10 a 0,64±0,06 c 0,38±0,01 b 0,60±0,01c  85±4d 254±23 b 

Wt-T 3,50±0,10 a 0,99±0,04a 3,08±0,09b 0,88±0,01a 0,42±0,01a 0,87±0,01b  121±4b 247±9b 

KO1-T 3,29±0,06 b 0,79±0,05b 3,32±0,08b 0,84±0,02b 0,42±0,01a 0,90±0,01 b  171±8a 286±10a 

KO2-T 3,68±0,08 a 0,24±0,13 c 3,18±0,11 b 0,65±0,02 c 0,42±0,01 a 0,65±0,03 c  101±6c 266±11a 

 

Bajo condiciones de salinidad (100 mM NaCl), una acumulación mayor de Na se 

observó en las plantas silvestres mientras que K y S descendían en los genotipos Wt y 

KO1. Otras diferencias encontradas fueron un aumento significativo en Mg, Zn y Mn 

que ocurría sólo en las plantas mutantes KO.  

2.4. Caracterización de parámetros fisiológicos: densidad estomática y curvas de 

deshidratación 

Una característica de desarrollo que está relacionada con la retención de agua y la 

adaptación al estrés salino es la densidad estomática que presentan las plantas en el 

envés de sus hojas, así como la modulación de los mecanismos de cierre y apertura 

estomática. En cuanto a la diferencia provocada por la pérdida de función debida a la 
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mutación de AtTrxo1 se pudo observar que ambas líneas mutantes presentaban mayor 

densidad  estomática en la condición control, comparadas con el genotipo silvestre 

(Figura 42ª). Además, la adaptación del genotipo silvestre al estrés salino conllevó un 

aumento significativo en la densidad estomática, mientras que la línea mutante KO2 

presentaba una menor densidad estomática y el mutante KO1 no presentaba 

diferencias significativas relativas a la condición control.  

 

 

Figura 42. Densidad estomática medida en el envés de las hojas de A. thaliana crecidas en 

condiciones control y en presencia de 100 mM de NaCl. La densidad estomática está expresada 

como número total de estomas por milímetro cuadrado de hoja. Los datos son media ± error 

standard, n>6 de al menos tres experimentos independientes. Las letras diferentes indican que los 

datos son significativamente diferentes de acuerdo con el test Tukey (P<0,05). 

 

La Figura 43 muestra imágenes del envés foliar de plantas adaptadas a estrés salino 

y con un mínimo de cuatro horas de exposición a luz PAR. Se puede observar que a 

pesar de las diferencias en las densidades estomáticas descritas, la mayoría de los 

estomas de la imagen presentan una menor apertura en la línea mutante con respecto 

a la línea control.  
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Figura 43. Epidermis foliar de plantas de Arabidopsis thaliana crecidas en presencia de 100 

mM NaCl. Imagen capturada con un microscopio de campo claro y un objetivo 40x de la epidermis 

de plantas silvestres (Wt) y mutante KO1 AtTrxo1. 

 

Debido a las diferencias observadas en cuanto a la densidad y apertura estomática 

se caracterizaron las curvas de deshidratación de las plantas crecidas en condiciones 

control (Figura 44A) y de salinidad (Figura 44B), a fin de comprobar si las diferencias 

afectaban a la retención de agua (ver materiales y métodos).  

 

Figura 44. Curvas de deshidratación de A. thaliana. Plantas crecidas en condiciones control (A) y 

en condiciones de 100 mM de NaCl (B). 
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En la condición control no se observaron diferencias significativas entre las 

líneas mutantes y la línea silvestre, presentando una disminución de alrededor de 20% 

de humedad transcurridas dos horas. Sin embargo, cuando fueron sometidos a estrés 

salino, las dos líneas mutantes presentaron mayor pérdida de agua que el genotipo 

silvestre desde los 60 hasta los 120 minutos desde la escisión de la planta, alcanzando 

hasta un 18% de pérdida de humedad en los mutantes, mientras que el genotipo 

silvestre no superaba el 12% de pérdida.  

Otra variable indicativa de la respuesta a estrés salino es la cantidad de 

clorofilas necesarias para llevar a cabo la función fotosintética. La cantidad de clorofila 

a y b medida en plantas de genotipo silvestre fue significativamente superior a la 

presente en condiciones salinas. Sin embargo esto no se observó en las dos líneas 

mutantes, las cuales presentaron niveles de clorofila a y b similares. Además, ambas 

clorofilas en los mutantes presentaron niveles inferiores en condiciones control con 

respecto a la línea silvestre pero en condiciones de estrés salino, únicamente la 

clorofila a presentaba valores significativamente superiores a los de la línea silvestre 

(Figura 45). 

 

Figura 45. Medida de clorofilas a y b en plantas de A. thaliana. Las plantas silvestres y 

mutantes KO AtTrxo1 crecieron durante 21 días bajo condiciones control y en presencia de 100 mM 

NaCl. Los datos son media ± error standard, n>6 de al menos tres experimentos independientes. Las 

letras diferentes indican que los datos son significativamente diferentes de acuerdo con el test 

Tukey (P<0,05). 
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2.5. Medidas de marcadores y metabolitos oxidativos 

El contenido en H2O2 así como NO fue analizado en las plantas silvestres y KO 

AtTrxo1 crecidas en condiciones control y salino. En cuanto al H2O2, todas las plantas 

presentaron un incremento significativo aproximado del 20 % cuando fueron 

sometidos a estrés salino con respecto al tratamiento control. Comparando ambos 

mutantes con el genotipo silvestre, solamente durante el tratamiento de estrés salino, 

este parámetro fue significativamente superior en los mutantes (Figura 46A). Con 

respeto al óxido nítrico, únicamente el mutante KO1 presentaba un descenso 

significativo cuando era sometido a estrés salino, comparado con el tratamiento 

control y sin embargo ambas líneas mutantes presentaron mayores cantidades de NO 

que el genotipo silvestre cuando crecieron bajo condiciones control (Figura 46B). 

 

Figura 46. Marcadores de estrés y daño oxidativo en hojas de A. thaliana crecidas 21 días en 

condiciones control y en presencia de 100 mM de NaCl.  Medida de peróxido de hidrógeno (A), 

fluorescencia relativa de óxido nítrico (B), cuantificación de malondialdehido (C), y carbonil 

proteínas (D). Los datos son media ± error standard, n>6 de al menos tres experimentos 

independientes. Las letras diferentes indican que los datos son significativamente diferentes de 

acuerdo con el test Tukey (P<0,05). 
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Otras variables que son comúnmente utilizadas como biomarcadores de daño 

oxidativo son el producto que se acumula durante las reacciones en cadena de la 

peroxidación lipídica MDA (Malondialdehido bis-dimetilacetal) y las concentraciones 

de proteínas que presentan un grupo carbonilo (CO-Proteínas), las cuales reflejan el 

daño oxidativo que sufren las mismas. El producto MDA resultó significativamente 

superior en todos los genotipos cuando se sometían a estrés salino, comparado con el 

MDA producido bajo condiciones control. Las tres líneas presentaron unas cantidades 

de MDA similares cuando fueron crecidas en condiciones control sin embargo las dos 

líneas mutantes comparadas con la línea silvestre presentaron una concentración de 

MDA superior cuando se sometieron a estrés salino. Por otro lado las concentraciones 

de proteínas carboniladas resultaron ser superiores en condiciones de estrés salino en 

todos los genotipos, comparadas con plantas crecidas en condiciones control. Estas 

diferencias no se observaron comparando los diferentes genotipos, los cuales no 

presentaron diferencias significativas en este parámetro. 

2.6. Medida de antioxidantes glutatión y ascorbato 

Las moléculas antioxidantes que participan en el ciclo de Halliwel-Asada-Foyer 

(glutatión reducido y ascorbato reducido) así como el producto derivado 

nitrosoglutatión (reservorio de óxido nítrico y glutatión), se cuantificaron en los tres 

genotipos y en las dos condiciones, control y salinidad. Las concentraciones totales de 

glutatión reducido (GSH) fueron similares en todos los genotipos, independientemente 

de la condición de cultivo, excepto en el genotipo mutante KO1 que presentaba niveles 

inferiores de glutatión reducido cuando era sometido a estrés salino comparado con el 

genotipo silvestre (Figura 47A). En cuanto a las concentraciones de glutatión oxidado 

(Figura 47B), ningún genotipo manifestó diferencias significativas dependientes de la 

condición de cultivo y únicamente el mutante KO1 presentaba concentraciones 

inferiores al genotipo silvestre cuando crecía en condiciones de estrés salino. La 

relación entre el glutatión reducido con respecto al glutatión total, medido como  

porcentaje, es un indicador de la velocidad de oxidación de glutatión y reciclaje o 

síntesis del mismo, y por tanto es una variable indirecta del nivel de estrés oxidativo 
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que soporta un organismo. En el genotipo silvestre el porcentaje de GSH reducido 

disminuyó cuando las plantas crecieron bajo condiciones de estrés salino, al igual que 

ocurre en el mutante KO1; sin embargo esta tendencia era opuesta en el mutante KO2, 

el cual presentaba un porcentaje superior bajo condiciones de estrés salino (Figura 47). 

El mutante KO1 presenta unos porcentajes similares al genotipo silvestre en ambas 

condiciones, sin embargo el mutante KO2, únicamente en condiciones control refleja 

un porcentaje inferior al genotipo silvestre y al mutante KO1. 

 

 

 Estado Redo GSH/GSH+GSSG (%) 
 Wt  KO1 KO2 

Control 93,8 ± 0,1 

 

93,6 ± 0,1 

 

92,4 ± 0,2 

93 
100 mM 93,0 ± 0,1 92,9 ± 0,05 93,2 ± 0,1 

 

Figura 47. Medida de ascorbato y glutatión y estado de óxido-reducción de glutatión. 

Glutatión reducido (A), glutatión oxidado (B), ascorbato reducido total (C) y nitrosoglutatión (D) en 

hojas de A. thaliana genotipo silvestre (Wt) y KO AtTrxo1 crecidas 21 días en condiciones control y 

en presencia de 100 mM de NaCl. Los datos son media ± error standard, n>6 de al menos tres 

experimentos independientes. Las letras diferentes indican que los datos son significativamente 

diferentes de acuerdo con el test Tukey (P<0,05). La tabla presenta el estado redox del glutatión.  
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En relación al ascorbato reducido total (Figura 47C), solamente el genotipo silvestre 

presentó un incremento significativo cuando creció bajo condiciones de estrés salino 

comparado con el crecimiento en condiciones control. Realizando la comparación 

entre genotipos, sólo el mutante KO1 presentaba niveles inferiores al genotipo 

silvestre cuando creció en condiciones de estrés salino pero no en condiciones control. 

Las concentraciones de nitrosoglutatión (GSNO) incrementaron de forma 

significativa en la línea silvestre y en el mutante KO2 cuando las plantas crecieron en 

condiciones de salinidad, y esta diferencia no se apreció en el mutante KO1 (Figura 

47D). El mutante KO2 presentó niveles inferiores de GSNO en ambos tratamientos con 

respecto al genotipo silvestre, mientras que el mutante KO1 solamente durante el 

tratamiento de estrés salino reflejó concentraciones inferiores a la línea silvestre. 

2.7. Estudios enzimáticos  

Las actividades de las enzimas que componen el ciclo ASC-GSH también reflejan la 

capacidad antioxidante que presentan las plantas. El análisis de la enzima ascorbato 

peroxidasa (APX) mostró un aumento del doble de su actividad enzimática en todos los 

genotipos cuando se sometían a estrés salino si bien no se observaron diferencias 

significativas entre genotipos en condiciones control ni en condiciones de estrés salino 

(Figura 48A). La enzima monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR) en las tres líneas 

genotípicas manifestó un descenso en su actividad hasta tres veces inferior cuando las 

plantas crecieron bajo condiciones de estrés salino comparada con la actividad 

presente en condiciones control (Figura 48B). Bajo estas condiciones control, ninguna 

línea genotípica presentaba diferencias significativas; sin embargo bajo condiciones de 

estrés salino, el mutante KO1 manifestó una actividad enzimática inferior al mutante 

KO2 y al genotipo silvestre. 
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Figura 48. Actividad enzimática del ciclo ascorbato-glutatión en plantas de A. thaliana 

crecidas durante 21 días en condiciones control y en presencia de 100 mM de NaCl. Las 

actividades específicas de ascorbato peroxidasa (APX, A), monodeshidroascorbato reductasa 

(MDHAR, B),  deshidroascorbato reductasa (DHAR, C) y glutatión reductasa (GR, D) se midieron en 

hojas de A. thaliana genotipo silvestre (Wt) y KO AtTrxo1 crecidas 21 días en condiciones control y 

en presencia de 100 mM de NaCl. Los datos son media ± error standard, n>6 de al menos tres 

experimentos independientes. Las letras diferentes indican que los datos son significativamente 

diferentes de acuerdo con el test Tukey (P<0,05). 

 

La enzima DHAR presentaba mayor actividad en la línea silvestre y el mutante KO1 

cuando crecieron bajo estrés salino, con respecto a su actividad medida bajo 

condiciones control (Figura 48C). Sin embargo, la línea mutante KO2 presentaba 

diferencias opuestas, siendo menor su actividad bajo condiciones de estrés salino. 

Ante la comparativa entre las diferentes líneas genotípicas, el mutante KO1 manifestó 

una actividad enzimática similar al genotipo silvestre en ambas condiciones de cultivo, 

pero el mutante KO2 comparado con la línea silvestre y el mutante KO1, manifestó una 

actividad enzimática significativamente superior en condiciones control e inferior bajo 

condiciones de estrés salino.  
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La enzima encargada de reducir el glutatión oxidado, GR incrementó su actividad 

entre 6 y 9 veces en las tres líneas genotípicas cuando fueron sometidas a estrés 

salino, siendo el incremento mayor en la línea mutante KO1, la cual presentaba la 

mayor actividad enzimática comparado con la línea mutante KO2 y el genotipo 

silvestre en condiciones control (Figura 48D). Sin embargo, bajo condiciones de estrés 

salino las tres líneas genotípicas manifestaron una actividad enzimática similar. 

Las propiedades como su elevada velocidad enzimática, la afinidad por su sustrato y 

la baja capacidad de saturación hacen de la enzima catalasa la principal barrera 

antioxidante para eliminar el exceso de peróxido de hidrógeno en los orgánulos donde 

está presente, presentando una distinta afinidad por H2O2 que la APX. La actividad 

catalasa descendió significativamente (Figura 49) en todas las líneas genotípicas 

cuando éstas son expuestas a estrés salino con respecto a los individuos crecidos en 

condiciones control. Realizando la comparativa entre las tres líneas genotípicas, ambos 

mutantes Knock out presentaron una actividad catalasa significativamente superior a 

la línea silvestre, en condiciones control y en condiciones de estrés salino 

 

Figura 49. Actividad catalasa. La actividad específica de la enzima catalasa se midió en hojas de 

A. thaliana genotipo silvestre (Wt) y KO AtTrxo1 crecidas 21 días en condiciones control y en 

presencia de 100 mM de NaCl. Los datos son media ± error standard, n>6 de al menos tres 

experimentos independientes. Las letras diferentes indican que los datos son significativamente 

diferentes de acuerdo con el test Tukey (P<0,05). 

 

Las isoenzimas de superóxido dismutasa (SOD) son las únicas enzimas capaces de 

eliminar el radical superóxido en los diferentes orgánulos y compartimentos de la 

célula. El análisis de la actividad total de esta enzima mostró un incremento en todos 
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los genotipos cuando fueron sometidos a estrés salino (Figura 50ª). Ambas líneas 

mutantes manifestaron una actividad SOD significativamente superior a la línea 

silvestre tanto en condiciones control como en condiciones de estrés salino.  

 

Figura 50. Actividad enzimática superóxido dismutasa (SOD) medida en plantas de A. 

thaliana crecidas durante 21 días en condiciones control y en presencia de 100 mM de NaCl. 

Medida cuantitativa de la actividad total (A) y medida relativa de las isoenzimas tras EGPA y 

revelado utilizando diferentes inhibidores (B) tal y como se describió en el apartado de materiales y 

métodos, en hojas de plantas de A. thaliana genotipo silvestre (Wt) y KO AtTrxo1. Los datos en 

Figura 50A son media ± error standard, n>6 de al menos tres experimentos independientes. Las 

letras diferentes indican que los datos son significativamente distintos de acuerdo con el test de 

Tukey (P<0,05). 

 

En cuanto a las isoenzimas de SOD, Mn-SOD incrementaba su actividad en 

condiciones de estrés salino con respecto a las condiciones control, en torno al 60% en 

la línea silvestre y el mutante KO2 y hasta un 250 % en el mutante KO1 (Figura 50B). La 

isoenzima Fe-SOD incrementó su actividad enzimática más del doble cuando fue 

crecida en condiciones de estrés salino, mientras que ambos mutantes no 

manifestaron un incremento tan acusado para esta isoenzima. Las isoenzimas Cu,Zn-

SOD incrementaron así mismo más del doble su actividad enzimática en la línea 

silvestre y el mutante KO1; sin embargo este incremento fue menor en la línea 

mutante KO2, no llegando a alcanzar el doble de actividad bajo condiciones de estrés 

salino.   
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2.8. Transformación estable de dos líneas sobre-expresantes de AtTrxo1 

homocigóticas 

La identificación de las líneas mutantes sobre-expresoras de tiorredoxina o1 y 

homocigóticas para esta inserción, se llevó a cabo mediante selección y análisis 

segregacional de individuos resistentes a higromicina y su descencia. La homocigosis se 

estabilizó en cada linea mutante a partir de la quinta generación y la validación de 

dicha sobre-expresión se realizó mediante RTq-PCR. En la figura 51, la expresión del 

gen mutado de tiorredoxina es más del doble en la linea Ove1, mutada con la 

construcción en el vector pMDC32, comparada con la linea control. Sin embargo la 

expresión de AtTrxo1 en la linea mutante Ove2, transformada con el vector pMDC43 

presenta más del triple de expresión que la  línea control. Se seleccionó la linea 

mutante Ove2 pMDC43 por ser la que mayor sobre-expresión presentaba.  

 

Figura 51. RT-qPCR AtTrxo1. Expresión estable del gen AtTrxo1 relativizada a Actina-8 en dos 

líneas mutantes y homocigóticas para la inserción de sobreexpresión del gen AtTro1. Los datos en 

Figura 51 son media ± error standard, n>6. Las letras diferentes indican que los datos son 

significativamente distintos de acuerdo con el test de Tukey (P<0,05). 

2.9. Estudio transcripcional comparativo de mutantes de AtTrxo1 mediante ARN-

seq  

Se ha realizado un análisis de la secuenciación del ARN mensajero utilizando la 

técnica de ARNseq de cuatro genotipos diferentes crecidos en condiciones de 

salinidad: un genotipo silvestre (Wt), dos mutantes Knock out (KO1 y KO2) y otro 

mutante sobre-expresante (Ove) de la tiorredoxina mitocondrial de Arabidopsis 
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AtTrxo1, partiendo de tres replicas biológicas de cada uno de ellos, secuenciadas en 

ambas direcciones.  

2.9.1. Análisis de componentes principales y calidad de la secuenciación 

Tras la obtención de los datos del ARNseq, tal y como se muestra en la Tabla 10, se 

constató que para cada uno de los genotipos se tenía un mínimo de 50 millones de 

lecturas, con una longitud de 150 pares de bases, secuenciadas en ambas direcciones 

con el sistema de secuenciación de Illumina® HiSeq2500 y ensambladas al genoma de 

referencia TAIR10.  

Tabla 10. Parámetros de calidad de las lecturas obtenidas por el análisis ARNseq. 

 

Genotipo Media de lecturas 

por muestra 

% Regiones  

génicas  

% Regiones 

intergénicas 

Wt 60263523 87,0 13,0 

KO-1 58594009 86,4 13,6 

KO-2 66086594 86,3 13,7 

Ove 57940809 85,6 14,4 

 

Como podemos comprobar, el porcentaje de lecturas ensambladas en regiones 

génicas se encuentra comprendido entre el 85 y el 87% del total de lecturas mapeadas. 

El porcentaje restante hace referencia a las regiones intergénicas, no codificantes. 

El análisis de componentes principales (ACP) es una técnica estadística de síntesis 

de la información o reducción de la dimensión (número de variables). En nuestro caso 

el conjunto de metadatos queda agrupado por los diferentes perfiles transcripcionales 

de cada genotipo, que viene determinado por las variables diferenciales tales como las 

diferentes secuencias de ARN, número de lecturas, longitud de éstas y porcentaje de 

C+G (Figura 52). 
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Figura 52. Análisis de componentes principales. Proyección de la matriz de metadatos agrupada 

en componentes principales (combinación lineal de los mínimos cuadrados de las variables 

originales e independientes entre sí). 

 

La proyección de los metadatos en dos componentes principales refleja que las 

muestras del mismo genotipo presentan una alta correlación intragrupo y perfiles de 

expresión transcripcionales significativamente similares. El eje de abscisas es el 

componente principal que mejor diferencia los tres genotipos haciendo referencia a 

los niveles de expresión de tiorredoxina mitocondrial u otro gen relacionado. El 

segundo eje de proyección de componentes principales separa los tres genotipos en 

relación a los perfiles transcripcionales de varios genes relacionados diferencialmente 

expresados (Figura 53, Diagrama de Venn).  

 

2.9.2. Genes expresados diferencialmente 

Una vez finalizado el análisis de expresión normalizada de genes, se realizaron 

comparaciones múltiples a través del test estadístico de Benferroni, asumiendo una 

probabilidad de expresión diferencial P ≤ 0,01 y un valor de falsa tasa de 

descubrimiento (FDR) ≤ 0,23. Tal y como se muestra en la figura 53, el total de genes 

diferencialmente expresados entre el genotipo silvestre y ambos mutantes Knock out 

fue de 161, de los cuales el 57 % (93 genes) presentan una mayor expresión en el 
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genotipo mutante, mientras que el 47 % restante (68 genes) presentan una expresión 

opuesta. Por otro lado, entre plantas silvestres y mutantes sobre-expresantes, el 

número total de genes diferencialmente expresados es de 140, de los cuales el 20 % 

(38 genes) presentan una mayor expresión en los mutantes mientras que el 80 % 

restante (102 genes) manifiestan una menor expresión en estos mutantes. 

 

 

Figura 53. Diagramas de Venn. Número de genes expresados diferencialmente entre el genotipo 

silvestre Wt, mutantes KO1 y KO2 (KO´s) y mutante sobre-expresante (Ove). Probabilidad de 

expresión diferencial P ≤ 0,01. 

 

En la Tabla 11 se representan los genes expresados diferencialmente entre el 

mutante sobre-expresante y el genotipo silvestre, donde valores positivos de 

expresión relativa reflejan una expresión superior en mutantes (rojo), mientras que las 

expresiones relativas negativas (azul) reflejan una menor expresión en plantas 

mutantes comparada con las silvestres.  

Tabla 11. Genes expresados diferencialmente entre plantas de genotipo silvestre y mutantes 
sobre-expresantes (Wt vs Ove). Genes cuya expresión diferencial tiene una probabilidad de 
significación P ≤ 0,01. Los valores de expresión representan el Log(2) Expresión del 
mutante/Expresión del Wt. La escala de colores representa en rojo valores positivos que indican una 
mayor expresión en el mutante con respecto al genotipo silvestre y en azul valores negativos que 
reflejan una expresión inversa. 
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Genes sobre-expresados en los mutantes 
 
ID gen Descripción del gen Exp ID gen Descripción del gen Exp 

AT1G04620 7-hidroximetil clorofila a reductasa 0,8 AT3G14440 Epoxicarotenoide dioxigenasa NCED3 1,2 

AT1G07090 Proteína dependiente de la luz 6 1,0 AT3G22190 Proteína IQ 5 0,0 

AT1G08200 UDP-D-xilosa sintasa 2 0,0 AT3G23580 Ribonucleosido reductasa 0,0 

AT1G09350 Galactinol sintasa 3 1,7 AT3G29035 Proteina NAC 59 2,1 

AT1G12610 Prot.de respuesta a la desidratación 1F 4,6 AT3G59760 Cisteina sintasa mitocondrial 0,0 

AT1G13640 Fosfatidil inositol 4 0,9 AT4G11280 Aminociclopropano sintasa 1,9 

AT1G23020 Hierro óxido reductasa 3 mitocondrial 1,3 AT4G21180 Proteínan DNAj ERDJ2B 0,0 

AT1G31350 Proteína F-box SKIP25 1,0 AT4G25470 Proteína 1C respuesta deshidratación 2,6 

AT1G53170 Fac. trans. respuesta a etileno 8 1,4 AT4G27520 Proteína de nodulación temprana 2 0,0 

AT1G55850 Celulosa sintasa E1 1,2 AT4G36570 Proteina RADIALIS 3 1,6 

AT1G66240 Transportador de cobre ATX1 0,0 AT4G38740 Peptidil isomerasa CYP18-3 0,1 

AT1G77760 Nitrato reductasa [NADH] 1 1,1 AT5G05860 UDP-glucosiltransferasa 76C2 1,0 

AT1G78970 Lupeol syntasa 1 0,9 AT5G16290 Acetolactato sintasa, cloroplastídica 0,0 

AT2G28630 3-cetoacil-CoA sintasa 12 1,6 AT5G20190 Tetratricopeptido de dominio repetido 0,0 

AT2G33480 Prot. dominio de unión NAC 41 1,1 AT5G37300 O-aciltransferasa WSD1 2,7 

AT2G35010 Tiorredoxina O1, mitochondrial 6,7 AT5G48780 Proteína de resistencia a patologías 1,9 

AT2G36970 UDP-glucosil transferasa 86A1 1,2 AT5G55400 Fimbrina 3 0,0 

AT2G48020 Transportador de azúcar ERD6 0,0 AT5G65010 Asparagina sintasa 2 0,9 

AT1G78020 DUF581 0,9 ATMG0096 Síntesis de citocromo c 0,0 

 
 

Genes con menor expresión en los mutantes     
        

ID gen Descripción del gen Exp ID gen Descripción del gen Exp 

AT1G06410 Trealosa fosfato sintasa 7 -0,2 AT3G57020 Estrictosidina sintasa 9 -0,7 

AT1G16410 Dihomometionina reductasa -0,2 AT3G62600 Proteína DnaJ  ERDJ3B -0,4 

AT1G18140 Lacasa 1 -0,5 AT4G03400 GH3 de respuesta a auxinas -0,6 

AT1G19450 Transportador de azúcar ERD6 -0,3 AT4G04840 Metionina sulfóxido reductasa 6 -0,7 

AT1G22550 Proteína NRT1/ PTR -0,7 AT4G09510 Invertasa alcalina/neutra -0,1 

AT1G23740 Quinona oxidoreductasa -0,2 AT4G10770 Transportador de oligopéptidos 7 -0,4 

AT1G26760 Proteína SET 35 -1,5 AT4G12610 Factor iniciador de la transcripción -0,1 

AT1G26761 Arabinosa/levansacarosa/invertasa -0,5 AT4G13410 Mananasa 15 -0,9 

AT1G31690 Cobre amino oxidasa -0,2 AT4G14090 UDP-glicosiltransferasa 75C1 -0,2 

AT1G32900 Almidón sintasa 1 -0,2 AT4G14760 Proteína NETWORKED 1B -0,1 

AT1G45191 Beta-glucosidasa 1 -0,4 AT4G18440 Adenil succinato liasa -0,5 

AT1G50460 Hexokinasa-3 -0,4 AT4G18700 Proteína Kinasa CIP 12 -0,1 

AT1G51140 Factor de transcripción bHLH122 -0,2 AT4G22570 Adenina fosforribosiltransferasa 3 -0,3 

AT1G54050 HSP clase III 17.4 kDa -0,5 AT4G22880 Leucoanthocyanidin dioxygenase -0,8 

AT1G54060 Factor de transcripción ASIL1 -0,1 AT4G23990 Unión a celulosa sintasa G3 -0,2 

AT3G59400 Comunicación núcleo-cloroplasto -0,3 AT4G24830 Argininosucinato sintasa -0,1 

AT1G62180 Adenilil sulfato reductasa 2 -0,2 AT4G27560 UDP-glicosiltransferasa 79B2 -0,2 

AT1G64200 Subunidad 3 de ATPasa -0,4 AT4G33110 Coclaurina-N-metiltransferasa -0,1 

AT1G64860 Factor Sigma A de ARN-polimerasa -0,2 AT4G34240 Aldehido deshidrogenasa -0,1 

AT1G65280 HSP con dominio DNAj -0,3 AT4G38680 Proteína de choque por frio HSP -0,1 

AT1G68520 Unión a proteínas tipo dedos de zinc -0,2 AT5G03160 Proteína DnaJ P58IPK -0,4 

AT1G68600 Transportador de malato -0,2 AT5G03350 Proteína de unión a lectina -0,7 

AT1G70570 Fosforribosil transferasa -0,2 AT5G07990 Flavonoide 3'-monooxigenasa -0,6 

AT1G72180 Receptor de unión a proteína kinasa -0,2 AT5G09672 Péptido conservador del ORF -0,6 

AT2G03640 Factor de transporte nuclear 2 -0,1 AT5G13680 Proteína del complejo de elongación1 -0,1 

AT2G07741 Subunidad A de ATP sintasa -1,5 AT5G13930 Chalcona sintasa -0,3 

AT2G20340 Tirosina descarboxilasa 1 -0,3 AT5G17050 UDP-glucosiltransferasa 78D2 -0,4 

AT2G23000 Serina carboxipeptidasa 10 -0,3 AT5G17220 Glutatión S-transferasa F12 -0,3 

AT2G23130 Arabinogalactano rico en lisina 17 -0,6 AT5G23020 Metilmalato sintasa cloroplastídica -0,2 

AT2G25530 AFG1-l ATPasa -0,5 AT5G24910 Citocromo P450 714A1 -1,0 

AT2G26400 Metiltiopenteno dioxigenasa 1 -0,8 AT5G40340 Proteína con dominio PWWP -0,7 
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AT2G28550 Fact. Trans. Resp. etileno, RAP2-7 -0,2 AT5G41520 40S proteína ribosonal 10S -0,1 

AT2G29080 Metaloproteasa FTSH 3, mito -0,1 AT5G42800 Dihidroflavonol reductasa -0,5 

AT2G31360 Delta-9 acil-lípido desaturasa 2 -0,1 AT5G44050 Prot. de extrusión antibacteriana MATE -0,9 

AT2G31840 Proteína de unión a ARNi del mesófilo -0,3 AT5G44110 Transportador ABC 21 -0,4 

AT2G39020 Acetil transferasa NATA1 -0,3 AT5G48030 Factor gametofítico 2 -0,1 

AT2G44130 Proteína F-box -2,0 AT5G48180 Proteína específica de nitrilo 5 -0,4 

AT2G47400 Proteína CP12-1 del ciclo de Calvin -0,3 AT5G48880 Ketoacil-CoA tiolasa 5, peroxisomal -0,5 

AT2G47450 Señalizador de 43 kDa -0,3 AT5G50950 Fumarasa 2 cloroplastídica -0,5 

AT3G01345 Glicosil hidrolasa -3 AT5G52570 Beta-caroteno hidrolasa -0,6 

AT3G14810 Canal iónico mecanosensitivo 5 -0,4 AT5G54060 Antocianidina xilosiltransferasa -0,8 

AT3G21670 Proteína NRT1/ PTR -0,4 AT5G54380 Receptor kinasa Theseus 1 -0,4 

AT3G23080 Proteína de unión a membrana -0,2 AT5G61290 FMO 8 -0,5 

AT3G23410 Alcohol oxidasa FAO3 -0,6 AT5G62100 BAG, actividad chaperona 2 -0,6 

AT3G23810 Adenosil homocisteinasa 2 -0,1 AT5G64170 Regulador ritmo circadiano LNK -0,3 

AT3G29590 Aantocianidina maloniltransferasa -0,4 AT5G65070 MAF4 -0,7 

AT3G44570 Retrotransposón ORF-1  -3,8 AT5G65080 MAF5 -2,0 

AT3G45930 Histona H4 -0,1 AT5G65380 Proteína de estrusión bacteriana  -0,2 

AT3G51240 Oxoglutarato dioxigenasa -0,4 AT5G65470 O-fucosiltransferasa -0,2 

AT3G55120 Chalcona flavona isomerasa -0,4 AT5G65720 Cisteína disulfurasa mitocondrial -0,3 

AT3G56210 Super familia de proteínas ARMC -0,2 ATMG0090 Síntesis de citocromo c -0,1 

 

Los genes que presentan una mayor diferencia de expresión relativa positiva son la 

tiorredoxina mitocondrial o1 (gen mutado AT2G35010), seguido de la proteína de la 

subfamilia DREB, factor de transcripción de respuesta a deshidratación 1F 

(AT1G12610) junto a otra proteína de respuesta a deshidratación (AT4G25470), que 

pertenece a la misma subfamilia DREB y actúa como factor de transcripción. 

Por otro lado, los genes que menor expresión relativa presentan los mutantes 

sobre-expresantes con respecto al genotipo silvestre son el 80 % del total de genes 

diferencialmente expresados. El gen con menor expresión relativa es un 

retrotransposon ORF-1 (AT3G44570) seguido del gen codificante de la  proteína F-box 

(AT2G44130) y un gen regulador de la floración 5 (AT5G65080). 

En la Tabla 12, se presentan las anotaciones de los genes expresados 

diferencialmente junto a sus ID identificativos. En primer lugar están representados los 

genes cuya expresión es superior en los mutantes Knock out con respecto al genotipo 

silvestre (expresión positiva, color rojo), seguidos de los genes con una menor 

expresión en los mutantes con respecto al genotipo silvestre (expresión negativa, color 

azul).  
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Tabla 12. Genes expresados diferencialmente entre plantas de genotipos silvestre y  

mutantes KO1 y KO2 (Wt vs KO1+KO2). Genes cuya expresión diferencial tiene una probabilidad 

de significación P ≤ 0,01. Los valores de expresión representan el Log(2) Expresión del 

mutante/Expresión del Wt. La escala de colores representa en rojo valores positivos que indican una 

mayor expresión en el mutante con respecto al genotipo silvestre y en azul valores negativos que 

reflejan una expresión inversa. 

 
Genes sobre-expresados en los mutantes 
 

  ID gen Descripción Exp ID gen Descripción Exp 

AT1G03440 Prot. rica en leucina 0,9 AT3G14810 Canal iónico mecanosensitivo 5 0,8 

AT1G06080 Acil lípido desaturasa 1,5 AT3G19000 Oxoglutarato oxigenasa 1,0 

AT1G09350 Galactitol sintasa 3 2,8 AT3G21250 Transportador ABC 0,7 

AT1G10960 Ferredoxina 0,7 AT3G26330 Citocromo P450 0,8 

AT1G11130 Plasmodemata  0,8 AT3G26960 Extensina 1,1 

AT1G14700 Fosfatasa ácida púrpura 3 1,0 AT3G27060 Ribonucleósido reductasa 0,8 

AT1G18360 Alfa/Beta hidrolasa 0,9 AT3G46370 Proteína kinasa rica en leu. 0,8 

AT1G18590 Sulfotransferasa 17 0,3 AT3G46970 Alfa fosforilasa 0,5 

AT1G19920 ATP sulfurilasa 2 0,7 AT3G54830 Transp aminoac. transmembrana 1,1 

AT1G21910 Fact. Trans. ERF012 1,8 AT3G56940 Protoporfirina ciclasa 0,6 

AT1G26761 Arabinosa/levansacarosa invertasa 0,7 AT3G57040 Regulador ARR9 1,0 

AT1G29395 Resp. Frío 413 0,7 AT3G59060 Fact. Trans. PIF5 0,9 

AT1G30520 Succinil benzoato 0,7 AT3G59400 GUN4 0,9 

AT1G32060 Fosforribulokinasa 0,5 AT3G62390 Emergencia de tricoma 1,0 

AT1G44446 Clorofila a oxigenasa 0,9 AT3G62700 Transportador ABC 14 0,7 

AT1G48540 Prot. respuesta a luz 0,5 AT4G01950 Glicerol aciltransferasa 1,2 

AT1G50280 BTB/POZ  1,3 AT4G12980 Cytochrome b561 0,8 

AT1G55960 Proteína CP5 1,1 AT4G17340 Acuaporina TIP2-2 1,4 

AT1G56600 Galactinol sintasa 2  1,5 AT4G18270 Pentapéptido transferasa 1,4 

AT1G57590 Pectina acetiltransferasa 2 2,3 AT4G23290 Proteína kinasa 21 0,7 

AT1G61795 PAK-box/P21-Rho 1,5 AT4G24960 HVA22 0,5 

AT1G62180 Adenilsulfato reductasa 1,2 AT4G26530 Fructosa bifosfatasa aldolasa 0,7 

AT1G67750 Pectato liasa 5 1,3 AT4G27520 Nodulación temprana 2 0,5 

AT1G72970 Prot. EDA 0,7 AT4G32190 Miosina de cadena pesada 0,7 

AT1G73600 N-Metiltransfersa 3 2,0 AT4G34610 BEL1  6 0,6 

AT1G78020 DUF581 0,7 AT4G35090 Catalasa 2 0,7 

AT1G78600 Tipo dedos de zinc 22 0,7 AT4G37470 Esterasa KAI2 0,6 

AT1G78820 D-mananasa 0,9 AT4G39330 Alcohol deshidrogenasa 9 1,0 

AT2G01760 Regulator de respuesta dual ARR14 0,7 AT4G39770 Trealosa fosfatasa H 1,0 

AT2G01918 PsbQ 3 0,9 AT5G03140 Receptor kinasa VIII.2  1,0 

AT2G15970 Respuesta a frío 413 0,7 AT5G04950 Nicotinamida sintasa 1,7 

AT2G20750 Expansina-B1 2,0 AT5G08030 Glicerol fosfodiester GDPD6 1,6 

AT2G29300 Tropinona reductasa 2,0 AT5G21100 Ascorbato oxidasa 1,0 

AT2G29310 Tropinona reductasa 2 0,7 AT5G25130 Citocromo P450 71B12 1,4 

AT2G30520 Regulador de fototropismo  1,1 AT5G37300 O-aciltransferasa WSD1 2,7 

AT2G31750 UDP-glicosiltransferasa 74D1 1,0 AT5G37790 Proteína kinasa 0,8 

AT2G34600 Proteina TIFY 5B 0,9 AT5G45670 Esterasa/lipasa GDSL 0,8 

AT2G34620 Factor de trans. mitocondrial 1,0 AT5G45820 CBL interacting  kinasa 20 3,1 

AT2G41290 Estrictosidina sintasa 2 1,0 AT5G50950 Fumarasa 0,6 

AT2G45960 Acuoporina PIP1-2 0,6 AT5G52310 Resp. Frío 78 1,0 

AT2G46830 Prot. CCA1 1,4 AT5G53970 Aminotransferasa TAT2 1,1 

AT3G02380 Tipo dedos de zinc 2 1,4 AT5G54190 Protoclorofila reductasa A 2,0 

AT3G05030 Cotransportador de Na/H 0,9 AT5G59130 Subtilasa  1,4 

AT3G05180 GDSL esterasa/lipasa  0,9 AT5G60680 Emb 0,8 

AT3G06880 Transducina WD-40 0,6 AT5G62430 Factor Dof Ciclina 1 CDK 2,4 

AT3G08940 Unión a clorofila CP29.2 0,6 AT5G64170 Regulador ritmo circadiano LNK 1,1 

AT3G14200 Chaperon DNAj 1,3 
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Genes con menor expresión en los mutantes 
 
ID gen Descripción Exp ID gen Descripción Exp 

AT1G05010 Carboxilato oxidasa 4 -0,5 AT3G14990 Prot. DJ-1 -1,1 

AT1G07050 Respuesta a luz, CCT -1,0 AT3G15430 RCC1 -0,5 

AT1G10070 Aminotransferasa 2 -1,4 AT3G23550 MATE LAL5 -1,7 

AT1G16510 Respuesta auxinas SAUR41 -0,9 AT3G25890 Fac. transc resp. etileno ERF119 -0,6 

AT1G23090 Transportador de sulfato 3.3 -0,8 AT3G26670 Transportador de magensio -0,5 

AT1G28050 Tipo dedos de zinc 15 -1,4 AT3G50480 RPW8 -1,1 

AT1G30420 Transportador ABC 11 -0,7 AT3G54620 Cremallera de leucina basica 25 -0,5 

AT1G35580 Invertasa alcalina CINV1 -0,6 AT3G55450 Receptor proteína kinasa -0,5 

AT1G48210 Proteína kinasa Ser/Leu -0,6 AT4G01750 D-Xiloltransferasa -1,3 

AT1G53110 Subunidad bomba de protones  4 -0,6 AT4G18140 Fosfatasa 4b SCP1 -0,5 

AT1G56150 Respuesta a auxina SAUR71 -1,3 AT4G19700 Ubiquitina E3 IO -1,1 

AT1G57650 Proteína de unión a ATP -2,2 AT4G21534 Esfingosina kinasa 2 -0,9 

AT1G68050 Resp. ritmo circadiano ADO3  -0,8 AT4G21540 Esfingósido sintasa 1 -0,4 

AT1G75960 Enzima de grupos acilo 8 -0,5 AT4G23060 Calmodulina IQD22 -1,0 

AT1G78410 Resp. estrés oxidativo VQ 10  -1,7 AT4G26455 WPP 1 -0,6 

AT1G79110 Ubiquitina ligasa 2 -0,9 AT4G35180 Transportador His-Lis 7 -2,0 

AT2G01670 Nudix hidrolasa mitochondrial -0,7 AT4G37640 Transportador de calcio ATPasa 2 -0,5 

AT2G07741 Subunidad A de ATP sintasa -10 AT4G39390 Transportador de galactosa -0,5 

AT2G17130 Isocitrato deshidrogenasa -0,4 AT5G07440 Glutamato deshidrogenasa -1,5 

AT2G19800 Inositol oxigenasa 2 -2,6 AT5G08130 Fact. Trans. BIM1 -0,5 

AT2G22430 Homeobox dedo de zinc ATHB-6 -0,7 AT5G09800 Proteína U-box 28 -1,5 

AT2G23680 Receptor de membrana a frío  -1,0 AT5G13760 Transportador de colina -0,4 

AT2G30870 Glutatión S-transferasa -0,7 AT5G19980 Transportador de manosa GONST4 -0,4 

AT2G34360 Prot. Multiantibacteriana -2,7 AT5G22350 Fisión mitocondrial ELM1 -0,4 

AT2G35010 Tiorredoxina o1 -3,5 AT5G27760 Respuesta a hipoxia -0,4 

AT2G37550 GTPasa activadora de AGD7 -0,4 AT5G42900 Respuesta a frío -2,2 

AT2G40340 Respuesta a desidratación 2C -1,3 AT5G48250 Proteína tipo dedos de zinc -0,8 

AT3G01345 O-Glicosil hidrolasa  -7,1 AT5G54960 Piruvato descarboxilasa -0,4 

AT3G03610 ELMO/CED-12 -0,4 AT5G57630 CBL-proteína kinasa 21 -0,6 

AT3G07650 Tipo dedo de zinc 9 -1,4 AT5G58380 CBL proteína kinasa 10 -0,3 

AT3G09010 Protein kinasa -0,7 AT5G59570 Fac. trans. BOA -1,6 

AT3G11010 Receptor 34 -1,0 AT5G61380 Regulador APRR1 -0,7 

AT3G11840 Ubiquitina ligasa E3 -0,9 AT5G61520 Transportador de azúcar 3 -0,7 

AT3G12830 Resp. Auxinas  SAUR72 -1,2 AT5G66640 DA-1, 3 -1,3 

 

Los genes que presentan una mayor expresión relativa en los mutantes son: CBL 

activador de proteína Kinasa 20 (AT5G45820), un gen involucrado en la unión al ATP 

para activar a proteínas kinasas de respuesta a estrés salino, deshidratación y ácido 

abscísico; las enzimas galactitol sintasa (AT1G09350) y O-aciltransferasa WSD1 

(AT5G37300) que están involucradas en la síntesis de galactitol y la transferencia de 

grupos acil-CoA a triglicéridos, respectivamente. Por último, el factor de transcripción 

ciclina tipo Dof 1 (AT5G62430) involucrado en la respuesta a la floración. 

Por otro lado, el gen que presenta menor expresión relativa en los mutantes con 

respecto al genotipo silvestre es la subunidad A de la ATP sintasa (AT2G07741), 

seguido de la enzima O-Glicosil hidrolasa, enzima implicada en la hidrólisis de los 
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enlaces N-glicosídicos de los azúcares unidos al nitrógeno, así como el gen mutado de 

tiorredoxina mitocondrial o1 (AT2G35010). 

 El análisis de los genes expresados diferencialmente entre plantas de genotipo 

silvestre y mutantes KO1+KO2 y entre silvestres y sobre-expresantes reveló la 

existencia de 13 genes comunes, independientemente de los niveles de expresión 

relativa (Tabla 13).  

Tabla 13. Genes comunes expresados diferencialmente entre plantas de genotipo silvestre,  

mutantes knock out y sobre-expresantes (Wt vs KO1+KO2 y Wt vs Ove). Se representan los 

12 genes coincidentes en los análisis de expresión diferencial con una probabilidad de 

significación P ≤ 0,01. Los valores de expresión representan el Log(2) (Expresión del 

mutante/Expresión del Wt). La escala de colores representa en rojo valores positivos que indican 

una mayor expresión en el mutante con respecto al genotipo silvestre y en azul valores negativos 

que reflejan una expresión inversa. 

ID gen Nombre Descripción KO´s Ove 

AT2G35010 Thiorredoxina o1 Homeostasis redox y respuesta a estrés oxidativo -3,50 6,70 

AT1G09350 Galactitol sintasa Síntesis de carbohidratos, resp. a estrés oxidativo y frío 2,80 1,70 

AT1G78020 DUF581 Proteína de función desconocida 0,70 0,90 

AT4G27520 ATENODL2 Proteína de nodulación temprana 2 0,50 0,09 

AT5G37300 WSD1 Enzima bifuncional glicerol éster y diacilglicerol sintasa 2,70 2,70 

AT2G07741 ATPasa F0 Subunidad a F0 del complejo ATPasa -10,00 -1,50 

AT3G01345 Glicosil hidrolasa Metabolismo de carbohidratos O-glicosílicos -7,10 -3,00 

AT3G14810 - Canal sensitivo de baja conductancia transmembrana 0,80 -0,40 

AT3G59400 GUN4 Comunicación núcleo-cloroplasto, síntesis de clorofilas 0,90 -0,30 

AT1G62180 PAPS Proceso de síntesis de cisteína y asimilación de azufre 1,20 -0,20 

AT1G26761 Glicosil hidrolasa Invertasa de arabinosa a levansacarosa 0,70 -0,50 

AT5G50950 Fumarasa 2 Enzima hidroliasa que convierte el fumarato en S-malato  0,60 -0,50 

AT5G64170 LNK1 Proteína reguladora del ritmo circadiano 1,10 -0,30 

 

Uno de los genes diferencialmente expresados corresponde a la enzima galactitol 

sintasa, que cataliza la síntesis de galactinol en presencia de galactosa, en ambos 

mutantes Knock out así como en el sobre-expresante con una mayor expresión relativa 

comparada con el genotipo silvestre. Algo similar sucede con el gen AT5G37300 que 

codifica la enzima bifuncional WSD1 (Glicerol éster sintasa y diacilglicerol 

aciltransferasa), que presenta mayor expresión relativa en todos los genotipos 

mutantes con respecto al genotipo silvestre. Otro gen cuya expresión es superior en 

todos los genotipos mutantes es el gen ATENODL2 (AT4G27520), gen perteneciente a 



RESULTADOSM 
 

154 
 

la familia de las proteínas de nodulación temprana y el gen AT1G78020 que codifica 

para una proteína nuclear con un dominio DUF581 de unión al ADN.  

Por otro lado los genes con menor expresión en los genotipos mutantes con 

respecto al silvestre son AT3G01345 que codifica la enzima O-glicosil hidrolasasa y el 

gen codificante de la subunidad A del complejo F0 de la bomba de protones ATPasa.  

El único gen con una menor expresión en los mutantes Knock out y mayor expresión 

en los mutantes sobre-expresantes con respecto al genotipo silvestre, es el gen 

mutado de tiorredoxina mitocondrial AT2G35010. Este gen tal y como se esperaba, 

presenta una expresión truncada casi nula en ambos mutantes Knock out y una alta 

expresión constitutiva en los mutantes sobre-expresantes.  

Los genes con una expresión opuesta entre mutantes, siendo mayor su expresión 

en los KO y menor en los Ove con respecto al genotipo silvestre, son el gen 

AT3G59400, GUN4 (Genomes uncoupled 4) que codifica para una molécula de 

señalización cloroplastídica y el gen AT5G50950 codificante de la enzima fumarasa, la 

cual participa en una etapa del ciclo de los ácidos tricarboxílicos catalizando la reacción 

reversible de hidratación/deshidratación del fumarato a S-malato. Otros genes con 

este comportamiento son AT5G64170, cuyo producto es la proteína nuclear LINK1 que 

actúa como factor de transcripción dependiente de la luz ajustando el ritmo circadiano 

de la planta, el gen AT1G26761 cuyo producto es la enzima O-glicosil hidrolasa, el gen 

AT3G14810, que codifica un canal transmembrana mecano-sensitivo de baja 

conductancia cuya función es desconocida y el gen AT1G62180, que codifica la enzima 

cloroplastídica fosfoadenosina fosfosulfato, involucrada en los procesos de biosíntesis 

de cisteínas, asimilación de sulfatos y homeostasis redox.  

2.9.3. Ontología de genes diferencialmente expresados implicados en 

procesos metabólicos, biológicos y estructurales 

El estudio de los genes de forma individual impide una visión holística del sistema; 

sin embargo, el estudio del conjunto de genes a través de sus ontologías permite 

relacionarlos y agruparlos en cuanto a una serie de características. La ontología 

atribuye a cada gen o producto génico una serie de atributos consensuados para cada 
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organismo, a través del consorcio internacional GO (Gene Ontology International 

Consorcium). Por tanto un único gen puede estar implicado en varios procesos 

biológicos y/o formar parte de varios componentes celulares y ejercer diversas 

funciones moleculares implicadas en distintas rutas metabólicas.  

 

 Wt vs Ove 

Las funciones moleculares alteradas correspondientes a los genes expresados 

diferencialmente entre plantas de genotipo silvestre y mutantes sobre-expresantes y 

cuyos términos ontológicos son significativos, son principalmente funciones con 

actividad catalítica relacionadas con la actividad oxidorreductasa dependiente de 

electrones procedentes de la molécula de oxígeno y actividad transferasa de grupos 

acilo, aminoacilo y glicosilo según se representa en la Figura 54. 

 

Figura 54. Ontología de genes expresados diferencialmente clasificados según su función 

molecular entre el genotipo silvestre y sobre-expresante. Las cajas coloreadas representan las 

ontologías significativamente coincidentes entre el total de genes diferencialmente expresados, e 

indica el termino GO y el nivel de significación entre paréntesis y con una escala colorimétrica. Las 

flechas negras indican la coincidencia de ontologías entre genes comunes. 
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Por otra parte los componentes estructurales alterados en la célula aportan una 

visión general sobre el conjunto de genes alterados entre el genotipo silvestre y sobre-

expresante. El retículo endoplasmático, las membranas cloroplastídicas y la vacuola 

son las partes más afectadas en la maquinaria celular (Figura 55), ejerciéndose desde 

el citoplasma una regulación negativa sobre las funciones del retículo endoplasmático.  

 

Figura 55. Ontología de genes entre el genotipo silvestre y sobre-expresante relacionados 

con los componentes estructurales de la célula. Las cajas coloreadas representan las ontologías 

significativamente coincidentes entre el total de genes diferencialmente expresados, e indica el 

termino GO y el nivel de significación entre paréntesis y con una escala colorimétrica. Las flechas 

negras indican la coincidencia de ontologías entre genes comunes, las punteadas indican 

coincidencia de una ontología para diferentes genes, mientras que las rayadas indican dos. Las 

flechas amarillas reflejan una regulación negativa. 

 

Las principales rutas metabólica afectadas en el mutante sobre-expresante con 

respecto al genotipo silvestre en condiciones de estrés salino son la síntesis de novo de 

purinas y pirimidinas, los genes codificantes para las enzimas ribonucleótido reductasa 
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y adenil succinato liasa, que participan en las etapas previas de la ruta de síntesis 

regulando la producción de nucleótidos. Otras rutas alteradas son los factores de 

señalización del crecimiento y las rutas de regulación de la transcripción a través de los 

genes codificantes para el factor de elongación celular y el factor de iniciación de la 

transcripción. La síntesis de ATP es otra ruta afectada en el genotipo sobre-expresante, 

afectando al gen de una subunidad del complejo ATP sintasa. La triptamina es un 

alcaloide intermediario en la síntesis de auxinas, y en el mutante sobre-expresante 

están alteradas tanto las rutas de síntesis como de degradación de este compuesto. La 

ruta de los ácidos tricarboxílicos presenta una alteración en el gen codificante para la 

enzima fumara (Tabla 14).  

Tabla 14. Ontología de genes expresados diferencialmente entre el genotipo silvestre Wt y 

Sobre-expresante (Ove) e implicados en rutas metabólicas. Genes cuya expresión diferencial 

tiene una probabilidad de significación P ≤ 0,01. 

Ruta metabólica alterada gen ID 

Biosíntesis de triptamina Tirosina descarboxilasa AT2G20340 

Degradación de triptamina Aldehido deshidrogensasa AT4G34240 

Síntesis de ATP ATP sintasa AT2G07741 

Ruta de hipoxantina Adenina fosforribosil transferasa AT4G22570 

Biosíntesis de arginina Arginiasuccinato sintasa AT4G24830 

Biosínteis de asparagina y aspartato Asparagina sintasa AT5G65010 

Biosíntesis de cisteína Cisteína sintasa mitocondrial AT3G59760 

Biosíntesis de novo de nucleótidos Adenil succinato liasa AT4G18440 

Ribonucleótido reductasa AT3G23580 

Regulación de la transcripción Factor iniciador de la transcripción AT4G12610 

Factores señalizadores de crecimiento Factor de elongación celular AT5G13680 

Ciclo TCA Fumarasa AT5G50950 

 

En cuanto a los genes alterados en el mutante sobre-expresante cuyas ontologías 

están relacionadas con funciones oxidoreductoras, las funciones oxigenasa y reductasa 

son las más afectadas con un 36 % de genes coincidentes cada una, seguidas de las 

funciones deshidrogenasa con un 21 % y oxidasa con un 5%. Los genes alterados con 

funciones reductoras son glutatión S-transferasa 10, nitrato reductasa, quinona 

oxidoreductasa, ribonucleoótido reductasa y metionina sulfóxido reductasa. La única 

función oxidante alterada corresponde al gen de lacasa 1 (Figura 56). 
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Figura 56. Ontología de genes expresados diferencialmente entre el genotipo silvestre Wt y 

Sobre-expresante (Ove) relacionados con funciones oxidoreductoras. Genes cuya expresión 

diferencial tiene una probabilidad de significación P ≤ 0,01. 

 

Los genes relacionados con la respuesta estrés, expresados diferencialmente entre 

los mutantes sobre-expresantes y el genotipo silvestre se han dividido en 

subcategorías según su función (Figura 57). Así, los genes cuya función es controlar el 

estado redox de la célula son únicamente dos, el gen mutado de tiorredoxina 

mitocondrial, cuya expresión es superior debido a su sobre-expresión y el gen de 

glutatión S-transferasa cuya expresión es inferior en el mutante sobre-expresante.  

Los factores de transcripción más alterados son los de respuesta a etileno ERF, 

seguido de un factor transcripcional tipo MYB regulador de proteínas de choque 

térmico. Los genes relacionados con la respuesta a hormonas presentan una 

regulación negativa en cuanto a respuesta a auxinas mientras que la expresión es más 

alta en genes de respuesta a ABA y a etileno.  En relación a los genes de proteínas de 

choque térmico el mutante presenta una regulación negativa para cinco de los seis que 

aparecen regulados diferencialmente. 
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Figura 57. Ontología de genes diferencialmente expresados entre el genotipo Wt y el 

mutante sobre-expresante relacionada con la respuesta a estrés. En rojo se muestran valores 

positivos que indican una mayor expresión en el mutante con respecto al genotipo silvestre y en 

azul valores negativos que reflejan una expresión inversa. 

 

 Wt vs KO-1 + KO-2 

 

Todas las ontologías de los genes expresados diferencialmente se han agrupado en 

funciones moleculares y las significativas con una P ≤ 0,05 se representan en la figura 

58. Las funciones moleculares modificadas significativamente en ambos genotipos 
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Knock out con respecto al genotipo silvestre son la actividad catalítica, el transporte 

activo transmembrana y la unión de moléculas y factores a tetrapirroles. 

 

 

Figura 58. Ontología de genes diferencialmente expresados entre el genotipo silvestre y 

mutantes KO relacionados con los funciones moleculares. Las cajas coloreadas representan las 

ontologías significativamente coincidentes entre el total de genes diferencialmente expresados, e 

indica el término GO y el nivel de significación entre paréntesis y con una escala colorimétrica. Las 

flechas negras punteadas indican la coincidencia de una ontología para diferentes genes. 

 

Cuando se compara la diferencia transcriptómica de plantas silvestres con las de 

ambos KO AtTrxo1, tal y como se muestra en la Tabla 15, se constata que las rutas 

metabólicas afectadas coinciden en gran medida con las afectadas en el mutante 

sobre-expresante. Así, la ruta afectada de síntesis de ATP,  es a través del gen de la 

subunidad del complejo ATP sintasa, indicando una posible regulación mediada por 

Trxo1. La ruta de síntesis de novo de purinas y pirimidinas coincide con el gen 

ribonucleótido reductasa, viéndose afectado también el gen codificante del Factor ADP 

activador de GTPasa. Otra ruta alterada con un gen coincidente es el de fumarasa 

mitocondrial. También la ruta de biosíntesis de cisteína está alterada a través del gen 

de cisteína sintasa. Otras rutas alteradas y directamente relacionadas con el 

metabolismo de la enzima fumarasa es la síntesis de glutamina a glutamato a través 
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del gen glutamato deshidrogenasa y el metabolismo de la galactosa mediado por el 

gen codificante de la enzima fructosa bifosfato aldolasa. 

Tabla 15. Ontología de genes expresados diferencialmente implicados en rutas metabólicas 

entre el genotipo Wt y los mutantes KO1+KO2. Genes cuya expresión diferencial tiene una 

probabilidad de significación P ≤ 0,01. 

Ruta metabólica alterada Gen ID 

Síntesis de ATP ATP sintasa AT2G07741 

Biosíntesis de novo de nucleotidos 
Ribonucleótido reductasa C AT3G27060 

Factor ADP activador de GTPasa AT2G37550 

Metabolismo de fructosa galactosa Fructosa bifosfato aldolasa AT4G26530 

Conversión glutamina a glutamato Glutamato deshidrogenasa AT5G07440 

Asimilación de sulfatos ATP sulfurilasa AT1G19920 

Ciclo TCA Fumarasa AT5G50950 

Biosíntesis de tirosina Cisteína liasa AT5G53970 

 

Los genes diferencialmente expresados en ambos mutantes Knock out con respecto 

al genotipo silvestre y cuyas ontologías están relacionadas con funciones 

oxidoreductoras se presentan en la figura 59, siendo los más abundantes los genes 

cuyas ontologías hacen alusión a funciones deshidrogenasa con un 44% respecto del 

total, seguido de genes con función reductasa 32%, oxigenasa 14%,  peroxidasa con un 

5% y oxidasa con un 5% de genes respecto del total. La actividad reductasa está 

alterada a través de los genes de protoclorofila reductasa a, ribonucleótido reductasa, 

tropinona reductasa, ferredoxina 1, alcohol deshidrogenasa, glutatión S-transferasa 10 

y evidentemente tiorredoxina o1. La función oxidasa está afectada por medio del gen 

codificante de ascorbato oxidasa mientras que la función peroxidática está modificada 

debido al gen de catalasa 2. Los genes con función oxigenasa alterados son: inositol 

oxigenasa, clorofila a oxigenasa y citocromo P450. Por otro lado los genes relacionados 

con funciones deshidrogenasas son: acil  activador de enzima 8, piruvato reductasa A, 

piruvato descarboxilasa 2, isocitrato deshidrogenasa, succinil benzoato CoA, tropinona 

reductasa, proteína HOTHEAT, glutamado deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa y 

dos genes de protoclorofila reductasa a.  
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Figura 59. Ontología de genes diferencialmente expresados implicados en funciones 

oxidoreductoras, entre el genotipo Wt y los mutantes KO1+KO2. Genes cuya expresión 

diferencial tiene una probabilidad de significación P ≤ 0,01. 

 

En cuanto a los genes relacionados con respuesta a hormonas, los más 

abundantes expresados diferencialmente con una regulación negativa son los genes de 

respuesta a auxinas, seguido de un gen de respuesta a etileno y otro a 

Brasinoesteroides, mientras que un gen de respuesta a ABA presenta mayor expresión 

en ambos mutantes (Figura 60). De los cuatro genes relacionados con la síntesis de la 

pared celular, tres presentan una regulación positiva mientras que otro presenta una 

menor expresión. Los factores de transcripción con menor expresión son de tipo ERF 

relacionados con la respuesta a etileno y un bZIP 25 de función desconocida. Los 

factores de transcripción con una regulación positiva son de tipo DOF, CDF1 que es un 

factor de transcripción regulador del ritmo circadiano e inductor de la floración. Por 

otro lado tres de las cuatro proteínas de choque térmico presentan una regulación 

positiva y pertenecen a la familia Chaperon DNAj.   
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Figura 60. Ontología de genes expresados diferencialmente entre el genotipo Wt y KO1+KO2 

relacionada con la respuesta a estrés. En rojo se muestran valores positivos que indican una 

mayor expresión en los mutantes con respecto al genotipo silvestre y en azul valores negativos que 

reflejan una expresión inversa. 

 

3. Estudio de la glutationalización de las peroxirredoxinas 2 Cys-Prx y PrxIIF  

 

Junto a tiorredoxinas, las peroxirredoxinas (Prxs) están implicadas directamente en 

la defensa antioxidante como eliminadoras de hidroperóxidos y así, el conocimiento de 

la regulación de su estructura y función es importante a la hora de definir su función 

en situaciones de estrés. Por otro lado, las modificaciones post-traduccionales están 

surgiendo como procesos clave de transducción de la bioactividad de especies 

reactivas del oxígeno y nitrógeno, afectando a estructura y actividad de ciertas 
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proteínas. Entre ellas, la glutationalización ha sido objeto de estudio en esta Tesis 

Doctoral, y concretamente se ha analizado el efecto de esta modificación proteica 

sobre dos peroxirredoxinas, la 2-Cys Prx cloroplastídica y la PrxIIF mitocondrial de 

guisante, esta última diana de Trxo1. Este estudio se ha realizado utilizando distintos 

agentes fisiológicos glutationalizantes como GSH, GSSG y GSNO.  

3.1. Efecto de la glutationalización sobre el estado oligomérico de 2-Cys Prx 

La proteína 2-Cys Prx recombinante fue sometida a filtración molecular por FPLC en 

una columna de Superdex-200 HR 10/30 que previamente fue calibrada con proteínas 

de peso molecular conocido (Figura 61).  

 

Figura 61. Curva de calibración de la columna Superdex-200 HR 10/30. Distintas proteínas de 

tamaños conocidos  se utilizaron como patrones para la calibración de la columna. 

 

Tras el paso por esta columna, la proteína 2-Cys Prx aparecía como dímero tal y 

como se muestra en la Figura 62A, pero cuando previamente se trataba con DTT como 

agente reductor, la proteína cambiaba a su forma oligomérica decámero. El 

tratamiento de la proteína reducida con GSSG producía dos modificaciones tras la 

filtración (Figura 62A): el decámero eluía antes y por otra parte se disociaba a dímero. 

El patrón de oligomerización fue analizado también por electroforesis en geles de 

poliacrilamida nativa y posterior tinción con Coomasie. Para ello, la 2-Cys Prx pre-

reducida con DTT se trató con GSSG y la proteína sin reducir se usó como control 

(Figura 62B). El tratamiento con 1 y 5 mM GSSG se llevó a cabo a 37ºC durante 5 
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minutos para comprobar si los cambios en el patrón de oligomerización también 

ocurrían en esas condiciones.  

 

Figura 62. Perfil de elución tras cromatografía de exclusión por tamaño a través de una 

columna Superdex-200 HR 10/30 y patrón de oligomerización tras PAGE. Perfil de la proteína 

2-Cys Prx nativa (sin tratar) recombinante de guisante 2-Cys Prx y tras su tratamiento con 10 mM 

DTT (+DTT) y 10 mM DTT + 5 mM GSSG (+DTT+GSSG) (A). Patrón de oligomerización analizado tras 

PAGE nativa y tinción con Coomasie de la proteína previamente reducida y tratada con GSSG o DTT 

(B). La proteína sin tratar (-DTT-GSSG) se usó como control. Los asteriscos indican las muestras que 

fueron posteriormente analizadas por MALDITOF/TOF. 

 

El tratamiento con GSNO de la proteína previamente reducida mostró también un 

avance en su perfil de elución y su concentración disminuía según aumentaba la de la 

forma dimérica (Figura 63), siendo el cambio dependiente del tiempo de incubación.   

 

Figura 63. Perfil de elución tras cromatografía de exclusión por tamaño a través de una 

columna Superdex-200 HR 10/30 de la proteína 2-Cys Prx pre-reducida (SH) y tras su 

tratamiento con 5 mM GSNO a diferentes tiempos de incubación. Los asteriscos indican las 

muestras que fueron posteriormente analizadas por MALDITOF/TOF.  
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El análisis por espectrometría de masas de las formas tanto dimérica como 

decamérica eluídas de la filtración por FPLC de la proteína tratada con GSSG y GSNO 

identificó como glutationalizada a la Cys174 resolutiva pero no de la Cys52 peroxidática 

(Figura 64 y Tabla 16) en ambas formas oligoméricas.  

 

Figura 64. Análisis por espectrometría de masas MALDI-TOF/TOF de la proteína 2-Cys Prx 

reducida con DTT y tratada con 5 mM GSNO y 5 mM GSSG. La forma decamérica (Dec) y 

dimérica (Dim) se eluyeron tras la exclusión cromatográfica a través de una columna de Superdex-

200 HR 10/30, y se identificó la Cys a la que se incorpora un grupo SG. La espectrometría de masas 

de la proteína tratada con DTT (2CPSH) se presenta como control. Las muestras analizadas se 

señalaron como asteriscos en las figuras 62 y 63.  

 

Tabla 16. Glutationalización de la proteína 2-Cys Prx recombinante analizada por 

espectrometría de masas MALDI-TOF/TOF. La proteína pre-reducida con DTT (2CPSH) se trató 

con 5 mM GSSG (2CPGSSG) o GSNO (2CPGSNO) durante 30 min (ver Figura 63). La incorporación de 

un grupo SG en la Cys52 o Cys174 en las formas diméricas o decaméricas de la proteína eluída de la 

columna Superdex-200 HR 10/30 se señala en la tabla. 

PROTEÍNA MUESTRA CISTEÍNA MODIFICACIÓN 

2-Cys-Prx 

2CPSH 
Cys

52
 NO 

Cys
174

 NO 

2CPGSSG Decámero 
Cys

52
 NO 

Cys
174

 SÍ 3105.40 (Cys-SG) 

2CPGSSG Dímero 
Cys

52
 NO 

Cys
174

 SÍ 3105.43 (Cys-SG) 

2CPGSNO Decámero 
Cys

52
 NO 

Cys
174

 SÍ 3105.46 (Cys-SG) 

2CPGSNO Dímero 
Cys

52
 NO 

Cys
174

 SÍ 3105.39 (Cys-SG) 

(C174-SG)

(C174-SG)

(C174-SG)

(C174-SG)
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Para averiguar si una forma nitrosilada de la 2-Cys Prx es susceptible de 

glutationalización con GSH, la proteína reducida fue tratada primeramente con el 

agente nitrosilante nitroprusiato sódico (SNP). Pudimos comprobar que el decámero 

reducido retrasaba su volumen de elución tal y como muestra la Figura 65, de forma 

distinta a lo que sucedía con la glutationalización que adelantaba la elución. El 

tratamiento posterior con GSH mostró un resultado similar al obtenido por la 

modificación directa con GSSG. 

 

Figura 65. Perfil de elución tras cromatografía de exclusión por tamaño a través de una 

columna Superdex-200 HR 10/30 de la proteína 2-Cys Prx pre-reducida (SH) y tras su 

tratamiento con diferentes agentes nitrosilantes y glutationilantes. Los tratamientos fueron 

750 µM SNP, 750 µM SNP+5 mM GSH y 5 mM GSNO.  

 

3.2. Efecto de la glutationalización sobre el estado oligomérico de PrxIIF 

La reducción de la proteína mitocondrial PrxIIF con DTT provocó un cambio de su 

forma hexamérica a dimérica. Además, la glutationalización de la forma dimérica tanto 

con GSSG como con GSNO produjo un ligero avance en su volumen de elución (Figura 

66).  
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Figura 66. Perfil de elución tras cromatografía de exclusión por tamaño a través de una 

columna Superdex-200 HR 10/30 y patrón de oligomerización tras PAGE. Perfil de la proteína 

PrxIIF nativa (sin tratar) recombinante de guisante y tras su tratamiento con 10 mM DTT (+DTT) y 

10 mM DTT + 5 mM GSSG (+DTT+GSSG) or 5mM GSNO (+DTT+GSNO). Los asteriscos indican las 

muestras que fueron posteriormente analizadas por MALDITOF/TOF. 

 

En este caso, el análisis por espectrometría de masas reveló la glutationalización de 

las dos cisteínas, la resolutiva y la peroxidática (Cys59, Cys84) (Figura 67 y Tabla 17). 

 

 

Figura 67. Análisis por espectrometría de masas MALDI-TOF/TOF de la proteína PrxIIF 

reducida con DTT y tratada con 5 mM GSNO y 5 mM GSSG. La forma dimérica se eluyó tras la 

exclusión cromatográfica a través de una columna de Superdex-200 HR 10/30, y se identificaron las 

Cys a las que se incorporaba un grupo SG. La espectrometría de masas de la proteína tratada con 

10 mM DTT (IIFSH) se presenta como control. Las muestras analizadas se señalaron como asteriscos 

en la figura 66.  

 

 

(C59-SG)

(C59-SG)

(C59-SG)

(C59-SG)

(C84-SG)
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Tabla 17. Glutationalización de la proteína PrxIIF recombinante analizada por 

espectrometría de masas MALDI-TOF/TOF. La proteína pre-reducida con DTT (IIFSH) se trató con 

5 mM GSSG (IIFGSSG) o GSNO (IIFGSNO) durante 30 min (ver Figura 67). La incorporación de un 

grupo SG en la Cys59 o Cys84 en las forma dimérica de la proteína eluída de la columna Superdex-200 

HR 10/30 se señala en la tabla. 

 

PROTEÍNA MUESTRA CISTEÍNA MODIFICACIÓN 

PrxIIF 

IIFSH 
Cys

59
 NO 

Cys
84

 NO 

IIFGSSG 
Cys

59
 SÍ 2002.94 (Cys-SG) 2131.06 (Cys-SG) 

Cys
84

 SÍ 2669.20 (Cys-SG) 2868.33 (Cys-SG) 

IIFGSNO 
Cys

59
 SÍ 2002.96 (Cys-SG ) 2131.04 (Cys-SG) 

Cys
84

 SÍ  2669.20 (Cys-SG) 2868.33 (Cys-SG) 

 

 

3.3. Efecto de diferentes tratamientos de GSH/GSSG  sobre la glutationalización 

A fin de averiguar si la glutationilacón de 2-Cys Prx y PrxIIF era dependiente de la 

relación GSH/GSSG, las proteínas recombinantes  (15 µg) previamente reducidas con 

DTT, se trataron combinaciones de GSH+GSSG cercanas a concentraciones celulares in 

vivo (4,987+0,0125; 4,95+0,05; 4,75+0,25 y 4.5+0,5 mM). Una muestra de las proteínas 

tratadas con 10 mM DTT se usó como control negativo del experimento de 

glutationalización. Tal y como muestra la Figura 68A, la concentración incrementada 

de GSSG provocó una glutationalización creciente en ambas formas oligomérica y 

dimérica de la 2-Cys Prx. Sin embargo lo contrario se observó para PrxIIF cuya 

glutationalización disminuía con el descenso de GSH, aunque en general, una señal 

más alta de glutationalización se presentaba en esta proteína comparada con la de 2-

Cys Prx. En la figura se presenta un gel representativo para cada proteína y los 

números sobre las bandas son resultado del análisis densitométrico correspondiente a 

4 experimentos independientes. La tinción Pounceau de la membrana se usó para 

corregir la carga en el gel (Figura 68B). 
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Figura 68. Glutationalización de las proteínas recombinantes 2-Cys Prx y PrxIIF de guisante 

tratadas con distintas relaciones de GSH/GSSG. Las proteínas reducidas con DTT se incubaron 

con distintas concentraciones durante 5 min a 37ºC y el exceso de los agentes glutationalizantes se 

eliminó por filtración. Una muestra tratada con DTT se usó como control negativo. Las muestras (15 

µg) se analizaron inmediatamente por western blot usando un anticuerpo específico monoclonal de 

glutatión. La tinción de Pounceau (B) se usó para corregir la carga. Dec: decámero, Dim: dímero. 

3.4. Efecto de la glutationalización sobre la actividad peroxidasa 

Una vez comprobada la glutationalización de las dos peroxirredoxinas 2-Cys Prx y 

PrxIIF, nos propusimos analizar si la misma ejercía algún efecto sobre la actividad 

peroxidasa propia de ambas enzimas. La actividad se midió en las proteínas 

previamente reducidas con DTT (control) y tras el tratamiento de las mismas con GSSG 

tal y como hemos descrito anteriormente. Una vez glutationalizadas, se observó que 

esta modificación provocaba una reducción de esta actividad peroxidasa, representada 

como el H2O2 consumido en la reacción por las proteínas tratadas (Figura 69). La 

reducción en la actividad resultó ser similar en ambas proteínas, aproximadamente de 

un 17%. También se realizaron ensayos con resultados similares empleando 4 mM GSH 

y 1 mM GSSG.  
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Figura 69. Actividad peroxidasa de las proteínas recombinantes de guisante PrxIIF y 2-Cys Prx 

previamente reducidas con DTT y glutationalizadas con 5 mM GSSG. La reacción transcurrió 

tras la incubación de las proteínas glutationalizadas con H2O2 durante 10 min a 37ºC, usando ácido 

tricloroacético para detener la reacción, tal y como se describió en el apartado de material y 

métodos. El H2O2 fue entonces cuantificado con el método eFOX. 
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DISCUSIÓN 

1. Interacción funcional de PsPCNA con PsTrxo1 

En esta Tesis, las distintas técnicas utilizadas como cromatografía de afinidad, 

interacción proteína-proteína in vitro y bifluorescencia indican que PsTrxo1 

interacciona con PCNA en el núcleo de la célula vegetal. Además la sobre-expresión de 

PsTrxo1 en células de tabaco BY-2 se correlaciona positivamente con cambios en la 

dinámica de crecimiento del cultivo y con el nivel y localización subcelular de GSH, tal y 

como se detalla a continuación. Trabajos previos de nuestro grupo habían mostrado 

que Trxo1 de hojas de guisante se localiza constitutivamente tanto en la mitocondria 

como en el núcleo (Martí y col., 2009). La acumulación de isoformas citosólica de Trx h 

inducida por estrés en el núcleo ha sido documentada por diferentes grupos en 

distintas especies vegetales (Serrato y col., 2001; Delorme-Hinoux y col., 2016) (Tabla 

18). Así mismo, se ha descrito que las dianas nucleares de esta Trx h de localización 

citoplasmática y nuclear, incluyen a proteínas con funciones antioxidantes como la 1-

Cys Prx así como aquellas que actúan en la represión génica durante la actividad 

meristemática, en desarrollo o en puntos de control del ciclo celular e integridad de 

ADN, tales como ciclofilina, Ran GTPasa o las proteínas nucleares (Strzalka y col., 2009). 

Por otro lado, PCNA se ha descrito también como una de las proteínas candidata a ser 

diana de Trx h en Medicago y en embriones germinados de semillas de cebada 

(Alkhalfioui y col., 2007; Hägglund y col., 2008), aunque no se ha demostrado la 

interacción entre ambas. 
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Tabla 18. Dianas potenciales de tiorredoxina (TRX) y glutarredoxina (GRX) en el núcleo. Extraída de 

Delorme-Hinoux y col. (2016). 

 

1.1. Interacción PCNA-Trxo1  

La identificación de PCNA como una probable diana de PsTrxo1 tras secuenciación 

de las proteínas nucleares de orgánulos purificados de hojas de guisante, y utilizando 

una aproximación de proteómica de afinidad, fue llevada a cabo en el trabajo de una 

Tesis Doctoral anterior realizada en nuestro grupo de investigación (Ortíz-Espín, 2015, 

Tesis doctoral), si bien este resultado necesitaba una corroboración. Existen evidencias 

que apoyan la función conservada y la homología de secuencias de las proteínas PCNA 

de organismos eucarióticos (Strzalka y col., 2011) y así, tal y como se esperaba, el 

anticuerpo comercial de PCNA de humanos utilizado en nuestros ensayos in vitro de 

dot blot, fue capaz de reconocer la proteína recombinante PCNA de guisante. De esta 

forma, este ensayo nos permitió corroborar que en las muestras que contenían 

proteínas recombinantes PsTrxo1 y PsPCNA, la interacción entre ambas proteínas era 

positiva. Estudios realizados en PCNA de levaduras y animales han identificado cerca 
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de 50 proteínas que posiblemente interaccionan con PCNA, mientras que en plantas el 

número es muy limitado (Vivona y col., 2003), si bien en ninguno de estos estudios se 

demuestra que ninguna Trx interaccione con PCNA. Se conoce que las interacciones 

proteína-proteína biológicamente significativas se caracterizan por implicar a residuos 

específicos de las proteínas en zonas de contacto de ambas. En eucariotas, PCNA 

forma un homo trímero en forma de anillo con una pseudo simetría de 6 plegamientos 

que rodeará a la hélice de ADN (Gulbis y col., 1996; Strzalka y col., 2009). El  motivo de 

unión a PCNA mejor caracterizado en las proteína que interaccionan es la llamada caja 

PIP (Vivona y col., 2003), que presenta una secuencia motivo consenso Q-xx-(h)-x-x-(a)-

(a), donde los residuos h tiene una hidrofobicidad moderada (como  M, L, I), los 

residuos a son cadenas aromáticas con una alta hidrofobicidad (como F, Y) y los x 

cualquier aminoácido (Maga y col., 2003). El análisis de la secuencia aminoacídica de 

PsTrxo1 muestra que presenta un dominio similar a esta secuencia PIP: QDDSLHAIFY 

(Martí y col., 2009) que sugiere la existencia de un posible motivo de unión a PCNA. 

La interacción de PsTrxo1 y PCNA ha sido corroborada usando además otras  

aproximaciones. El ensayo de bifluorescencia facilita la visualización de la interacción 

de proteínas a nivel subcelular bajo condiciones que se acercan a las fisiológicas. La 

localización que se había descrito para esta proteína con ensayos de co-transformación 

de la proteína PsTrxo1 unida a la proteína verde fluorescente (GFP) (Walter y col., 

2004) y la presentada en esta Tesis con la proteína amarilla YFP señalan a una 

compartimentación de esta Trxo1 y PCNA en el núcleo. Esta confirmación apoya la 

interacción fisiológica de ambas proteínas en este compartimento celular. 

Recientemente numerosos estudios se han focalizado en las modificaciones post-

traduccionales (PTMs) que sufre PCNA y su implicación en la replicación y reparación 

del ADN. Estas PTMs incluyen acetilación, metilación, fosforilación, sumoilación, 

ubiquitinación y S-nitrosilación, regulando la función de esta proteína (Strzalka y col., 

2012; Ulrich y col., 2013). Un ejemplo interesante es la S-nitrosilación de PCNA en 

células derivadas de neuroblastoma femenino SH-SY5Y tratadas con rotenona usadas 

como modelo de muerte neuronal, en la que se han identificado 2 residuos de cisteína 

en PCNA, Cys81 y Cys162, como candidatos de S-nitrosilación. Se comprobó que la S-

nitrosilación de la Cys81 afectaba a la interacción con caspasa 9 y podría actuar como 
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mediador en la ruta apoptótica (Yin y col., 2015). Esto además implica que el estado de 

reducción de PCNA es importante para procesos de regulación post-traduccional como 

es el caso de la S-nitrosilación. Sin embargo, no se ha descrito si la modificación redox 

de estas Cys pudiera ocurrir por oxidantes no radicales como peróxidos.  

En eucariotas fotosintéticos, PCNA tiene 5 cisteínas en cada monómero si bien una 

de ellas no está conservada en Arabidopsis (Strzalka y col., 2007). Específicamente en 

Pisum sativum y Nicotiana tabacum, se han descrito 1 y 2 proteínas PCNA, 

respectivamente, con una alta identidad de secuencias aminoacídicas (97%) en las 2 

proteínas de tabaco. Ambas isoformas contienen 5 residuos de Cys mientras que el 

PCNA de humanos tiene 6, que podrían estar reguladas de forma redox por proteínas 

como la tiorredoxina.  

Trabajos anteriores de nuestro grupo han propuesto que una de las funciones de 

Trxo1 en mitocondria y núcleo de guisante y de células de tabaco BY-2 es ofrecer 

protección frente a ROS, principalmente a H2O2. Este papel antioxidante permitiría a 

PsTrxo1 controlar el estado redox de proteínas nucleares y mitocondriales en hojas de 

guisante y en células de tabaco (Martí y col., 2011; Ortiz y col., 2015). Así, en 

mitocondrias, se ha relacionado la función de Trxo1 con la regulación redox de 

proteínas que incluyen a la oxidasa alternativa AOX (Gelhaye y col., 2004; Martí y col., 

2009) y con la eliminación de ROS a través de una peroxirredoxina mitocondrial (PrxIIF) 

(Lázaro y col., 2013). 

En el núcleo, Trxo1 podría estar también actuando como un componente del 

sistema de eliminación de ROS previniendo los efectos deletéreos de la acumulación 

de estas especies en este orgánulo. Ya que nuestros resultados confirman que PCNA es 

una proteína nuclear diana de PsTrxo1, decidimos averiguar si esta Trx está implicada 

en la reducción de un PCNA oxidado bajo un tratamiento de H2O2. Efectivamente 

utilizando un ensayo clásico in vitro de la actividad disulfuro reductasa que tiene la 

Trxo1, demostramos que el sistema que incluye a tiorredoxina reductasa dependiente 

de NADPH/AtNTRA2/PsTrxo1 reducía eficientemente a un PCNA oxidado, 

concretamente al PCNA de humanos HsPCNA, por lo que queda demostrada la 

capacidad reductora de Trxo1 sobre esta proteína.   
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1.2. Efecto de la sobre-expresión de PsTrxo1 en células TBY-2 

Para llevar a cabo el análisis del efecto de la sobre-expresión de PsTrxo1 sobre la 

dinámica de crecimiento del cultivo de células de tabaco BY-2, se hizo necesario 

primeramente corroborar la localización subcelular de esta Trx tanto en el núcleo 

como en la mitocondria, de acuerdo con los ensayos de western blot previamente 

realizados (Ortiz y col., 2015). Efectivamente, el ensayo de expresión transitoria 

utilizando la proteína YFP fusionada a PsTrxo1 y por agroinfiltración de las células TBY-

2, corroboró la localización principalmente en el nucleoplasma, lo que coincide con los 

ensayos que se habían hecho anteriormente en el laboratorio utilizando hojas de 

guisante (Martí y col., 2009). Recientemente hemos descrito que la sobre-expresión de 

PsTrxo1 en células TBY-2 incrementa la viabilidad celular en una situación de estrés 

oxidativo inducida por un tratamiento de H2O2. Además, un descenso observado en los 

niveles endógenos celulares de este H2O2 podría ser el responsable en parte de la 

muerte celular retrasada que se encontró en las células sobre-expresantes, en las por 

otro lado, los cambios en parámetros oxidativos y antioxidantes fueron menos 

acusados tras el tratamiento oxidativo.  

En este trabajo de Tesis, y como un primer paso, observamos que en las células TBY-

2, los niveles de expresión génica endógena de tabaco NtPCNA eran muy similares a 

los niveles del gen endógeno NtTrxo1, y ambos eran elevados en las primeras fases del 

crecimiento del cultivo (día 1), con un máximo al inicio de la fase exponencial (día 3) y 

descendiendo en la fase última estacionaria (días 7-9). PCNA es un conocido marcador 

molecular de proliferación celular debido a su papel en replicación, y su patrón de 

expresión en estas células está en concordancia con esta función y con otras 

observaciones realizadas en plantas donde los genes de PCNA se expresan activamente 

durante la fase celular proliferativa (Kimura y col., 2001; Strzalka y col., 2010). Más 

aún, en células de Catharanthus roseus la expresión de PCNA se producía 

principalmente en la fase S del ciclo celular, siendo ésta una evidencia directa de que 

su expresión se correlaciona con la proliferación celular y la replicación del ADN 

(Kodama y col., 1991).  
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En este contexto, la síntesis de ADN y el crecimiento celular dependen de la 

producción adecuada y equilibrada de aporte de desoxirribonucleótidos. En células de 

mamíferos, la actividad de la ribonucleótido reductasa (RNR), una enzima clave en la 

síntesis de desoxirribonucleótidos, es dependiente del ciclo celular, y Trx junto con 

glutarredoxina (Grx) son reguladores reconocidos de la replicación del ADN a través de 

su implicación en el metabolismo catalítico de esta enzima (Aslund y col., 1994). La 

proliferación requiere de una gran cantidad de desoxirribonucleótidos durante la fase 

S del ciclo celular (SenGupta y col., 2014) y se ha descrito que un cultivo de células  

animales de baja densidad, que está asociado a la oxidación de tioles e incremento 

proliferativo, afecta a la localización de Trx1 promoviendo su translocación al núcleo 

(Go y col., 2010). Por otro lado, la implicación de la Trx en la regulación del ciclo celular 

se ha descrito en la transición de la fase G1 a la S, y de hecho la expresión de la Trx de 

humanos es más alta en la fase S temprana (Mochizuki y col., 2009). Otras evidencias 

que lo apoyan describen que en levadura, la ausencia de los genes Trx1 y Trx2 

ralentizaba la replicación del ADN e inhibía el progreso normal de la reproducción 

celular (Muller y col., 1991). De esta manera, la correlación que hemos encontrado 

entre la expresión endógena de Trxo1 y PCNA durante el desarrollo del cultivo celular 

de tabaco, parece aportar una prueba más de la implicación de ambas proteínas en la 

fase S replicativa, de acuerdo con trabajos previos, y sugiere la existencia de un 

mecanismo común de regulación. Más aún, los datos que se presentan también 

indican que según el cultivo progresa, las líneas sobre-expresantes mantenían mayores 

niveles de proteína PCNA que la línea control y las diferencias dependían del tiempo 

del cultivo, siendo lo más interesante el hecho de que eran mayores en la fase en la 

que los sobre-expresantes tenían mayor proliferación e índice mitótico. Esto indica un 

efecto positivo de Trxo1 sobre PCNA podría estar ligado a la actividad del PCNA. 

Relacionado con esto, estamos obteniendo actualmente resultados que parecen 

indicar cambios redox de PCNA durante la progresión del cultivo, siendo este punto un 

aspecto muy interesante e innovador que merece un estudio más en profundidad.   

Nuestros datos muestran que las diferencias encontradas en las células sobre-

expresantes de PsTrxo1 se asemejan a los cambios que observamos en el glutatión 

celular, que a su vez es algo similar a lo descrito en células animales y vegetales 

(Markovic y col., 2007; Pellny y col., 2009), descendiendo al final de la fase exponencial 
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y alcanzando sus valores más bajos durante la fase estacionaria del cultivo. Este 

descenso en glutatión era en general, mayor en las dos líneas celulares sobre-

expresantes incluso en las fases de crecimiento avanzadas (días 7-9), cuando el 

porcentaje de células en fase G2/M era más alto que en las no sobre-expresantes; al 

mismo tiempo, la cromatina nuclear se duplica y las células entran en la fase de mitosis 

como se deduce del índice mitótico medido. Recientemente se ha descrito que los 

niveles de ARN de dos Trx h citoplasmáticas, TH7 y TH8 aumentan mucho en mutantes 

de Arabidopsis rml1-1 deficientes en GSH (Schnaubelt y col., 2015). Este patrón 

transcriptómico inverso Trx/GSH de estos mutantes es semejante a lo observado en 

nuestro trabajo en nuestras células sobre-expresantes. Parece entonces que la sobre-

expresión de Trxo1 podría estar compensada por un decenso en GSH, lo que señala la 

importancia del equilibrio redox que necesitan las células para proliferar. De forma 

similar, en dobles mutantes de levadura, se ha descrito que la reducción de Trx1 y Trx2 

citoplasmáticas produce un incremento en el contenido de glutatión total por un 

mecanismo desconocido, ajustando los niveles de glutatión en respuesta a la 

deficiencia de Trx (Muller y col., 1996). La homeostasis redox celular es crucial para la 

proliferación celular siendo el glutatión un componente clave de esta regulación tanto 

en plantas como en animales (Markovic y col., 2009; Pellny y col., 2009). En evidencias 

recientes se ha mostrado que GSH se secuestra en el núcleo en las fases tempranas del 

ciclo celular, un hecho que parece tener una función regulatoria crítica en la 

progresión del ciclo celular. Sin embargo, no se ha encontrado una acumulación de 

GSH en el núcleo en fase quiescente G0 (Markovic y col., 2010; Locato y col., 2015). Por 

otro lado, se ha observado que GSH se encuentra en el núcleo de células del periciclo 

en división activas para la formación del meristemo lateral de la raíz (Díaz-Vivancos y 

col., 2010). 

En esta Tesis doctoral, los datos obtenidos de localización subcelular de GSH 

sugieren que en la fase temprana del crecimiento del cultivo cuando las células entran 

en la fase exponencial (día 3), al menos parte del reservorio de glutatión se localiza en 

el núcleo en su forma reducida tanto en células control como en sobre-expresantes de 

PsTrxo1, aunque el contenido en GSH era menor y el de Trx mayor en el núcleo en 

ambas líneas transformadas. Sin embargo en las células control, en una fase avanzada 

del cultivo (día 8), el GSH nuclear era prácticamente indetectable mientras que este 
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descenso no ocurría con la misma intensidad en las células sobre-expresantes, que 

mantenían niveles similares a los encontrados a día 3. Claramente estos resultados 

implican que es necesaria más información que explique los cambios en GSH nuclear y 

el papel potencial compensatorio que pueda ejercer la tiorredoxina. Estos resultados 

sobre GSH nuclear concuerdan con los descritos previamente en cultivos celulares de 

Arabidopsis, tabaco y fibroblastos (Díaz-Vivancos y col., 2010; Locato y col., 2015), 

indicando que su localización está determinada por el estado del ciclo celular. Así, en 

nuestras células sobre-expresantes, el GSH acumulado en el núcleo parece ser 

necesario para las fases de división (G2/M) incluso en los estadios avanzados de 

crecimiento en las células sobre-expresantes. Interesantemente, en mutantes de 

Arabidopsis rml1-1, los datos transcriptómicos también demuestran una regulación 

redox que implica que GSH es importante para los genes que codifican CYCs, CDKs y 

PCNA, que controlan la transición de la fase G2 a la M.   

 

2.- Estudio funcional de tiorredoxina o1 en mutantes de A. thaliana bajo condiciones 

de estrés salino  

 

La falta de un fenotipo apreciable que hemos encontrado en las plantas mutantes 

AtTrxo1 tanto en condiciones control como de salinidad, nos sugiere que esta Trxo1 

podría estar compensada en su función por otras proteínas y/o compuestos 

antioxidantes reductores. De hecho, la mayoría de mutantes de Trx descritos en 

plantas no presentan un fenotipo obvio y se ha sugerido que podría ser debido a la 

redundancia que existe entre proteínas que presentan funciones similares a las de las 

Trxs o entre las proteínas de familias multigénicas (Brehelin y col., 2004). 

Recientemente Daloso y col. (2015) han descrito una falta de fenotipo en el mismo 

mutante KO AtTrxo1 (línea 374, KO-2) en plantas de 8 semanas de crecimiento, algo 

similar a lo observado en nuestros mutantes, si bien estos autores describieron que las 

plantas de 4 semanas tenían un peso fresco menor que las plantas silvestres. Esta 

diferencia de comportamiento podría deberse a las condiciones distintas de 

crecimiento que se han utilizado en ambos estudios, ya que las plantas crecían todas 

en una sola maceta y no individualizadas como en nuestro estudio, por lo que su 
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tamaño y peso era menor. La falta de fenotipo se ha observado también en plantas KO 

para la PrxIIF mitocondrial (Finkemeier y col., 2005), compensada posiblemente según 

se describe, por incrementos en proteínas peroxidasas del sistema antioxidante como 

APX y GPX.   

2.1. Caracterización fisiológica de mutantes KO AtTrxo1 crecidos en salinidad 

Los parámetros fisiológicos normalmente reflejan la respuesta de la planta o su 

tolerancia al estrés ambiental. Las plantas necesitan calcio, magnesio, nitrógeno, 

fósforo, potasio y azufre en cantidades relativamente elevadas (<0.1% del peso seco) y 

cada uno de estos macronutrientes es esencial para que la planta complete su ciclo de 

vida. La acumulación de Na+ a concentraciones altas en nuestras plantas tratadas con 

NaCl estaba acompañada por una reducción en K+,  algo característico en esta situación 

ya que el Na+ puede competir con este elemento e inhibir procesos metabólicos y de 

transporte dependientes de K+ (Zhu y col., 2001). De este modo, la menor acumulación 

de Na+ en el mutante implica una regulación diferente en estas plantas, bien por una 

menor tolerancia hacia dicha acumulación o un proceso más efectivo de exclusión. La 

exclusión de Na+ es un determinante importante de la tolerancia a NaCl en muchas 

especies bajo diferentes condiciones de crecimiento. Más aún, las plantas usan 

estrategias distintas para tolerar el Na+ que acumulan y en brasicáceas, la tolerancia de 

los tejidos para acumularlo parece más importante que el proceso de exclusión (Moller 

y col., 2007), si bien existen excepciones en la familia. La falta de relación que se ha 

descrito en Arabidopsis entre acumulación y tolerancia a la salinidad se ha observado 

en otros miembros de esta familia vegetal (Huang y col., 1995). También se ha 

encontrado una relación entre la tolerancia y el ratio Na+/K+ en estas especies (Porcelli 

y col., 1995), sugiriendo un papel importante del componente osmótico más que del  

proceso de la exclusión, si bien el mecanismo de tolerancia al estrés osmótico es aún 

desconocido.  

Por otro lado, el magnesio es un constituyente de las clorofilas, así que su 

deficiencia podría provocar un amarilleamiento o un color verde pálido desarrollando 

clorosis; sin embargo estos síntomas no han sido observados en nuestras plantas 

mutantes que presentan un contenido menor en Mg en condiciones control respecto 
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de las plantas Wt. Si bien, no se manifiesta clorosis, esta disminución está acompañada 

en los KO por un contenido menor en clorofilas a y b, por lo que la falta de Trxo1 

podría estar alterando el metabolismo fotosintético, algo que merece atención y que 

cuyo estudio de hecho se está iniciando en el laboratorio. Existen evidencias de que la 

falta o sobre-expresión de proteínas en un orgánulo afecta a proteínas o metabolitos 

de otros orgánulos, como es el caso de mutantes de Mn-SOD que presentan una 

capacidad incrementada antioxidante, sugiriendo la existencia de mecanismos de 

regulación retrógrada para compensar la falta de este antioxidante. En estos mutantes 

se ha descrito que no sólo está afectado el metabolismo mitocondrial sino también la 

asimilación fotosintética del carbono (Morgan y col., 2008). Es conocido que la 

salinidad provoca una reducción en el proceso fotosintético, en distintas especies de 

plantas con metabolismo C3, incluyendo plantas de guisante y Arabidopsis (Flexas y 

col., 2004; Stepien y col., 2009; Martí y col., 2011). En nuestro trabajo, el tratamiento 

salino no provocó cambios en los contenidos en Mg en las plantas de Arabidopsis 

silvestres y las clorofilas a y b se vieron muy disminuidas, mientras que en las plantas 

KO-1, el Mg se vio aumentado por efecto de la sal, y era  paralelo a un mantenimiento 

en los contenidos en ambas clorofilas, lo que podría atenuar los cambios 

fotosintéticos. También relacionado, se describió la importancia de altas 

concentraciones de Na+ inhibiendo algunas enzimas del proceso fotosintético (Munns y 

col., 2006) y por otro lado, las enzimas que requieren K+ son particularmente sensibles 

a altas concentraciones de Na+ o de relación Na+/K+ (Chaves y col., 2009). El hecho 

entonces de que el mutante KO-1 AtTrxo1 presente menores contenidos de Na+ podría 

de nuevo afectar su respuesta fotosintética. Por otro lado, el manganeso si bien no es 

constituyente de las clorofilas, sí que resulta vital para ciertos sistemas enzimáticos 

implicados en el proceso fotosintético (Sun y col., 2001) siendo su deficiencia otra 

causa posible del amarilleamiento y la clorosis intervenal de las hojas. El incremento 

que se observa en las plantas de Arabidopsis KO-1 crecidas en condiciones salinas 

podría contribuir a la respuesta adecuada que presenta el mutante en esta situación 

de estrés. Todos estos resultados apuntan hacia una relación Trx/fotosíntesis cuyo 

estudio más en profundidad ayudará a extender el papel que puede tener Trxo1 en la 

célula vegetal. 
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Se ha descrito que la densidad estomática se modula como respuesta a factores 

ambientales como humedad, temperatura, luz….además de por factores endógenos 

genéticos (Berger y col., 2000). La mayor densidad estomática que hemos observado 

en los mutantes KO AtTrxo1, necesita de un estudio más en profundidad a fin de 

analizar si los estomas son igualmente funcionales en todos los genotipos, o si están en 

desarrollo, o totalmente formados. Esta alteración en los mutantes de Trxo1 nos está 

indicando que la regulación redox podría estar implicada como otro de los factores que 

determinan la densidad estomática. A este respecto, se ha descrito que mutantes de la 

tiorredoxina reductasa ntrc presentan una mayor densidad estomática que plantas 

silvestres (Lepisto y col., 2009), algo que apoyaría esta regulación. La falta de Trxo1 

también está afectando a la retención de agua que presentan las plantas en 

condiciones de salinidad, que es menor en los mutantes que en las plantas silvestres. 

Esto podría deberse entre otros factores a la densidad estomática mayor que 

presentan o a un diferente cierre estomático en estas condiciones, si bien esto no se 

ve acompañado por una diferencia importante en peso fresco ni seco de las hojas.    

El óxido nítrico actúa como molécula señalizadora con múltiples funciones 

biológicas en plantas, tales como la inducción de la germinación de semillas, la 

regulación de la maduración, senescencia etc... El NO es una especie reactiva del 

nitrógeno y se ha probado su efecto sobre diferentes tipos de células bien como 

protector o como tóxico, dependiendo de su concentración y de la situación. Sin 

embargo, el NO también funciona mediando respuestas a estreses tanto biótico como 

abióticos en plantas, tales como sequía, salinidad, estrés por temperatura, resistencia 

a enfermedades y apoptosis (Rodríguez-Serrano y col., 2006; Zhao y col., 2007; Bellin y 

col., 2013; Camejo y col., 2013). Más aún, se ha descrito que el NO dispara la respuesta 

sistémica durante el estrés salino (Tanou y col., 2009) y así, plantas de Arabidopsis que 

sobre-expresan la enzima NO sintasa (NOS) y que tienen contenidos elevados de NO, 

presentan una mayor tolerancia a dicho estrés (Shi y col., 2012). El hecho de que los 

mutantes en condición control presenten mayores niveles de NO podría estar 

influenciando su respuesta a la salinidad, condición en la que esta RNS se ve 

disminuída en estas plantas. Además, el NO no aumenta en ningún genotipo con la 

salinidad y esto podría indicar que el estrés inducido no es muy severo o que las 
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plantas presentan un mecanismo efectivo para mantener los niveles sostenidos de NO. 

Se ha descrito que este tipo de estrés induce la acumulación de NO en otras especies 

como guisante y tabaco (Gould y col., 2003; Camejo y col., 2013), pero el descenso con 

la salinidad que se observa en los mutantes (sobre todo en el KO-1) apunta a una 

regulación diferente de esta especie reactiva cuando falta la Trxo1. En trabajos 

anteriores hemos mostrado que tratamientos exógenos de NO a mitocondrias de 

guisante no afectaban la actividad antioxidante de la mayoría de enzimas del ciclo ASC-

GSH (excepto APX) o de la Mn-SOD (Martí y col., 2012) y que un incremento en NO en 

plantas de guisante crecidas bajo estrés salino estaba acompañada por un mayor 

número de proteínas nitradas y no nitrosiladas (Camejo y col., 2013). El GSNO es una 

especie derivada del NO que se ha descrito como agente tanto glutationalizante como 

nitrosilante. El aumento en GSNO observado en los mutantes en condiciones salinas, 

probablemente esté afectando al patrón de proteínas modificadas post-

traduccionalmente. El NO ejerce su función señalizadora entre otras, a través de 

modificaciones post-traduccionales de proteínas y de esta manera regula sus 

funciones. Se ha descrito que la S-nitrosilación de residuos de cisteínas y la nitración de 

tirosinas están implicadas en la respuesta de  plantas a estrés abiótico como el de 

salinidad (Tanou y col., 2009; Fares y col., 2011; Camejo y col., 2013), como ocurre con 

la S-nitrosilación de la PrxIIF mitocondrial, proteína diana de Trxo1 (Camejo y col., 

2015). Sin embargo, el efecto que podría ejercer la falta de Trxo1 sobre estas 

modificaciones post-traduccionales no se conoce, pero quizás afecte de distinta 

manera que en las plantas silvestres crecidas bajo estrés salino.   

Respecto a los niveles similares de H2O2 encontrados en plantas silvestres y 

mutantes AtTrxo1 crecidas en condiciones control, junto con niveles mantenidos de 

oxidación proteica y lipídica que presentan los KO, podrían indicar que en estas plantas 

no se produce un estrés oxidativo importante como consecuencia de la falta de esta 

Trxo1. Bajo condiciones de salinidad todos los genotipos presentan aumentos en los 

parámetros oxidativos analizados. Durante el desarrollo de las plantas, los ROS se 

producen inevitablemente como consecuencia del metabolismo, pero en situaciones 

de estrés como el salino entre otros, esta producción se ve incrementada tal y como se 

observa en nuestras plantas tanto silvestres como mutantes. El contenido en MDA es 
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un indicador de peroxidación lipídica y generalmente en plantas tolerantes al estrés 

salino su nivel es más bajo que en las sensibles. La concentración utilizada de NaCl en 

las plantas de Arabidopsis de nuestro estudio parece provocar un estrés oxidativo a las 

membranas como indica el incremento observado en MDA tras el tratamiento, que fue 

mayor en los mutantes de Trxo1. La carbonilación de proteínas por otra parte también 

sirve como indicador de daño oxidativo y es debida a la oxidación de ciertos residuos 

aminoacídicos. En nuestro caso, el incremento observado en el contenido en grupos 

carbonilo debido al daño provocado por el tratamiento salino en las plantas silvestres 

era mayor que la observada en los mutantes. Todo ello podría indicar mecanismos de 

defensa antioxidante diferentes frente a este estrés en estos genotipos, siendo más 

susceptibles las membranas que las proteínas en las plantas KO al daño oxidativo 

producido por la salinidad, evidenciado también por mayores niveles de H2O2.    

2.2. Mecanismos de defensa frente al estrés salino 

Junto con sus efectos dañinos, los ROS pueden actuar como moléculas señal 

permitiendo una mejor respuesta de la planta y su aclimatación al estrés a través entre 

otros mecanismos, de la inducción de defensas que incluyen a antioxidantes y enzimas 

del ciclo ASC-GSH, así como las enzimas SOD, catalasa y peroxidasas (Camejo y col., 

2013; Foyer y col., 2013; Lázaro y col., 2013). Concretamente el estrés salino se conoce 

que puede provocar un estrés oxidativo a través de ROS y que el sistema antioxidante 

celular incluyendo al mitocondrial, presenta una plasticidad elevada y normalmente 

responde a este tipo de ambiente adverso (Lázaro y col., 2013). Sin embargo, la 

información relativa al papel de la Trxo1 mitocondrial en plantas en bastante escasa. 

En Arabidopsis, estudios in sílico sobre la expresión génica de AtTrxo1 han revelado 

que ésta no varía como respuesta a diferentes situaciones de estrés incluida la 

salinidad (Belin y col., 2015). Sin embargo, en plantas de guisante, PsTrxo1 juega un 

papel en la defensa frente a NaCl suministrando a la célula un mecanismo para 

responder a ambientes cambiantes (Martí y col., 2011). Se ha mostrado que existe una 

respuesta adaptativa frente a tratamientos cortos de 150 mM NaCl en las plantas de 

guisante en cuanto a la expresión de este gen que incrementa en esta situación, 

mientras que tratamientos más prolongados disminuyen la expresión paralelamente a 
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un incremento en los niveles de la proteína y de su actividad. La inducción de dicha 

actividad se correlaciona con el incremento en la capacidad de algunas de sus 

proteínas diana mitocondriales, como la oxidasa alternativa AOX, así como en una 

mayor demanda para la regeneración de la forma oxidada de la PrxIIF (Martí y col., 

2011).  Así mismo, cantidades mayores de Trxo1 en células de tabaco BY-2 que sobre-

expresan PsTrxo1, las protegen frente a tratamientos oxidativos exógenos como por 

H2O2, incrementando su viabilidad (Ortiz-Espín y col., 2015), lo que parece señalar a 

Trxo1 como un componente clave en la defensa frente a estrés oxidativo.  

En nuestro trabajo, en plantas de Arabidopsis KO AtTrxo1 en una condición control, 

la falta de proteína Trxo1 provocó un aumento en las actividades de SOD y catalasa, 

con un papel importante en el control del H2O2 que no se vio afectado 

significativamente. La SOD es una enzima crucial en la eliminación de O2
.- y su papel 

durante situaciones de estrés se encuentra bien documentado. La enzima Mn-SOD 

controla este contenido en mitocondrias y permite a este orgánulo regular la 

concentración interna de H2O2 (Sevilla y col., 1982). Normalmente, una actividad 

antioxidante elevada puede prevenir en daño oxidativo que acompaña al estrés salino 

y como ejemplo, la sobre-expresión de Mn-SOD en Arabidopsis se acompaña de una 

mayor tolerancia a la salinidad y también por incremento en las actividades 

enzimáticas Cu/Zn-SOD, Fe-SOD, POX y CAT comparado con el aumento observado en 

las plantas silvestres (Wang y col., 2004). En salinidad, se ha descrito así mismo una 

correlación entre la expresión de Mn-SOD, los niveles de proteína y de actividad y la 

tolerancia de plantas de guisante, trigo y tomate, con una mayor actividad de esta 

isoenzima que la presentada en cultivares más sensibles (Hernández y col., 1993; 

Sairam y col., 2002; Mittova y col., 2003). La falta de Trxo1 en los KO de Arabidopsis 

crecidos en nuestras condiciones de salinidad provocaba una inducción de isoenzimas 

de SOD, no sólo mitocondriales como la Mn-SOD sino también de Fe y Cu, Zn-SODs que 

podrían estar compensando la deficiencia en esta Trxo1 y manteniendo elevados los 

niveles de H2O2 comparados con los de las plantas silvestres, posiblemente importante 

para señalizar el estrés. En estas condiciones, el incremento que hemos observado en 

Zn y Mn en las plantas KO, podría ser necesario para mantener estos niveles de 

actividad enzimática.                  
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La actividad de las enzimas catalasa y peroxidasa tiene un gran significado bajo 

condiciones de estrés ambiental inhibiendo los radicales .OH, la especie oxidativa más 

tóxica para las células vegetales. La disminución de actividad catalasa junto con el 

aumento descrito anteriormente de SOD parecen ser responsables en parte del 

aumento que se observa en H2O2 en estas condiciones tanto en plantas silvestres 

como KO AtTrxo1. No sólo en condiciones control sino en salinidad, los mutantes 

presentan mayor actividad catalasa que las plantas silvestres, si bien las diferencias son 

menos acusadas en las condiciones de estrés. 

El control del H2O2 es ejercido así mismo por los componentes del ciclo ascorbato-

glutatión que juega un papel fundamental en situaciones de estrés. El glutatión (GSH) 

es un tiol antioxidante esencial así como un eliminador de compuestos electrofílicos 

reactivos. Este tiol sirve como un transportador de grupos sulfuro reducido, pero como 

antioxidante también actúa como un tampón redox en la eliminación de ROS (Foyer y 

col., 2008). En nuestro trabajo, la ausencia de Trxo1 no conllevó una acumulación de 

glutatión en sus formas ni reducidas ni oxidadas en condiciones control. De forma 

similar, se ha descrito que la inactivación de NTR en mutantes de Arabidopsis, no 

condujo a una acumulación de GSSG, ni síntesis de GSH o modificación del estado 

redox de este antioxidante (Reicheld y col., 2009). Sin embargo, en dobles mutantes de 

Trx1 y Trx2 en levadura, se produce un aumento de glutatión principalmente GSSG por 

un mecanismo de ajuste desconocido (Muller y col., 1996). Esta compensación 

también se ha descrito a nivel génico al observar que la expresión de dos genes de Trxh 

en Arabidopsis se veía incrementada en mutantes deficientes en GSH (Schnaubelt y 

col., 2015). Desde un punto de vista fisiológico, el estado redox del glutatión (definido 

como la relación GSH/total) resulta a menudo más relevante que la concentración total 

de GSH para explicar el efecto de diferentes estreses. Como ejemplo, esta relación 

parece influenciar la expresión génica y la función proteica más que la concentración 

total de GSH (Rellán-Álvarez y col., 2006). En condiciones de salinidad y sequía, se ha 

descrito así mismo que un estado redox elevado del glutatión juega un papel muy 

importante en plantas como guisante, tomate, o trigo (Hernández y col., 1999; Shalata 

y col., 2001; Kocsy y col., 2002). Así, el reciclaje del glutatión, incluyendo su reducción 

desde estados oxidados es un factor determinante en la tolerancia a estos tipos de 

estreses abióticos y concretamente en salinidad, los cambios en la actividad GR se han 
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correlacionados positivamente con la tolerancia. En nuestras condiciones salinas, la 

actividad GR se encuentra elevada en todos los genotipos y así puede contribuir al 

mantenimiento observado de la forma reducida de este antioxidante. Sin embargo, el 

estrés impuesto no parece ser lo suficientemente severo como para inducir un cambio 

en el estado redox de glutatión en ninguno de los genotipos, bien por su intensidad o 

bien por la existencia de una respuesta adecuada de las plantas para controlarlo en 

esta condición desfavorable. 

Al igual que glutatión, el ascorbato (ASC) es un antioxidante vegetal muy importante 

que juega un papel predominante en el crecimiento, desarrollo y respuesta a estrés 

(Wang y col., 2013). El incremento que hemos observado en las plantas silvestres en 

condiciones salinas, no se observó en las plantas KO AtTrxo1, por lo que estas plantas 

tienen menos ASC que pudiera contribuir a su desarrollo en esta situación. Parece 

entonces que la falta de Trxo1 es importante en condiciones salinas ya que al menos 

en el KO-1, los niveles de antioxidantes son menores. La bajada en ASC en estos 

mutantes se ve acompañada de una menor actividad de MDHAR encargada de su 

regeneración desde la forma oxidada. Se ha descrito que el contenido disminuido de 

ascorbato en mutantes de Arabidopsis vitc provocaba una sensibilidad aumentada al 

estrés por NaCl, y las plantas sufrían un mayor estrés oxidativo debido principalmente 

a un desequilibrio del ciclo ASC-GSH (con un descenso de ascorbato y de las 

actividades de las enzimas DHAR y MDHAR) y de la función del fotosistema II (Huang y 

col., 2005). Un estudio reciente de la distribución del ascorbato en dicho mutante 

reveló que el descenso que ocurría tras el inicio del tratamiento salino (plantas de 6 

semanas de crecimiento sometidas a 100 mM NaCl durante 1-8 días) principalmente 

era en citoplasma, mitocondrias y peroxisomas mientras que en cloroplastos y en 

núcleo aumentaba (Koffler y col., 2015). Este mismo estudio realizado en mutantes de 

Arabidopsis deficientes en glutatión pad-2-1 mostró un descenso en ascorbato en 

mitocondrias y núcleo así como un aumento en cloroplastos y citoplasma. Estos 

autores también describieron la distribución de glutatión encontrando que los 

mutantes vitc presentaban un descenso en todos los compartimentos celulares 

excepto en núcleo sólo tras 10-12 días de tratamiento salino, mientras que en los 

mutantes pad-2-1 y en menor medida en las plantas silvestres, un incremento en 

tolerancia estaba asociado con un mayor contenido del antioxidante en los diferentes 
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compartimentos celulares durante todo el tiempo analizado tras el estrés por NaCl. En 

esta situación, la acumulación podría jugar un papel importante en los mutantes pad-

2-1 para la protección frente a los ROS (Koffler y col., 2015). En este mutante, el 

ascorbato no parece compensar los niveles bajos de glutatión, contrariamente a lo que 

sucede en nuestro mutante KO-1 en condiciones salinas, en el que ambos 

antioxidantes se encuentran a niveles menores que en las plantas silvestres. Por otro 

lado, el mutante KO-2 presentaba una actividad DHAR en salinidad disminuida que no 

estaba provocando una disminución de la forma reducida ASC por lo que la síntesis del 

antioxidante podría ser crucial en el mantenimiento de los niveles encontrados en 

estas plantas. Puntualizar que el conocimiento de la distribución de ambos 

antioxidantes a nivel sub-celular en la planta podría ayudarnos a averiguar el papel de 

Trxo1 y los diferentes compartimentos celulares en la respuesta a la salinidad.  Esta 

situación, junto a los cambios observados en SODs y CAT protege a las plantas de 

concentraciones elevadas de ROS durante la salinidad. Se ha demostrado en 

numerosas especies incluyendo al guisante, que la tolerancia está relacionada con bien 

aumentos generalizados en la actividad de enzimas de este ciclo en condiciones 

salinas, o bien por niveles más elevados endógenos que presentan las plantas 

tolerantes (Hernández y col., 1993, 2000). Así, la respuesta del sistema antioxidante 

colaboraría para garantizar la respuesta adaptativa y la actividad fisiológica no sólo en 

las plantas silvestres sino en los mutantes carentes de Trxo1 en los que catalasa y 

sobre todo las diferentes isoenzimas de SOD parecen ser importantes en la respuesta 

adaptativa.  

Por otro lado, Daloso y col. (2015) analizando los mutantes de Trxo1 (línea 374) han 

mostrado la importancia del sistema Trx mediando el control metabólico del ciclo de 

los ácidos tricarboxílicos, señalando que el metabolismo redox es un sistema que 

efectivamente regula el funcionamiento de dicho ciclo. Debido a ello, la falta de Trxo1 

es probable que esté afectando a procesos fundamentales como la fotorrespiración en 

los que esta proteína está implicada a través de la regulación de proteínas diana clave. 

De hecho, un descenso en serina que se ha descrito que ocurre en estos mutantes se 

deba a que la falta de Trxo1 afecta a enzimas diana del proceso fotorrespiratorio como 

la serina hidroximetil transferasa, una enzima mitocondrial clave en este proceso que 

ya había sido descrita como una posible proteína diana de esta Trxo1 en plantas de 
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guisante (Martí y col., 2009). Actualmente se están llevando a cabo en nuestro grupo 

de investigación estudios sub-celulares en mitocondrias para tratar de elucidar el papel 

de Trxo1 en aquellas situaciones en las que procesos como la respiración o 

fotorrespiración son fundamentales para la respuesta de las plantas, tales como el 

crecimiento bajo condiciones de salinidad.   

2.3. Análisis transcriptómico en KOs y sobre-expresante AtTrxo1 

El análisis transcriptómico realizado bajo una situación de estrés salino moderado 

utilizando genotipos de 2 líneas Knock out y 1 sobre-expresantes generada del gen de 

la tiorredoxina mitocondrial AtTrxo1, tenía como objetivo la identificación de aquellos 

genes que directa o indirectamente pudieran estar relacionados con AtTrxo1.  

Mediante el estudio comparativo transcripcional se puede observar que ninguna 

ruta metabólica o proceso biológico se ve muy mermado, y como consecuencia, las 

plantas mutantes no manifiestan un fenotipo muy diferente al del genotipo silvestre 

cuando son sometidas a esta situación de estrés; sin embargo los genes que se 

expresan de forma contraria en los genotipos KOs y sobre-expresante con respecto al 

genotipo silvestre indicarían una pérdida o ganancia de función de forma directa o 

indirecta debido a la mutación.  

En cuanto a los genes más alterados en ambos mutantes KO, se encuentran los 

relacionados con la síntesis de ATP, con una baja expresión relativa del gen codificante 

de la subunidad A del complejo F0 de la bomba de protones ATPasa. Este complejo 

enzimático se localiza embebido en la membrana mitocondrial interna y la membrana 

tilacoidal, y cataliza la síntesis de ATP a partir de ADP, un grupo fosfato y la energía 

suministrada por un flujo de protones (H+). Concretamente, la subunidad A del 

complejo F0 es la proteína encargada de anclar el canal transmembrana y estabilizar el 

flujo de H+ para generar un gradiente electroquímico eficiente. Se ha descrito que la 

tiorredoxina f cloroplastídica de guisante es capaz de aumentar in vitro la actividad ATP 

sintasa en un 250 % (Tao y col., 2009); también se ha descrito que la subunidad A del 

complejo ATPasa mitocondrial es diana de tiorredoxina mitocondrial en guisante, 

tomate y patata (Balmer y col., 2003; Martí y col., 2009), así como los complejos 
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ATPasa del cloroplasto y la vacuola son dianas de tiorredoxina cloroplastídica en 

Clamidomonas, por lo que la síntesis de ATP está altamente regulada por tiorredoxina 

(Lemaire y col., 2004). 

El gen GUN4 (genomes uncoupled 4) manifiesta una regulación positiva en ambos 

mutantes KO y negativa en los mutante sobre-expresantes, codificando para una 

molécula de señalización cloroplastídica que regula la expresión de genes nucleares de 

síntesis de clorofilas dependiendo del estado del cloroplasto. De esta manera, actúa 

como un sensor de la enzima Mg-quelatasa y se ha descrito que la falta de tiorredoxina 

cloroplastídica también incrementa la expresión de este gen en plantas de guisante 

(Tao y col., 2009). La ausencia de Trxo1 mitocondrial provoca desequilibrios en el 

cloroplasto que afectan a la expresión de una serie de genes relacionados con la 

síntesis de clorofilas, el complejo CHLI del fotosistema I y la proteína ferredoxina, 

siendo estas dos últimas proteínas diana de tiorredoxina cloroplastídica en 

Arabidopsis, tal como se describe en Ikegami y col. (2007). Los genes alterados en 

ambos mutantes KO resultan entonces ser codificantes de proteínas cloroplastídicas 

diana de tiorredoxinas en este orgánulo, evidenciando que la falta de Trx mitocondrial 

está alterando la expresión de proteínas diana de Trx en otros orgánulos celulares, 

apuntando a la regulación retrógrada entre orgánulos. Se ha descrito para mutantes 

como los de Mn-SOD que las alteraciones que se producen en ellos en procesos como 

respiración y metabolismo de los ácidos tricarboxílicos, están acompañados de 

aumentos en la capacidad antioxidante lo que sugiere la existencia de rutas 

retrógradas para compensar la falta de la isoenzima mitocondrial (Morgan y col., 

2008). De hecho se ha propuesto que el estado redox y el metabolismo de las ROS son 

fuente de señales retrógradas que pueden afectar la expresión génica y proporcionar 

flexibilidad metabólica, algo que durante condiciones de estrés juega un papel 

fundamental en la respuesta y aclimatación de las plantas  (Woodson y Chory, 2008).  

Por otro lado, y respecto a la baja expresión observada en ambos mutantes AtTrxo1 

Knock out y sobre-expresante de genes relacionados con vías de producción de NADH 

y NADPH mitocondriales y de gen de la enzima fumarasa, comentar que se ha descrito 

para esta última un incremento de su actividad y una acumulación de su producto 

malato, en plantas KO de Trxo1 (Daloso y col., 2015), por lo que debe presentar una 
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regulación post-transcripcional o post-traduccional. De hecho, algunas enzimas del 

TCA sufren sulfenilación o glutationalización (Maillaux y col., 2014) afectando a su 

actividad y fumarasa se ha demostrado que se inactiva por S-nitrosilación (Justino y 

col., 2007). Además en nuestros mutantes y sobre-expresantes AtTrxo1, los genes 

codificantes para la ruta de síntesis de isocitrato, fosfoenol piruvato, aspartato, 

glutamato y aspargina también están alterados por lo que el metabolismo del ciclo de 

los ácidos tricarboxílicos, la lanzadera mitocondrial de malato-aspartato y por 

consiguiente a las cantidades y relaciones entre ATP, NADPH y NADH en este orgánulo 

estarán presumiblemente alterados. 

Otros genes con regulación negativa en todos los genotipos AtTrxo1 analizados son 

dos que codifican para isoenzimas de glutatión transferasa: en mutantes KO es la 

isoenzima de glutatión transferasa F10 localizada en cloroplasto y citoplasma, mientras 

que la isoforma diferencialmente expresada en mutantes sobre-expresantes es la 

glutatión transferasa F12, localizada en núcleo y citoplasma. Se ha descrito que la 

isoforma F12 presenta una alta sobre-expresión en plantas de A. thaliana deficientes 

en glutatión y que a su vez las tiorredoxinas de tipo h presentan una regulación 

negativa en estos mutantes (Schnaubelt y col., 2014). En cuanto al metabolismo del 

glutatión, en los mutantes sobre-expresantes, el gen implicado en la biosíntesis de 

cisteína, cisteína disulfurasa mitocondrial presenta una menor expresión que en 

plantas silvestres, mientras que el gen que codifica la asparagina sintasa presenta una 

mayor expresión. Esta última enzima cataliza la conversión de glutamina, precursor de 

glutamato, a asparagina. La alteración entonces en la biosíntesis de cisteína y 

glutamato podría tener un efecto en la síntesis de glutatión debido a la falta de 

sustratos para la enzima precursora glutamato-cisteína ligasa, una enzima 

consumidora de ATP y dependiente de su estado redox, ya que para ser activa debe 

tener un puente disulfuro intramolecular. Dicho puente es capaz de ser reducido por 

tiorredoxina o tiorredoxina reductasa e inactivar a la enzima (Hicks y col., 2007). Esto 

podría estar relacionado con el menor contenido en glutatión que hemos observado 

en las células TBY-2 sobre-expresantes de PsTrxo1. 

Otras rutas metabólicas alteradas en los mutantes con respecto al genotipo 

silvestre son la síntesis de novo de purinas y pirimidinas, afectando principalmente a 
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los genes que codifican para las subunidades de la enzima ribonucleótido reductasa 

(AT3G27060 y AT3G23580). Esta enzima multifuncional cataliza el paso de 

ribonucleótido difosfato a desoxirribonucleótidos difosfato, y es la única enzima que 

interviene en la generación de todos los desoxirribonucleótidos; por tanto su actividad 

está altamente regulada para asegurar el correcto balance en la síntesis de las bases 

nucleotídicas (Jordan, 1998). Esta enzima presenta dos grupos tiólicos en su centro 

activo, los cuales se oxidan durante la reacción de reducción formando un puente 

disulfuro e inactivando a la enzima (Nordlund y col., 2006), que vuelve a ser reducida 

por tiorredoxinas y/o glutarredoxinas (Avval y col., 2009). De hecho, la descripción de 

que la Trx reducida es el reductor fisiológico de citidina difosfato en E. coli fue descrita 

hace más de 5 décadas (Laurent y col., 1986). 

Otro gen alterado es el gen que codifica para la enzima ASL (adenilo succinato liasa, 

AT4G18440), que participa en la formación de AMP, en las primeras reacciones de 

biosíntesis de nucleótidos, transformando el PRPP (fosforribosil pirofosfato) en IMP 

(inosina monofosfato) que es precursor de nucleótidos. Aunque no se observan otros 

genes implicados directamente en la síntesis de nucleótidos, sí se observan muchos 

genes relacionados con los sustratos y/o productos de estas reacciones (mencionados 

anteriormente) como son el fumarato, la glutamina, el glutamato, el aspartato y genes 

de la síntesis de ATP. 

Todos estos cambios de expresión implican a Trxo1 en diversos metabolismos 

celulares críticos como son los relacionados con producción energética y de poder 

reductor, síntesis de nucleótidos y de antioxidantes como glutatión, aspectos que 

necesitan estudios más detallados. Además, Trxo1 parece tener un papel importante 

en estos procesos en los que algunas de las proteínas implicadas se han descrito como 

dianas de tiorredoxinas. Quedan entonces ahora por corroborar los cambios en 

expresión de los genes descritos, así como el mecanismo por el que esta Trxo1 está 

afectando la expresión génica en los mutantes tanto KO como sobre-expresantes, a fin 

de extender el papel que ejercen las tiorredoxinas en plantas.  
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3.- Estudio de la glutationalización de las peroxirredoxinas 2 Cys-Prx y PrxIIF 

 

Las peroxirredoxinas de organismos no fotosintéticos se han descrito entre las 

proteínas que se modifican por mecanismos sensibles a cambios redox como la 

glutationalización y desglutationalización que, junto a otros mecanismos post-

traduccionales, se conoce que  regulan su función, permitiendo al H2O2 aumentar tal y 

como describe el modelo de flujo “floodgate” (Chae y col., 2012; Sevilla y col., 2015). 

En plantas, existe escasa información sobre proteínas susceptibles de 

glutationalización, aunque se ha descrito que la 2 Cys-Prx de Arabidopsis es una 

proteína diana de esta PTM (Dixon y col., 2005). La glutationalización junto con otras 

PTMs provoca cambios en el patrón de oligomerización de varias proteínas incluyendo 

peroxirredoxinas de orígenes diferentes, aunque el efecto sobre la 2-Cys Prx 

cloroplastídica o la PrxIIF mitocondrial no se conocía. La transición de decámeros a 

dímeros de la 2-Cys Prx cloroplastídica debido a glutationalización observada en este 

estudio después del tratamiento con GSSG y GSNO, es similar a lo descrito para la Prx I 

humana citoplasmática por (Park y col., 2009, 2011). Estos autores describieron que 

tres de los cuatro residuos de Cys de la Prx I, Cys52, Cys83 y Cys173, eran 

glutationalizados cuando se trataban con GSSG. Más aún, la glutationalización 

promovía cambios en su estructura cuaternaria desde decámeros (que representaban 

un 97% de la proteína total reducida) a dímeros principalmente, que además, 

presentaban una mayor actividad peroxidasa. Esta modificación también provocaba la 

inactivación de su función chaperona a través de la glutationalización de su Cys83 

localizada en la interfase dímero-dímero y probablemente también influía en la 

estabilización de los decámeros (Chae y col., 2012). De esta manera la 

glutationalización es capaz de alterar la estructura y la función de esta proteína 

antioxidante (Park y col., 2011), con posibles implicaciones en situaciones que 

impliquen cambios redox o estrés oxidativo y/o nitrosativo. Por otra parte, la Prx II 

humana, otra 2-Cys Prx citosólica que carece de la Cys83, ha sido descrita como menos 

susceptible a la glutationalización por glutatión que la Prx I quizás por ser menos 

accesible la interacción con las Cys peroxidáticas y resolutivas Cys52 y Cys173 en el 

dímero (Park y col., 2011). La 2-Cys Prx cloroplastídica objeto de este trabajo tiene dos 
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residuos de cisteína, Cys52 y Cys174 siendo esta última Cys resolutiva la susceptible de 

ser glutationalizada. El cambio observado del perfil de elución del decámero después 

de la cromatografía FPLC Superdex-200 de la proteína glutationalizada podría ser 

debido a un cambio de conformación, ya que la posible variación de peso molecular 

como consecuencia de la adición de GSH no parecería justificar este comportamiento. 

Por otra parte, la glutationalización de esta Cys parece desestabilizar el decámero y la 

proteína está presente principalmente como un dímero. Cualquier cambio estructural 

que sufra una proteína como la Prx, puede entonces afectar su estado de redox, 

estructura oligomérica y/o la interacción con otras proteínas, y a su vez podría tener 

un impacto significativo sobre la cascada de eventos relacionados con la señalización 

por H2O2 (Sevilla y col., 2015). Se ha descrito que la 2-Cys Prx funcional es un dímero y 

hemos comprobado que la glutationalización de los dos residuos de Cys afecta su 

actividad peroxidasa negativamente, por lo que podemos sugerir que esta 

modificación va a afectar a la función de la proteína en los cloroplastos. Esto es 

especialmente interesante teniendo en cuenta la descripción reciente relativa a la 

función chaperona de esta Prx que no parece ser esencial en plantas. Esto se ha 

sugerido debido a la ausencia de complejos de alto peso molecular que presentan esta 

actividad bajo condiciones severas pero fisiológicas de déficit en agua y estrés foto-

oxidativo, que señala la importancia de la actividad peroxidasa y no chaperona de la 

proteína en estas condiciones (Cerveaux y col., 2016).  

En relación con la PrxIIF mitocondrial, la glutationalización no indujo un cambio en 

su oligomerización pero sí que mostró un cambio similar al de la 2-Cys Prx y al descrito 

para la PrxIIF cuando se S-nitrosilaba con GSNO y con SNP: un avance en su elución por 

FPLC de ambos dímero y hexámero (Camejo y col., 2015). Sin embargo, mientras que la 

S-nitrosilación disminuía su actividad peroxidasa, adquiriendo una nueva actividad 

transnitrosilasa sobre su diana la enzima citrato sintasa, el efecto de la 

glutationalización no se había evaluado hasta ahora. El descenso que hemos descrito 

de esta actividad por efecto de la glutationalización de ambas Cys de esta peroxidasa 

mitocondrial por GSNO y GSSG, señala a esta modificación post-traduccional como un 

elemento más de control de la proteína, que influirá en su papel como proteína redox 

con implicaciones potenciales en señalización celular.   



DISCUSIÓN 

195 
 

La glutationalización de proteínas está influenciada principalmente por el estado 

redox del glutatión, siendo el mecanismo mejor estudiado el del cambio tiol/disulfuro 

espontáneo entre GSSG y el grupo tiólico de una Cys proteica (Zaffagnini y col., 2012b). 

La concentración de GSH en orgánulos como cloroplastos y mitocondrias se ha descrito 

de alrededor de 1-5 mM y 6-10 mM, respectivamente (Foyer y col., 1976; Law y col., 

1983; Bielawski y col., 1986; Noctor y col., 1998; Koffler y col., 2013). Las reservas 

celulares de glutatión se mantienen en forma reducida por la acción de glutatión 

reductasa y la relación entre GSH y GSSG está normalmente en el rango del 95 % GSH y 

5 % GSSG, aunque Zaffagnini y col. (2012b) describieron una proporción GSH/GSSG de 

alrededor 105. Además, estos autores describieron que un cambio de la ratio 

GSH/GSSG de 1 (valor Kox de la Cys: un valor que se ha descrito como el rango al cual 

el 50% podría estar glutationalizado) es bastante improbable que ocurra durante 

situaciones de estrés. Sin embargo una GR de álamo presenta una Kox de 309 y puede 

estar glutationilada in vivo bajo condiciones fisiológicas no estresantes (Couturier y 

col., 2009). Por otro lado, se ha descrito que la proporción GSH/GSSG influye en el 

grado de oxidación de tioles proteicos mitocondriales por GSSG (Beer y col., 2004). Así, 

para determinar si la glutationalización de 2-Cys Prx y PrxIIF era dependiente de esta 

relación, los ensayos fueron realizados en la presencia de diferentes proporciones de 

GSH/GSSG y los resultados fueron distintos para las dos proteínas, con un aumento del 

glutationalización de la 2-Cys Prx y de PrxIIF dependiente de las concentraciones 

crecientes de GSSG y GSH, respectivamente, con una cantidad mayor de proteína 

PrxIIF que aparecía como glutationilada en las condiciones experimentales utilizadas. 

Este diferente comportamiento observado es interesante teniendo en cuenta la 

distinta localización subcelular y la diferente sensibilidad de las Cys a ser 

glutationiladas, así como el efecto sobre la oligomerización de las proteínas. En efecto, 

la S-glutationalización parece ser dependiente de la sensibilidad de los residuos de Cys 

al agente glutationalizante, aunque se necesitan más estudios para determinar el 

mecanismo exacto que subyace bajo estos efectos diferenciadores. Es importante 

señalar que pequeños cambios en la relación GSH/GSSG durante el metabolismo 

celular pero también principalmente durante el estrés podrían jugar un papel clave en 

los procesos de señalización y el hecho de que la glutationalización de proteínas como 

2-Cys Prx y PrxIIF sean sensibles a dichos cambios, indica una regulación fina por un 
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oxidación pequeña del pool de glutatión. Teniendo en cuenta la respuesta rápida a 

esta modificación post-traduccional, ambas Prxs podrían contribuir a la defensa 

antioxidante en cloroplastos y  mitocondrias, regulando al concentración de H2O2 y la 

señalización a través de ella.  

La relación entre estrés oxidativo y nitrosativo podría entre otras vías, estar 

ocurriendo a través de modificaciones post-traduccionales proteicas que llevan a 

cambios conformacionales previniendo la sobre-oxidación o carbonilación y por tanto 

la pérdida irreversible de función. Este punto de control podría ser sobre todo 

importante para una respuesta adecuada de la planta (Tanou y col., 2009; Camejo y 

col., 2013). Más expresamente, existe una interacción entre la S-nitrosilación y la S-

glutationalización, siendo el agente fisiológico GSNO capaz de producir ambas 

modificaciones, como es el caso de la enzimas eNOS (Óxido Nítrico Sintasa) de 

humanos (Chen y col., 2010). Para comprobar si una forma nitrosilada de 2-Cys Prx  

podría ser glutationalizada, la proteína fue tratada en primer lugar con un agente 

nitrosilante como el SNP antes de ser glutationalizada con GSH. El resultado obtenido 

que fue similar tras el tratamiento directo con GSNO, sugirió que la glutationalización 

del decámero podría ser causada directamente por GSSG o GSNO, o indirectamente 

por GSH sobre una forma nitrosilada de la proteína y de hecho, se ha descrito que 

glutationaliza grupos -SOH y grupos-SNO (Zaffagnini y col., 2012b). Una vez 

glutationalizado, el decámero cambiaría a la forma dimérica, probablemente como 

consecuencia de la inestabilidad conformacional de la forma glutationalizada. También 

se ha mostrado que la oxidación de GSH inducida por NO puede contribuir a la 

tiolación inducida por RNS. La reacción de GSH con tioles proteicos S-nitrosilados por 

exposición a RNS, convierte las Cys nitrosiladas en disulfuros mixtos relativamente más 

estables (Klat y col., 2000). Por otra parte, muchas de las proteínas descritas como 

tioladas en condiciones oxidativas, han sido descritas posteriormente como 

susceptibles a la formación de un disulfuro mixto en respuesta a RNS. Por tanto la S-

glutationalización de Cys de centros activos proteicos puede integrar al estrés 

oxidativo y nitrosativo por mecanismos dependientes e independientes (a través de 

GSNO) del estado redox (Klat y col., 2000).  
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En cuanto a la capacidad de Srx de desglutationilar, se han descrito diferentes 

resultados sobre varias proteínas diana tras un estrés oxidativo y/o nitrosativo in vitro 

e in vivo (Findlay y col., 2006), incluyendo Prxs, dependiendo del agente 

glutationilante. Hemos descrito que la Srx desglutationaliza a 2-Cys Prx pero no a 

PrxIIF. Se ha demostrado que la Srx humana desglutationaliza a Prx I (una 2-Cys Prx) 

tratada con GSSG pero no a Prx V (una Prx atípica como la PrxIIF vegetal). Además se 

ha comprobado que los residuos Cys83 y Cys173 eran preferencialmente 

desglutationalizados por Srx, y que ésta se encontraba como intermedio 

glutationalizada durante el proceso, siendo rápidamente desglutationalizada por GSH, 

mientras que glutarredoxina era capaz de desglutationilar a Cys52 (Park y col., 2009). El 

hecho que la Srx cloroplastídica/mitocondrial de plantas de guisante no sea capaz de 

desglutationilar la PrxIIF implica que glutarredoxina podría ser una proteína clave en 

las mitocondrias y por tanto en la funcionalidad de ROS/RNS en este orgánulo, un 

aspecto que merece especial atención, mientras que en cloroplastos, la proteína Srx 

podría jugar un papel central en el control redox. Ambas proteínas Prx estarían 

implicadas en la señalización celular bajo condiciones oxidativas o nitrosativas como 

consecuencia de su glutationalización/desglutationalización, que puede influir en la 

función de la proteína, afectando entre otros, el nivel de H2O2 y/o hidroperóxidos y por 

tanto la señalización celular tanto en procesos de desarrollo como de respuesta a 

estrés.
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CONCLUSIONES  

1.- La identificación de proteínas nucleares posibles diana de PsTrxo1, mediante 

ensayos de cromatografía de afinidad empleando núcleos aislados de hojas de guisante, 

indicó que esta Trx interacciona con PCNA (Proliferative Cell Nuclear Antigen). La 

interacción proteína-proteína se ha corroborado mediante ensayos de dot-blot (estudio   

in vitro) y complementación bimolecular fluorescente, que demuestran por primera vez, 

que ambas proteínas interactúan en el núcleo.  

 

2.- Los estudios in vitro de actividad oxido-reductasa realizados con el fin de avanzar en 

la relación entre ambas proteínas, han mostrado la capacidad del sistema  

NADPH/NTRA/PsTrxo1, de reducir de forma efectiva a la proteína PCNA previamente 

oxidada con peróxido de hidrógeno. Esta capacidad demuestra una regulación redox de 

PCNA in vitro a través de los residuos de cisteína presentes en su estructura.   

 

3.- Los ensayos de función con células TBY-2 controles y sobre-expresantes de 

PsTrxo1 mediante microscopía confocal y citometría de flujo, indicaron  diferencias 

significativas entre ambas líneas, con un incremento importante en la tasa de 

proliferación celular en las líneas transformadas, en las que el  porcentaje  de células en 

la fase S del ciclo celular, en las etapas iniciales del crecimiento del cultivo y de células 

en fase G2/M en las fases avanzadas  del  mismo, eran superiores a las mostradas por 

células controles. Los cambios en las células sobre-expresantes eran paralelos a un 

aumento de proteína PCNA, un mayor índice mitótico y un mantenimiento de los 

niveles nucleares de glutatión, con respecto a la línea control, con valores inferiores en 

estos parámetros en las citadas etapas del crecimiento del cultivo. Estos resultados 

permiten sugerir que la participación de Trxo1 en la progresión del ciclo celular en 

cultivos de TBY-2 se debe en parte a su relación funcional con PCNA y GSH.  

 

4.- La caracterización en Arabidopsis de genotipos mutantes KO AtTrxo1 no ha 

revelado cambios fenotípicos evidentes en ellos, tanto en condiciones de crecimiento 

control como en estrés salino. Sin embargo, la falta de Trxo1 en los genotipos mutantes 

crecidos en condición salina, se traduce en niveles incrementados de peroxidación de 

lípidos, en un aumento de la actividad enzimática GR y en las isoenzimas de SOD. 
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Estas inducciones podrían colaborar en el mantenimiento de la integridad mostrado por 

las plantas mutantes bajo condiciones de salinidad.  

 

5.- El estudio transcriptómico comparativo por secuenciación masiva ARNseq en 

genotipos Wt, KO y sobre-expresante AtTrxo1 en condiciones de salinidad,  ha revelado 

en los mutantes KO una alta expresión de genes de respuesta a estrés hídrico y de los 

implicados en la ruta de síntesis de novo de purinas y pirimidinas, incluyendo 

interesantemente, al gen relacionado con la enzima ribonucleótido reductasa. Así 

mismo, se ha constatado una disminución de la expresión de genes relacionados con la 

síntesis de ATP y de los implicados en la síntesis de intermediarios del ciclo de los 

ácidos tricarboxilicos (TCA). Tanto en mutantes KO como en plantas sobre-

expresantes, destacar la baja expresión de genes relacionados con el metabolismo de 

NADH y NADPH mitocondrial, y de las isoformas nucleares de glutatión transferasa y 

glutarredoxina. Todo ello sugiere que Trxo1 participa en los procesos en los que los 

genes alterados se encuentran implicados, un aspecto que necesita un estudio posterior 

más detallado. 

 

6.- El estudio de glutationalización de las peroxirredoxinas recombinantes 2-Cys Prx y 

Prx IIF de guisante, ha mostrado diferencias en la respuesta de ambas proteínas a esta 

modificación post-traduccional. La glutationalización produce cambios en la estructura 

oligomérica, con la conversión de 2-Cys Prx decamérica a su forma dimérica 

glutationalizada, siendo la forma dimérica de Prx IIF la sensible a esta modificación 

pero sin mostrar cambios en su estado oligomérico. En ambos casos, la 

glutationalización provoca un descenso similar en la actividad peroxidasa, lo que 

sugiere que podría modular la señalización celular por H2O2, sustrato de estas proteínas. 
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SUMARY AND CONCLUSIONS 

SUMARY  

1.- Interaction of Trxo1 and PCNA: effect of PsTrxo1 overexpression on TBY-2 cell 

growth and cell cycle progression 

Thioredoxins are key components in cellular redox regulation, controlling the redox 

state of their target proteins, and playing an essential role in cellular growth and 

survival. The presence of a Trx system in the nucleus has received very little attention 

in plants and the target proteins of nuclear plant Trxs are still not definitively 

identified, so little is known about the function of Trx in this cellular compartment. In a 

previous thesis presented by a member of our group, the intracellular double 

localization of PsTrxo1 was studied and its presence was confirmed in mitochondria 

and, interestingly, in the nucleus under normal growth conditions. As a first and 

necessary step to investigate the function of Trx in the nucleus, a search for potential 

target proteins in this compartment was initiated and the proliferating cellular nuclear 

antigen (PCNA) protein was identified using affinity chromatography techniques on 

purified nuclear protein extracts of pea leaves and recombinant mutated PsTrxo1 in a 

Cys of its active centre. In the present doctoral thesis, we corroborate the PsTrxo1-

PCNA interaction using different approaches, including dot-blot with purified 

recombinant proteins and a bifluorescence complementation assay. These studies 

confirmed the interaction between both proteins in the nucleus, something not 

described previously in animals or plant systems. Moreover, Trxo1 displays an oxido-

reductase activity on previously oxidized recombinant PCNA, an activity related to its 

redox function on the target proteins. In parallel, we studied the effect of PsTrxo1 

overexpression in a tobacco BY-2 cell culture. Interestingly, confocal microscopy and 

flow cytometry analysis showed that overexpression of this Trxo1 increased cellular 

proliferation in the transformed lines, with a high percentage of cells in the S phase of 

the cell cycle at the initial stage of the cell culture (days 1 and 3), and in the G2/M 

phase at longer times (day 9), coinciding with an increase in the PCNA protein content. 

Moreover, in the overexpressing cells, the total glutathione content decreased but 
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nuclear GSH accumulation was maintained, especially at the end of culture growth, 

which was not observed in the non-transformed control cells. This last period 

(between day 8 and 9) in the overexpressing line was accompanied by a higher mitotic 

index unlike in control cells. All these data suggest that Trxo1 is involved in the cell 

cycle progression of the TBY-2 culture, possibly through its relation with PCNA and 

glutathione.       

 

2.-Functional study of Trxo1 in KO Arabidopsis and overexpressing mutants under 

saline stress 

To extend the functional study of Trxo1, in this case in unfavorable conditions of 

plant growth, we analyzed the response of Arabidopsis plants lacking the gene AtTrxo1 

(due to the availability of KO seeds in the SALK collection) and overexpressing plants 

(generated during the preparation of this thesis). These plants were grown in 

controlled growth chambers, in the absence and presence of 100 Mm NaCl, a 

concentration used to represent an abiotic stress situation and extensively studied in 

our group. In a changing environment, plants are able to acclimate to the new 

conditions by regulating their metabolism, both the antioxidant and redox systems 

being involved in the response. In this thesis, the function of the mitochondrial 

thioredoxin is explored in plants of wild type Arabidopsis (Wt) and two KO mutant lines 

of AtTrxo1 at 21 days of development (14 days in the absence (control) or presence of 

100 mM NaCl). The most striking result was that the KO genotypes in control 

conditions did not present any evident phenotype, with no changes in physiological 

parameters (fresh and dry weight, leaf width, number of leaves, rosette diameter or 

contents in chlorophylls), although  the mutants had a higher stomatal density and NO 

content, and showed greater activity in different SOD isozymes. Under saline 

conditions, a loss of water content was observed in the leaves, especially in the 

mutants, together with an increase in the contents of some microelement such as Mg, 

Zn and Mn. In addition, the lack of Trxo1 led to increased levels of lipid peroxidation 

compared with Wt plants, accompanied by a greater increase in the levels of activity of 

all the SOD isozymes (Mn-, Fe- and Cu,Zn-SOD) in response to salinity. In an analysis of 

the components of the ASC-GSH cycle, differences were observed in the behavior of 
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KO1 and KO2 plants compared to Wt plants: lower GSH and ASC levels and MDHAR 

and GR activities in saline conditions in the KO1, and lower DHAR activity in the KO2 

genotype. It seems that the lack of Trxo1 might be compensated in the mutants by 

different mechanisms, including the antioxidant system, mainly SOD, so that both in 

physiological and saline conditions, this enzyme and GR may collaborate to support the 

integrity of the plant. In this thesis the potential of Trxo1 to regulate the development 

of the plant under adverse situations such as salinity is discussed.  At the same time, an 

overexpressing AtTrxo1 line was analyzed together with both KO lines and the Wt 

genotype, making a comparative transcriptomic study by means of massive sequence 

ARN-seq. With the information obtained, we carried out an analysis of principal 

components, quality of the sequence and multiple comparisons using Benferroni's 

statistical test, in order to identify the genes expressed differentially among the 

genotypes and finally we made an ontological study of the differentially expressed 

genes involved in metabolic and structural processes, in order to identify those altered 

by the lack and overexpression of AtTrxo1. As regard the genes that were most altered 

in both KO mutants, we found genes involved in the stress response to drought were 

highly expressed, while ATP synthesis and fumarase as well as the genes involved in 

synthesis of isocitrate, fosfoenolpiruvate, aspartate, glutamate and aspargine and 

some of the tricarboxylic acid cycle showed a low expression. Finally, de novo synthesis 

pathways of purine and pyrimidine, mainly involving the genes that codify for the 

subunits of the ribonucleotide reductase enzyme, were positively regulated. On the 

other hand, a molecule of chloroplast signaling that regulates the expression of nuclear 

genes involved in chlorophyll synthesis presented a positive regulation in KO and in 

overexpressing lines. Also in both KO and overexpressing plants, we found a low 

expression of genes related to routes of production of mitochondrial NADH and 

NADPH, and two isozymes of glutathione transferase. All these results point to an 

alteration of the redox metabolism in these plants. It is interesting the relatively 

negative expression of glutathione S-transferase and nuclear glutaredoxin, whereas 

chloroplastic iron oxidoreductase, catalase 2 and ascorbate oxidase genes were 

positively expressed. 
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All these results point to Trxo1 as an important protein in the processes that are 

altered at gene expression level, in which some of the involved codified proteins have 

been described as protein targets of thioredoxins in the different cellular 

compartments. It will be interesting to corroborate the changes in gene expression of 

the described genes as well as the mechanism through which this Trxo1 affects gene 

expression in the mutants, both KO and over-expressing lines, to extend our 

knowledge of the role of thioredoxins in the plant physiology. 

3.-Glutathionylation of 2-Cys Prx and PrxIIF  

Together with thioredoxins, plant peroxiredoxins and sulfiredoxins are involved in the 

antioxidant defense and in redox signaling, and their regulation by posttraductional 

modifications (PTM) is the subject of increasing interest for the key role they play in 

the transduction of the bioactivity of reactive oxygen and nitrogen species. Among 

them, the S-glutathionylation is considered a protective mechanism against protein 

overoxidation, also modulating the enzymatic activity allowing signaling. In the present 

thesis we explore the glutathionylation of two recombinant previously produced and 

purified peroxiredoxins, the chloroplastic 2-Cys Prx and the mitochondrial PrxIIF from 

Pisum sativum, both target proteins of Trxs, and present in different oligomeric states 

in these organelles. The results show that glutathionylation of the decameric form of 

2-Cys Prx produced a shift in its elution volume after molecular filtration 

chromatography by FPLC and converted the decameric to a dimeric glutathionylated 

form. However, glutathionylation of the PrxIIF in its reduced dimeric form did not 

involve a change in its oligomeric state. Analysis by mass spectrometry demonstrated 

that GSSG is able to glutathionylate the resolutive Cys residue (Cys17) but not the 

peroxidatic one (Cys52) of the 2-Cys Prx. By contrast, GSSG was capable of 

glutathionylating both Cys residues in the active centre of the PrxIIF, peroxidatic Cys59 

and resolving Cys84. The glutathionylation was dependent on the GSH/GSSG ratio, but 

the effect on both proteins differed. On the other hand, this modification provoked a 

similar decrease in the peroxidase activity of the two proteins. For all this, redox 

changes produced during plant development and its adaptation to adverse changing 

conditions may influence the protein glutathionylation process, which could represent 

a key event through the regulation of the structure and function of peroxiredoxins 
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such as 2-Cys Prx and PrxIIF, in the different subcellular compartments. All this could 

act modulating signaling by H2O2 that is the substrate of these proteins.  

 

MAIN CONCLUSIONS 

 

1.- The identification of possible nuclear target proteins of PsTrxo1 through affinity 

chromatography assays using isolated nuclei from pea leaves indicated that this Trx 

interacts with PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen). The protein-protein 

interaction was corroborated by dot-blot assay (in vitro) and bimolecular fluorescent 

complementation, demonstrating for the first time that both proteins interact in the 

nucleus. 

2.- The in vitro studies of oxidoreductase activity carried out to advance our 

knowledge of  the relation between both proteins demonstrated the capacity of 

NADPH/NTRA/PsTrxo1 to effectively reduce PCNA previously oxidized by hydrogen 

peroxide. This capacity demonstrates the redox regulation of PCNA in vitro through the 

cysteine residues in its structure. 

3.- The assays on the Trxo1 function with TBY-2 control and overexpressing PsTrxo1 

cells using confocal microscopy and flow cytometry indicated significant differences 

between both lines, with an important increase in the cellular proliferating state in the 

transformed lines, in which the percentage of cells in the S phase of the cell cycle at 

the beginning of the cell culture and at the G2/M phase after longer times of culture, 

were higher than that presented in the control cells. Changes in the overexpressing 

cells were accompanied by upregulation of the PCNA protein, a higher mitotic index 

and maintained levels of nuclear glutathione compared to the control cells. These 

results allow us to suggest that the participation of Trxo1 in the progression of the cell 

cycle in TBY-2 cultures is due in part to its functional relation with PCNA and GSH. 

4.- The characterization of KO AtTrxo1 Arabidopsis mutant genotypes revealed no 

evident changes in the phenotype in control or saline growth conditions. However, the 

lack of Txo1 in the mutant genotypes grown under salinity provokes increased levels of 

lipid peroxidation accompanied by higher enzymatic activity of GR and the different 
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isozymes of SOD. These inductions could collaborate in the maintenance of plant 

integrity observed under saline conditions.  

5.- The comparative transcriptomic study by the massive sequencing RNAseq 

technique in the Wt, KO and Overexpressing AtTrxo1 Arabidopsis genotypes grown in 

saline conditions revealed  the higher expression of hydric response–related genes in 

the KO mutants than in Wt plants and also that involved in the de novo synthesis of 

purine and pirimidine, including interestingly the gene related to the ribonucleotide 

reductase enzyme. We also observed a decrease in the expression of genes related to 

ATP synthesis and that involved in the synthesis of intermediates of the tricarboxylic 

acid (TCA). Also of interest in both KO and overexpressing mutants was the low 

expression of genes related to mitochondrial NADH and NADPH and the nuclear 

isoforms of glutathione transferase and glutaredoxin. All this suggests that Trxo1 

participates in processes in which the altered genes are involved, an aspect that needs 

further investigations. 

6.- The glutathionylation study of the recombinant pea peroxiredoxins 2-Cys Prx and 

Prx IIF pointed to differences in the response of both proteins to this posttraductional 

modification. The glutathionylation produces changes in the oligomeric structure, with 

conversion of the decameric 2-Cys Prx to the dimeric glutathionylated form, the 

dimeric Prx IIF being sensitive to this modification but without changing its oligomeric 

structure. In both proteins glutathionylation provokes a similar decrease in the 

peroxidase activity, suggesting the modulation of cellular signaling through H2O2, a 

substrate for these proteins.  
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Tabla S1. Oligonucleótidos usados en el desarrollo de esta Tesis Doctoral. Las secuencias 

subrayadas hacen referencia a las colas de recombinación o las secuencias específicas de las 

enzimas de restricción. Las letras en negrita representan los codones de inicio y stop, así como los 

codonos de stop mutados en una base. 

Inserto  Oligonucleótido, secuencia 5' > 3' Vectores 

AtTrxo1 For AAAAAAGCAGGCTTCATGAAGGGAAATTGGTCGATC pMDC32, pMDC43, 
pDNOR221 AtTrxo1 Rev CAAGAAAGCTGGGTCCTATCACTTGTAGAGCTGTTCCAT 

PsTrxo1 For AAAAAAGCAGGCTTCATGCCTGAAAAATACCAAAC pMDC83, SPYNE, 
SPYCE y pDNOR221 PsTrxo1 Rev CAAGAAAGCTGGGTCTGACTTGTAGAGCTGTTCCATGAGA 

PsPCNA For AAAAAAGCAGGCTTCATGTTGGAACTCCGTCTCGTT SPYNE, SPYCE y 
pDNOR221 PsPCNA Rev CAAGAAAGCTGGGTCTGAGACTAAGCTTGTGGTTTGG 

PsPCNA For AGTCTAGAATGTTGGAACTCCGTCTCG pGEM y pET3d 

PsPCNA Rev GGATCCAAGATTGTGGTTTGGTTTC 

PsTrxo1 For AGTCTAGAATGGTTGGAACCAGAAATT pGEM  

PsTrxo1 Rev GGATCCAGTCCTTCTTGAAGAGTTTC 

AtTrxo1 For TCGAAGAAAGGGGAGGTTG RTq-PCR 

AtTrxo1 Rev CACTTGTAGAGCTGTTCCATGAG 

NtPCNA For CCTGGCGCCTAAGATTGAAGAG RTq-PCR 

NtPCNA Rev GCTTGCTCTCTTGCTTGCCTG 

NtGAPdH For GCACACGAGTGGTGGACTTGA RTq-PCR 

NtGAPdH Rev AGCCGCTCACTTGTAGTCCGAG 

AtActin8 GGTCGTACAACCGGTATTGT Contaminación 
ADNg AtActin8 GAAGAGCATACCCCTCGTA 

Tubulin 8 For ATCACAGCAATACAGAGCCTTAACC RTq-PCR 

Tubulin 8 Rev GCTGTTGTTATTGCTCCTCCTGCA 

AttB1 cola 5´ GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC Colas de 
recombinación  AttB2 cola 3´ GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC 

NtTrxo1 For ACATTGACAAGGAGGGGCTTGG RTq-PCR 

NtTrxo1 Rev  AAGCGTTGAACGTCAGCACCA 

PsTrxo1 For CGTTCGATCTTTGGCACTTCG RTq-PCR 

PsTrxo1 Rev GGATAACGCCAGGAGAAGCTG 
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